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Немелкоклеточный рак легкого (НМРЛ) широко распространен во всем мире и характеризуется
высоким уровнем смертности. Несмотря на то, что мезенхимальные стволовые клетки (МСК) рас-
сматривают в качестве возможного средства для терапии онкологических заболеваний, данные по
их влиянию на клетки НМРЛ противоречивы, что связано, прежде всего, с использованием двумер-
ной (2D) культуральной системы. В то же время трехмерные (3D) условия культивирования воспро-
изводят тканевую организацию in vivo. Проведено детальное исследование противоопухолевых
свойств МСК в 3D-условиях культивирования клеток (3D-МСК) НМРЛ. Подтверждено более эф-
фективное супрессорное действие 3D-МСК на пролиферацию и миграцию клеток НМРЛ по срав-
нению с МСК, культивируемыми в 2D-условиях. В 3D-МСК избыточно экспрессирован интерлей-
кин-24 (IL-24), который относится к ключевым факторам, усиливающим противоопухолевое дей-
ствие МСК. В этих клетках IL-24 влияет на сигнальные пути p38 MAPK и CXCR4/AKT. Таким
образом, в проведенном исследовании подтверждена эффективность использования МСК в тера-
пии опухолей.
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Рак легких характеризуется высокой смерт-
ностью во всем мире. Более 85% случаев рака
легкого относится к его немелкоклеточному
подтипу (НМРЛ) [1]. Традиционные методы ле-
чения НМРЛ, такие как хирургия, химио- и лу-
чевая терапия, обладают серьезными ограниче-
ниями. На ранней стадии НМРЛ чрезвычайно
трудно обнаружить, что приводит к снижению вы-
живаемости больных. Терапия стволовыми клет-
ками набирает популярность как новая стратегия
лечения онкологических заболеваний. Мезенхи-
мальные стволовые клетки (МСК) характеризу-
ются высокой дифференцировочной активно-
стью, способностью мигрировать к месту опухоли
и секретировать биологически активные веще-
ства [2], что позволяет считать их подходящими
кандидатами для противоопухолевой терапии [3,
4]. Некоторые секретируемые МСК факторы ин-
гибируют рост клеточных линий НМРЛ при сов-
местном культивировании [5, 6]. Так, ранее нами

показано, что МСК супрессируют рост клеток
НМРЛ паракринным способом ‒ как in vitro, так
и in vivo [7]. Кроме того, МСК пригодны для ис-
пользования в качестве клеток-киллеров, наце-
ленных на раковые клетки легких или на стволо-
вые клетки опухоли рака легкого [8, 9]. Однако
целесообразность использования МСК для ле-
чения НМРЛ пока не подтверждена. Так, по не-
которым данным [10‒13], МСК могут способ-
ствовать развитию рака легкого, а не останавли-
вать его.

Одна из причин противоречий в результатах
может быть связана с использованием двумерных
(2D) моделей культивирования, которые не вос-
производят условия, наблюдаемые в тканях чело-
века. В последнее время интерес к трехмерным
(3D) системам культивирования клеток возрос,
так как они моделируют микроокружение ткани
[14, 15]. Во многих 3D-системах культивирования
клеток используют матриксы из коллагена I типа,
которые подходят для этого благодаря их пла-
стичности и низкой стоимости [16, 17]. Системы1 Статья представлена авторами на английском языке.
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3D-культивирования, полученные на основе кол-
лагена I типа и матригеля [18] или гидрогеля вне-
клеточного матрикса [19], стимулируют проли-
ферацию МСК и повышают их секреторную ак-
тивность. Ранее нами показано, что уровень
интерлейкина-24 (IL-24) в МСК, культивируе-
мых в 3D-системе (3D-МСК), примерно в 20 раз
выше, чем в 2D-культуре [18]. Цитокин IL-24 от-
носится к опухолевым супрессорам и вызывает
гибель ряда различных видов опухолевых клеток
[20‒22]. Однако детальный механизм ингибиру-
ющего действия IL-24, секретируемого 3D-МСК,
на клетки НМРЛ до сих пор не выяснен. Нами
исследовано ингибирующее действие 3D-МСК
на клеточные линии NCI-H460: H460 и SK-MES-1:
MES in vitro и проанализированы задействован-
ные в этом процессе сигнальные механизмы.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клеточные линии. МСК костного мозга человека
приобретены у компании “Cyagen” (США). Кле-
точная линия НМРЛ человека NCI-H460 (крупно-
клеточная карцинома) любезно предоставлена Dr.
Jiang, работающим в нашей лаборатории. Линия
НМРЛ человека SK-MES-1 (плоскоклеточная кар-
цинома) приобретена в Китайской инфраструкту-
ре клеточных линий (China infrastructure of cell
line resources, Китай). Все клеточные линии иден-
тифицированы методом генотипирования STR
(“Micro-read Gene Biotechnology”, Китай). МСК
культивировали в полной среде HBMMSC, ко-
торая содержала 10% эмбриональной сыворотки
крупного рогатого скота (FBS) и 1% глутамина
(“Gibco”, США). Клетки H460 и MES культиви-
ровали в среде DMEM (“Gibco”), содержащей
10% FBS и 1% глутамина. Все клетки инкубирова-
ли в клеточном инкубаторе при температуре 37°C
и 5% CO2.

3D-культивирование. Для приготовления форм
для матриксов в лунки 12-луночного планшета
добавляли по 1 мл 2%-ного стерильного жидкого

агара, дожидались его застывания при комнатной
температуре и затем в каждую лунку по углам ага-
ра вставляли 4 стерильных капилляра. Коллаген I
типа из хвоста крысы (“BD”, США) смешивали с
2× DMEM в соотношении 1 : 1 (v/v), добавляли
10% матригеля (“Corning”, США) и 1 × 106 кле-
ток/мл МСК. Полученную смесь быстро переме-
шивали и хранили на льду. В каждую стерильную
лунку агара добавляли по 1 мл полученной смеси
и планшет помещали в клеточный инкубатор на
20 мин. После полимеризации в каждую лунку
планшета вносили 1 мл полной среды.

Конструирование плазмиды pIRES2-EGFP-IL-
24 для сверхэкспрессии IL24 и плазмиды pGPH1-
GFP-IL-24 с короткой шпилечной РНК (shРНК)
для сайленсинга IL24. Плазмида pGPH1-GFP-IL-
24 была разработана и сконструирована компанией
“GenePharma Pharmaceutical Technology Co., Ltd.”
(Китай).

Процесс конструирования плазмиды pIRES2-
EGFP-IL-24 состоял из нескольких стадий. То-
тальную РНК выделяли из МСК с помощью реа-
гента TRIzol (“Cwbiotech”, Китай). кДНК синтези-
ровали, используя систему обратной транскрипции
GoScript (“Promega”, США), и амплифицировали
методом ПЦР с парами праймеров к гену IL24
(табл. 1). Амплифицированный продукт и экспрес-
сионный вектор pIRES2-EGFP обрабатывали ре-
стриктазами XhoI и BamHI. Для встраивания фраг-
мента в экспрессионный вектор использовали
ДНК-лигазу T4. Полученную рекомбинантную
плазмиду трансформировали в DH5α-компетент-
ные клетки Escherichia coli, которые культивирова-
ли на агаровой чашке, содержащей канамицин, в
течение 16 ч. Рекомбинантную плазмиду pIRES2-
EGFP-IL-24 экстрагировали с помощью мини-
набора E.Z.N.A.® Plasmid Mini Kit I (“Omega
Biotek”, Китай). Структуру рекомбинантных плаз-
мид подтверждали, используя расщепление ре-
стриктазами, ПЦР и секвенирование, проведенное
в компании “BGI” (Китай).

Таблица 1. Последовательности праймеров для ПЦР

а F ‒ прямой праймер; R ‒ обратный праймер.

Белок Ген Праймерыа, 5' → 3' Длина, п.н. Тпл, °C Число циклов

IL-24 IL24
F: ccgctcgaggccaccatgaattttcaacagagg
R: cgggatccgagcttgtagaatttctg 621 55 30

IL-22R1 IL22RA1
F: ctgtccgagatcacctacttagg
R: gcacatttgggtcagatgttctgtc 481 55 30

IL-20R1 IL20RA
F: gctcagccttctgagaagcagtg
R: cgcacaaatgtcagtggttctgac 552 55 30

IL-20R2 IL20RB
F: gctggtgctcactcactgaaggt
R: tctgtctggctgaaggcgctgta 406 55 30
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Получение МСК, модифицированных плазми-
дами pIRES2-EGFP-IL-24 (МСК-О) и pGPH1-
GFP-IL-24 (МСК-S). В 6-луночные планшеты
высевали МСК (1.25 × 105 клеток/лунка) и транс-
фицировали pIRES2-EGFP-IL-24 или pGPH1-
GFP-IL-24 с помощью Lipofectamine Stem Trans-
fection Reagent (“Thermo Fisher Scientific”, США).
Через 48 ч трансфицированные МСК культиви-
ровали в присутствии 150 мкг/мл G418 (Gene-
ticin; “Amresco”, США), а затем в среде, содер-
жащей 80 мкг/мл G-418, пока доля клеток с зеле-
ной флуоресценцией не достигала ~50%. В среду
вносили 500 нг/мл гидрокортизона (“PeproTech”,
США), 10 нг/мл инсулиноподобного фактора ро-
ста I (IGF-1; “PeproTech”) и 10 нг/мл эпидермаль-
ного фактора роста (EGF; “PeproTech”). Культу-
ральную среду заменяли на свежую каждые двое
суток. Через 14 суток МСК со сверхэкспрессией
или подавлением IL24 культивировали в 3D-
условиях, как описано выше для получения
МСК-О или МСК-S соответственно.

Сбор кондиционированных сред (КС). Клетки
2D-МСК, 3D-МСК, МСК-О и МСК-S (1.25 ×
× 105 клеток/мл) культивировали на 12-луночных
планшетах в течение 12 ч, после чего КС собирали
и фильтровали с использованием 0.22-мкм мем-
бран (“PALL”, США) для последующих экспери-
ментов.

МТТ-тест. Для изучения влияния 2D- и 3D-
МСК на клетки H460 и MES в культуры НМРЛ в
96-луночных планшетах вносили несколько ви-
дов КС от МСК. В контрольную группу добавля-
ли полную среду HBMMSC. Выживаемость кле-
ток H460 и MES определяли через 24, 48 и 72 ч с
использованием МТТ (“Sigma”, Германия). Сна-
чала в каждую лунку добавляли 20 мкл реагента
МТТ (0.5 мг/мл) и помещали в клеточный инку-
батор при температуре 37°C на 4 ч, после чего сре-
ду тщательно отбирали, вносили в каждую лунку
150 мкл DMSO (“Sigma”) и перемешивали в тече-
ние 2 мин для полного растворения кристаллов.
Оптическую плотность измеряли при длине вол-
ны 492 нм на микропланшетном спектрофото-
метре (“Tecan”, Австрия). Для каждой экспери-
ментальной группы использовали 6 лунок. Ин-
гибирующую способность (IR) КС от МСК на
пролиферацию клеток H460 и MES рассчитывали
по следующей формуле:

(1)

где Aex и Ac соответствуют значениям оптической
плотности при 492 нм для экспериментального и
контрольного образцов.

Для изучения ингибирующего действия IL-24,
секретируемого МСК, на пролиферацию клетки
H460 и MES обрабатывали КС от 3D-МСК,
МСК-О и МСК-S в течение 24, 48 и 72 ч соответ-
ственно. Протокол МТТ-анализа был такой же,

= − ×ex c( )IR  1 A A 100%,

как описано выше. Ингибирующую активность
рассчитывали по формуле (1).

Анализ образования колоний. Чтобы выяснить,
могут ли МСК ингибировать образование коло-
ний клетками H460 и MES, мы провели соответ-
ствующий анализ. Клетки H460 и MES сначала вы-
севали в 6-луночные планшеты по 103 клеток/лун-
ка, обрабатывали полной средой HBMMSC или
КС от 2D-МСК и 3D-МСК. Через 14 суток клетки
дважды промывали PBS и фиксировали с помощью
холодного метанола в течение 25 мин. В лунки вно-
сили 1%-ный раствор кристаллического фиолето-
вого (“Sangon Biotechnology”, Китай) так, чтобы по-
крыть дно лунок, и инкубировали при комнатной
температуре в течение 30 мин. Раствор кристалли-
ческого фиолетового удаляли, а клетки дважды
промывали ddH2O. Планшеты ставили вверх дном
для просушки и далее помещали на специальную
бумагу и подсчитывали число клеточных колоний.

Для изучения ингибирующего влияния IL-24,
секретируемого МСК, на образование колоний
клетками H460 и MES культуры обрабатывали
КС от 3D-МСК, МСК-О и МСК-S в течение
14 суток. Для анализа образования колоний ис-
пользовали вышеприведенный протокол.

Анализ миграции клеток. Для изучения ингиби-
рующего влияния МСК на миграцию клеток H460
и MES проведен соответствующий анализ. Клетки
НМРЛ культивировали в 6-луночных планшетах
до достижения конфлюентности 90‒100% и нано-
сили царапины с помощью стерильного наконеч-
ника для 200-микролитровой пипетки. Суспен-
зионные клетки удаляли трехкратной промывкой
PBS. К клеткам НМРЛ добавляли полную среду
HBMMSC или КС от МСК. Заживление царапи-
ны наблюдали с помощью инвертированного
микроскопа (“Nikon”, Япония) через 0 и 24 ч по-
сле нанесения. Каждую группу клеток анализи-
ровали в трех повторах. Для измерения зажив-
ления повреждения использовали программное
обеспечение Image J (https://imagej.net/, RRID:
SCR_003070). Для расчета изменения площади
царапины использовали следующую формулу:

(2)
где Sw0 и Sw24 ‒ средняя площадь царапины соот-
ветственно в 0 и 24 ч.

Способность КС от МСК ингибировать ми-
грацию (IRm) клеток НМРЛ рассчитывали по сле-
дующей формуле:

(3)

где ΔSex соответствует ΔSw для эксперименталь-
ной группы, а ΔS0 ‒ для контрольной.

Для исследования ингибирующего действия
IL-24, полученного из МСК, на миграцию клеток
H460 и MES проводили еще один анализ мигра-
ции клеток с использованием вышеописанного

Δ = −w w0 w24,S S S

( ) = − Δ Δ ×m ex 0( )IR % 1 100%,S S
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протокола. После нанесения царпин к клеткам
добавляли КС от 3D-МСК, МСК-О или МСК-S.
Заживление ран наблюдали с помощью инверти-
рованного микроскопа, фотографии делали через
0 и 24 ч после нанесения ран. Каждую группу кле-
ток анализировали в трех повторах. Количествен-
ный анализ заживления ран и метод расчета изме-
нения площади и ингибирующей способности
описаны выше.

Анализ экспрессии генов рецепторов IL-24 в клет-
ках H460 и MES методом ПЦР с обратной тран-
скрипцией (ОТ-ПЦР). Чтобы проверить, имеют ли
клетки H460 и MES рецепторы к IL-24, РНК экс-
трагировали из клеток H460 и MES с помощью ре-
агента TRIzol. Обратную транскрипцию для полу-
чения кДНК проводили с помощью Reverse
Transcription Kit (“Promega”, США). Для ПЦР-
амплификации использовали праймеры к генам
IL22RA1, IL20RA и IL20RB (табл. 1). Продукты
ПЦР разделяли электрофорезом в 1%-ном агароз-
ном геле и фотографировали, используя ультрафи-
олетовую подсветку (“Alfa Innotech”, США).

Анализ экспрессии IL24 в клетках H460 и MES
методом ОТ-ПЦР в реальном времени. Чтобы про-
анализировать, повышается ли экспрессия IL-24
в клетках H460 и MES после их стимуляции КС от
МСК, из клеток H460 и MES экстрагировали
РНК и синтезировали кДНК. Количественную
ПЦР в реальном времени проводили с помощью
системы SLAN-96P (“Hongshitech”, Китай) с ис-
пользованием набора GO Taq® qPCR Master Mix-
ture kit (“Promega”). Экспрессию гена GAPDH ис-
пользовали в качестве внутреннего контроля для
вычисления ΔΔCT. Последовательности прайме-
ров приведены в табл. 2.

Иммуноблотинг. С целью проанализировать
механизм ингибирующего действия МСК на ра-
ковые клетки НМРЛ мы исследовали в них экс-
прессию p38 MAPK и CXCR4/AKT. Клетки
НМРЛ обрабатывали полной средой HBMMSC
или КС от 2D-МСК, 3D-МСК, МСК-О или
МСК-S в течение 48 ч. Клетки лизировали с ис-
пользованием буфера для радиоиммунопреципи-
тации (RIPA; “Beyotime”, Китай), осветляли и го-
товили образцы для электрофореза, используя
буфер для нанесения (“LABLEAD”, Китай). По-
сле электрофореза в SDS-ПААГ белки переноси-
ли на нитроцеллюлозную мембрану (“PALL”),
используя технологию полусухого электропере-

носа, после чего мембрану инкубировали с
5%-ным сухим обезжиренным молоком для бло-
кирования неспецифических сайтов связывания,
а затем с первичными антителами (см. табл. 3)
при 4°С в течение ночи. На следующий день мем-
брану промывали (6 × 5 мин) TBST, содержащем
20 мМ Трис-HCl, pH 7.6, 150 мM NaCl и 0.1%
Tween 20, и инкубировали со вторичными антите-
лами при комнатной температуре в темноте в тече-
ние 1 ч. Мембрану промывали TBST (5 × 5 мин),
а для последней промывки использовали TBS.
Интенсивность белковых полос оценивали с
помощью программного обеспечения Image J
(https://imagej.net/, RRID: SCR_003070).

Экспрессию IL-24 в клетках МСК, МСК-О и
МСК-S определяли по той же методике, исполь-
зуя в качестве первичных специфичные к IL-24
антитела (табл. 3).

Статистический анализ. Статистический ана-
лиз проводили с использованием программного
обеспечения GraphPad Prism 8.0 (“La Jolla”,
США). Данные представлены в виде среднего
значения ± стандартная ошибка среднего. Дву-
парметрический t-критерий Стьюдента исполь-
зовали для сравнения между двумя группами, а
однофакторный ANOVA ‒ для сравнения более
чем двух групп. Все эксперименты были проведе-
ны не менее трех раз. Обозначения статистической
значимости: ns (незначимое; p > 0.05), *p < 0.05,
**p < 0.01 и ***p < 0.001.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Ингибирующее действие 3D-МСК
на пролиферацию клеток H460 и MES

Для изучения ингибирующего влияния МСК
на пролиферацию клеточных линий H460 и MES
раковые клетки культивировали в присутствии
КС от МСК в течение 24, 48 и 72 ч. С помощью
MTT-теста установлено, что КС от 2D- и 3D-
МСК оказывали значительное ингибирующее
действие на жизнеспособность клеток H460 и
MES (*p < 0.05) (рис. 1) через 24, 48 и 72 ч культи-
вирования. Ингибирующая способность КС от
2D-МСК в отношении клеток H460 и MES соста-
вила 39.1 и 27.8% соответственно. По сравнению с
2D-МСК КС от 3D-МСК сильнее подавляла про-
лиферацию клеток H460 и MES, максимальная

Таблица 2. Последовательности праймеров для ПЦР в реальном времени

Ген Праймеры, 5' → 3' Длина, п.н. Тпл, °C Число циклов

IL24
F: gtgatgaggagctgctttcg
R: tctgctggctaaagtccaca 135 55 30

GAPDH
F: ccaaggagtaagacccctgg
R: aggggagattcagtgtggtg 117 55 30
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ингибирующая способность этой среды достига-
ла 44.6% (рис. 1a) и 39.6% (рис. 1б) через 48 ч.

Для дальнейшего подтверждения наличия ин-
гибирующего влияния 2D- и 3D-МСК на проли-
ферацию клеток H460 и MES проанализировано
образование колоний этими клетками в присут-
ствии КС от 2D- или 3D-МСК. Выявлено, что
способность к образованию колоний клетками
H460 и MES выше в контрольной группе по срав-
нению с группами, получавшими КС от 2D- или
3D-МСК (рис. 1в, д). В то же время клетки MES
обладали большей пролиферативной активно-
стью, чем клетки H460. Число клонов в группах
2D- и 3D-МСК было достоверно снижено (*p ≈
≈ 0.05) по сравнению с контролем, а в группе 3D-
МСК было ниже, чем в группе 2D-МСК (рис. 1г, е).
На основании этих данных можно сделать вывод
о том, что 3D-МСК обладают способностью ин-
гибировать пролиферацию клеток H460 и MES по
паракринному механизму.

Ингибирующее действие 3D-МСК
на миграцию клеток H460 и MES

С целью проверить супрессорное действие
МСК на миграцию клеток НМРЛ мы провели со-
ответствующий in vitro тест. Обнаружено, что ско-
рость заживления царапин в монослое клеток
MES и H460 в контрольной группе была выше,
чем в группах, получавших КС от 2D- и 3D-МСК

(рис. 2a, б), причем способность к миграции кле-
ток MES была более выражена, чем клеток H460.
Изменение площади царапины в группе, получав-
шей КС от 3D-МСК, было достоверно меньше, чем
в группе, получавшей КС от 2D-МСК (*p ≈ 0.05,
рис. 2в, д), что соответствует более высокой инги-
бирующей активность 3D-МСК в отношении ми-
грации клеток H460 и MES (*p < 0.05): 46.73 и
45.93% соответственно (рис. 2г, е).

Клетки H460 и MES экспрессируют
рецепторы IL-24

Ранее по данным транскриптомного анализа
нами обнаружено, что IL24 относится к наиболее
высокоэкспрессируемым генам в 3D-МСК по
сравнению с 2D-МСК. Это наблюдение было под-
тверждено методами ОТ-ПЦР, ОТ-ПЦР в реаль-
ном времени и иммуноферментным анализом
[18]. IL-24 ‒ эффективный противоопухолевый
цитокин, действие которого на опухолевые клет-
ки опосредовано гетеродимерными рецепторами
IL-24 (IL-20R1/IL-20R2 или IL-22R1/IL-20R2).
С целью установить, экспрессируют ли клетки
H460 и MES рецепторы IL-24, мы измерили со-
держание мРНК IL-22R1, IL-20R1, IL-20R2 в
клетках H460 и MES, используя ОТ-ПЦР. Уста-
новлено, что рецепторы IL-24: IL-22R1 (продукт
481 п.о.) и IL-20R2 (продукт 406 п.о.) экспресси-
руются в клетках H460 и MES (рис. 3a, б), тогда

Таблица 3. Антитела для иммуноблотинга

a pAb ‒ поликлональные антитела; mAb ‒ моноклональные антитела.

Кат. № Антителаa Разведение Производитель

YP0338 Phospho-p38 MAPK (Thr180/Y182) Rabbit pAb 1 : 500 “Immunoway Biotechnology”, США

YT3511 p38 MAPK Rabbit pAb 1 : 1000 “Immunoway Biotechnology”

YM3623 Bax Mouse mAb 1 : 1000 “Immunoway Biotechnology”

YP0917 Phospho-CXCR4 (Ser339) Rabbit pAb 1 : 500 “Immunoway Biotechnology”

YT1800 CXCR4 Rabbit pAb 1 : 1000 “Immunoway Biotechnology”

YP0006 Phospho-AKT (Ser473) Rabbit pAb 1 : 1000 “Immunoway Biotechnology”

YT0178 AKT Rabbit pAb 1 : 1000 “Immunoway Biotechnology”

YT0991 c-Myc Rabbit pAb 1 : 1000 “Immunoway Biotechnology”

YM3041 Bcl-2 Mouse mAb 1 : 1000 “Immunoway Biotechnology”

YT2798 MMP-2 Rabbit pAb 1 : 1000 “Immunoway Biotechnology”

AF1965 IL-24 Goat pAb 1 : 1000 “R&D Systems”, США

926-32213 IRDye 680RD Donkey anti-Mouse Secondary Antibodies 1 : 20000 “LI-COR”, США

926-68076 IRDye 680RD Donkey anti-Goat Secondary Antibodies 1 : 20000 “LI-COR”

926-68072 IRDye 800CW Donkey anti-Rabbit Secondary Antibodies 1 : 20000 “LI-COR”
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как экспрессия IL-20R1 не обнаружена. Таким
образом, эти результаты подтверждают возмож-
ность IL-24, секретируемого 3D-МСК, оказывать
противоопухолевое действие на клетки НМРЛ.

Получение МСК-О и МСК-S
Для дальнейшего исследования противоопу-

холевого действия IL-24 мы сконструировали
плазмиду со сверхэкспресией IL24 ‒ pIRES2-EG-
FP-IL-24 ‒ путем клонирования гена IL24 в век-
тор pIRES2-EGFP. Методом ОТ-ПЦР показано,

что фрагмент IL24 длиной 621 п.н., действитель-
но встроен в pIRES2-EGFP (рис. 4a). Результаты
рестриктазного анализа подтвердили наличие
двух фрагментов: длиной 5300 и 621 п.н. (рис. 4б).
Кроме того, заданная структура плазмиды под-
тверждена с помощью секвенирования. Получен-
ными плазмидами для сверхэкспрессии и сайлен-
синга гена IL24 (pIRES2-EGFP-IL-24 и pGPH1-
GFP-IL24 соответственно) трансфицировали
МСК. Отбор проводили путем добавления к клет-
кам G-418, затем среду дополняли EGF, IGF-1 и

Рис. 1. Подавление пролиферации клеток НМРЛ с помощью 2D- и 3D-МСК. По результатам MTT-теста ингибирую-
щая способность КС от 3D-МСК на клетки H460 (a) и MES (б) составляла 44.6 и 39.6% соответственно, что было до-
стоверно выше, чем в группе 2D-МСК. Анализ образования колоний клетками H460 (в, г) и MES (д, е) показал, что
число колоний клеток было значительно снижено в группах, получавших КС от 2D- и 3D-МСК, при этом эффект был
более выражен в группе 3D-МСК.
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Рис. 2. Подавление миграции клеток НМРЛ под действием 2D- и 3D-МСК. Первичные результаты заживления цара-
пин в монослое клеток H460 (a) и MES (б): изменение площади царапин (в, д); ингибирующая активность (г, е). Ин-
гибирующая способность КС от 3D-МСК на миграцию клеток H460 и MES достигла 46.73 и 45.93% соответственно,
что было значительно выше, чем в группе 2D-МСК. Масштаб = 500 мкм.
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гидрокортизоном и культивировали клетки в те-
чение 14 суток для получения поликлональных
модифицированных МСК. МСК со сверхэкс-
прессией или сайленсинглом IL24 далее культи-
вировали в 3D-формате для получения соответ-
ственно МСК-О и МСК-S. Зеленая флуоресцен-
ция клеток с избыточной или подавленной
экспрессией IL24 достигала 68 и 60% (рис. 4в).
Иммуноблотингом показано, что экспрессия IL-24
в МСК-О значительно повышена, в то время как в
МСК-S, наоборот, сильно снижена (рис. 4г, д). Так,
в результате проведенных экспериментов было до-
казано, что нами получены клетки с повышенной и
пониженной экспрессиией IL-24 (МСК-О и МСК-S
соответственно), которые можно использовать в
дальнейшем.

Сверхэкспрессия IL24 усиливала, а сайленсинг IL24 
ослаблял ингибирующее действие МСК
на пролиферацию клеток H460 и MES

Для выявления ингибирующего действия
МСК-О и МСК-S на пролиферацию клетки
H460 и MES обрабатывали КС от МСК-О и
МСК-S в течение 24, 48 и 72 ч. Жизнеспособ-
ность клеток определяли с помощью МТТ-теста
и затем рассчитывали эффективность ингибиро-
вания. Установлено, что КС от МСК-О по срав-
нению с 3D-МСК оказывала более сильное инги-
бирующее действие на клетки H460 и MES через
24, 48 и 72 ч (***p < 0.001) (рис. 5a, б). Ингибиру-
ющая активность увеличивалась с увеличением
времени инкубации и через 72 ч достигала 53.0 и
45.6% для клеток H460 и MES соответственно. В
то же время ингибирующий эффект КС от МСК-S
на клетки H460 и MES был значительно снижен

через 24, 48 и 72 ч (***р < 0.001), а самое высокое
значение составляло только 12.8% через 72 ч и
14.0% через 48 ч соответственно.

Для подтверждения полученных результатов
провели анализ образования колоний. Для клеток
H460 число клонов в группе, получавшей КС от
МСК-О, было достоверно меньше, чем в группе
3D-МСК (***p < 0.001), в то время как в группе
МСК-S было достоверно выше, чем в группе 3D-
МСК (***p < 0.001) (рис. 5в, г). Для клеток MES
результаты были сравнимы с таковыми для кле-
ток H460 (***p < 0.001) (рис. 5д, е). Кроме того,
сравнивая число колоний, мы обнаружили, что
клетки MES обладают более сильной способно-
стью образовывать колонии, чем клетки H460. На
основании полученных результатов можно счи-
тать IL-24, секретируемый 3D-МСК, ключевым
фактором, ингибирующим пролиферацию кле-
ток H460 и MES.

Сверхэкспрессия IL24 усиливала, а сайленсинг IL24 
ослаблял ингибирующее действие МСК

на миграцию клеток H460 и MES

Для изучения влияния МСК-О и МСК-S на
миграцию H460 и MES клетки культивировали с
КС от МСК-О и МСК- S, а затем на монослой
клеток наносили царапины и наблюдали их закры-
тие. Обнаружено, что ингибирующее влияние МСК
на миграцию клеток значительно усиливается
при сверхэкспрессии IL24 (рис. 6a, б). По сравне-
нию с группой 3D-МСК изменение площади ца-
рапины в группе МСК-О было достоверно сни-
жено (*p ≈ 0.05) (рис. 6в, д). Ингибирование ми-
грации клеток H460 и MES через 24 ч после
добавления КС от МСК-О увеличилось до 73.78 и

Рис. 3. Экспрессия генов рецепторов IL-24 в клетках H460 и MES. Экспрессию генов рецепторов IL-24 в клетках H460 (a)
и MES (б) оценивали методом ОТ-ПЦР. Оба типа клеток экспрессируют IL22RA1 и IL20RB, тогда как экспрессия
IL20RA не обнаружена. DL2000 ‒ маркеры длины ДНК.
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60.68%, по сравнению с 46.73 и 45.93% в группах,
получавших КС от 3D-МСК (рис. 6г, е). Напро-
тив, ингибирование миграции клеток H460 и
MES при добавлении КС от МСК-S снизилось до
4.60 и 14.57% соответственно. Таким образом,
можно сделать вывод, что 3D-МСК ингибируют
миграцию клеток H460 и MES за счет секреции
IL-24. Сверхэкспрессия IL-24 может значительно
усилить ингибирующую способность МСК, в то
время как подавление продукции IL-24 может
значительно ослабить этот эффект.

IL-24, секретируемый МСК, перепрограммирует 
сигнальные пути p38 MAPK и CXCR4/AKT

в клетках H460 и MES
Для выяснения молекулярного механизма ин-

гибирующего действия МСК на пролиферацию и
миграцию раковых клеток мы провели анализ
сигнальных путей IL-24 (рис. 7). По результатам
иммуноблотинга, МСК не влияли на уровень экс-
прессии суммарного белка p38 MAPK в клетках
H460 и MES. Однако по сравнению с группой 2D-

МСК уровень фосфорилирования р38 MAPK был
значительно выше в группах, получавших КС от
3D-МСК и МСК-О, и существенно снижен в груп-
пе, получавшей КС от МСК-S (рис. 7a‒в). В обра-
ботанных МСК клетках НМРЛ проанализировали
регулируемую IL-24 экспрессию генов BAX и
BCL2. Обнаружено, что уровень проапоптотиче-
ского белка Bax был повышен, в то время как со-
держание антиапоптотического белка Bcl-2 было
снижено. Известно, что повышение соотношения
Bax/Bcl-2 способствует апоптозу клеток, а, следо-
вательно, и исследованных нами клеток НМРЛ.

Ранее Sauane и др. [23] показали, что экзоген-
ный белок IL-24 стимулирует опухолевые клетки
через рецепторы IL-24 и дополнительно стабили-
зирует эндогенную мРНК IL-24 в них. Для оцен-
ки изменений в уровнях эндогенной мРНК IL-24
в клетках H460 и MES их обрабатывали КС от 3D-
МСК, а затем выделяли и анализировали РНК.
Результаты количественной ОТ-ПЦР в реальном
времени показали, что экспрессия эндогенной
мРНК IL-24 в обработанных клетках H460 и MES

Рис. 4. Получение и анализ клеток со сверхэкспрессией и сайленсингом IL24 (МСК-О и МСК-S соответственно). a ‒
Анализ экспрессии IL24 в плазмиде pIRES2-EGFP-IL-24 методом ОТ-ПЦР: дорожка 1 ‒ экспрессия IL24; M ‒ мар-
керы длины ДНК DL2000. б ‒ Двойной рестрикционный анализ плазмиды pIRES2-EGFP-IL-24: дорожка 1 ‒ продук-
ты расщепления pIRES2-EGFP-IL-24 (5300 п.н. pIRES2-EGFP и 621 п.н. IL24); M ‒ маркеры длина ДНК DL15000.
в ‒ Флуоресцентная микроскопия 3D-МСК-О и 3D-МСК-S, масштаб = 500 мкм. г, д ‒ Подтверждение методом им-
муноблотинга сверхэкспрессии и подавления экспрессии белка IL-24 в МСК-О и МСК-S соответственно.
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повышена по сравнению с контрольными клетка-
ми (рис. 7г). Этот молекулярный сигналинг приво-
дит к супрессии пути CXCR4/AKT (рис. 7д‒ж).
Так, общее содержание белков CXCR4 и AKT и их
фосфорилированной формы в группе 3D-МСК
было значительно снижено по сравнению с 2D-
МСК. Также была снижена контролируемая
CXCR4/AKT экспрессия белков, регулирующих

пролиферацию (c-Myc) и миграцию (MMP2) кле-
ток. В группе КС от МСК-О негативная регуляция
этого сигнального пути была еще более усилена, то-
гда как в КС от МСК-S никакого изменения пат-
терна экспрессии практически не было. Таким об-
разом, сигнальные пути p38 MAPK и CXCR4/AKT
вовлечены в ингибирующее действие IL-24 на зло-
качественный фенотип клеток H460 и MES (рис. 8).

Рис. 5. Влияние МСК-О и МСК-S на пролиферацию клеток НМРЛ. По результатам МТТ-теста через 72 ч инкубации
клеток H460 (а) и MES (б) с КС от МСК-О их пролиферация снижалась на 53.0 и 45.6% соответственно, что было вы-
ше, чем для КС от немодифицированных МСК. Для КС от МСК-S максимальный ингибирующий эффект на проли-
ферацию клеток H460 и MES достигал только значений 12.8% через 72 ч и 14.0% через 48 ч соответственно, что было
ниже, чем для КС от МСК. Анализ образования колоний клетками H460 (в, г) и MES (д, е) показал, что по сравнению
с группой 3D-МСК число колоний клеток H460 и MES в группе МСК-О достоверно уменьшилось, в то время как в
группе МСК-S достоверно увеличилось.
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Рис. 6. Влияние МСК-О и МСК-S на миграцию клеток НМРЛ. Первичные результаты заживления царапин в моно-
слое клеток H460 (a) и MES (б) при добавлении КС от МСК-О и МСК-S: изменение площади царапины (в, д); инги-
бирующая активность (г, е). Заживление царапин в группе МСК-О происходило медленнее, чем в группе 3D-МСК че-
рез 24 ч, что свидетельствует о способности КС от МСК-О ингибировать миграцию клеток НМРЛ. Ингибирующая
способность достигала 73.78 и 60.68% для клеток H460 и MES соответственно. В то же время подавление миграции
клеток H460 и MES в группе МСК- S было снижено до 4.60 и 14.57% соответственно. Масштаб = 500 мкм.
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Рис. 7. Влияние МСК на сигнальные пути р38 MAPK и CXCR4/AKT в клетках НМРЛ. Иммуноблотинг компонентов
сигнального пути p38 MAPK. Уровни фосфорилированной формы p38 MAPK (p-p38 MAPK) и BAX в клетках НМРЛ
значительно повышались под действием КС от 3D-МСК или МСК-О по сравнению с контролем и 2D-МСК, в то вре-
мя как в группе МСК-S этот эффект отсутствовал; содержание антиапоптотического белка Bcl-2 снижалось при до-
бавлении КС от 3D-МСК или МСК-О, но не МСК-S (a). Относительная интенсивность полос белков, вовлеченных
в сигнальный путь p38 MAPK, в клетках H460 (б) и MES (в). По результатам ОТ-ПЦР в реальном времени относитель-
ный уровень мРНК IL-24 в клетках НМРЛ повышается при их обработке КС от 3D-МСК по сравнению с необрабо-
танными клетками, уровень экспрессии этой мРНК в которых принят за 1 (г). По результатам иммуноблотинга содер-
жание компонентов сигнального пути CXCR4/AKT: p-CXCR4, CXCR4, p-AKT, AKT, c-Myc и MMP2 ‒ в клетках H460
и MES снижалось при их обработке КС от 3D-МСК или МСК-О, но не МСК-S (*p ≈ 0.05) (д). Относительная интен-
сивность полос белков, вовлеченных в сигнальный путь CXCR4/AKT, в клетках H460 (е) и MES (ж).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
НМРЛ ‒ это широко распространенное онко-

логическое заболевание, характеризующееся вы-
сокой смертностью, а его терапия представляет
проблему для мировой системы здравоохранения
[24]. В последние годы использование стволовых
клеток для лечения онкологических заболеваний
привлекает все больше внимания, главным обра-
зом, благодаря их противоопухолевому действию,
которое обусловлено либо секрецией противора-
ковых факторов, либо возможностью выступать в
роли нацеленных на опухоли средств доставки
лекарственных препаратов [25‒27]. Большинство
известных до сих пор данных по противоопухоле-
вому действию стволовых клеток было получено
на 2D-культурах МСК. Хорошо известно, что
культивирование МСК в 3D-формате лучше вос-
производит физиологическое состояние, наблю-
даемое in vivo.

В представленной работе мы исследовали па-
ракринное действие 3D-МСК на пролиферацию
и миграцию клеток НМРЛ и выяснили молеку-
лярный механизм этого процесса. Клетки H460 и
MES были выбраны в качестве репрезентативных
клеток НМРЛ. Установлено, что 3D-МСК суще-
ственно ингибируют рост клеток НМРЛ: через 48 ч
он замедлялся на 44.6 и 39.6% в клетках H460 и
MES соответственно; при этом ингибирующая
способность 3D-МСК была достоверно выше,
чем 2D-МСК (39.13 и 27.83% для H460 и MES со-
ответственно, **p < 0.01). Интересно, что подав-
ление пролиферации достигало максимума через

48 ч, а затем снижалось через 72 ч, что навело нас
на мысль о том, что содержание цитокинов в КС
может опосредовать изменение ингибирующей
способности МСК. Вопрос о том, как продлить
время жизни цитокинов в КС и поддерживать эф-
фективное подавление роста опухоли, еще пред-
стоит изучить.

Точно так же 3D-МСК оказывали заметное
ингибирующее действие на образование колоний
клетками H460 и MES; причем этот эффект был
выражен значительно сильнее для 3D-МСК, чем
для 2D-МСК (**p < 0.01).

При анализе заживления царапин в монослое
клеток обнаружено, что 3D-МСК существенно
влияют на миграцию клеток H460 и MES. Их инги-
бирующая способность составила 46.73 и 45.93%
соответственно, что было значительно выше, чем
для 2D-МСК (31.39 и 17.53% соответственно, *p <
0.05). Кроме того, мы наблюдали разницу в эф-
фективности ингибирования миграции и проли-
ферации клеток H460 и MES. Клетки H460, по-
видимому, более чувствительны к КС от МСК, в
то время как клетки MES более устойчивы.

Ген ассоциированного с дифференцировкой ме-
ланомы белка-7/интерлейкина-24 (MDA7/IL24) от-
носится к противоопухолевым генам, белковый
продукт которого ингибирует пролиферацию и ми-
грацию раковых клеток без видимого влияния на
нормальные клетки [28]. Ранее показано, что IL-24
ингибирует пролиферацию и способствует апо-
птозу во многих типах раковых клеток. Так, Chen
и др. [29] сконструировали систему доставки на

Рис. 8. Механизмы ингибирующего действия 3D-МСК на клетки НМРЛ. IL-24, производимый 3D-МСК в качестве
ключевого паракринного цитокина, через связывание с рецептором IL-22R1/IL-20R2 воздействует на сигнальные пу-
ти p38 MAPK и CXCR4/AKT и в результате приводит к изменениям в экспрессии белков, связанных с пролиферацией,
апоптозом и миграцией.
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основе раковых клеток, модифицированных ком-
плексом ПЭГ/липид/фосфат кальция (PLC-can-
cer cell delivery system), для использования IL-24 в
терапии рака. Pradhan и др. [30] продемонстриро-
вали, что IL-24 снижает экспрессию miR-221 и
опосредует специфическую гибель раковых кле-
ток. Кроме того, IL-24 дает синергетический эф-
фект с другими противоопухолевыми препарата-
ми и лучевой терапией, что усиливает действие
последних [31, 32]. Согласно данным транскрип-
томного анализа, проведенного в нашей группе,
уровень экспрессии IL-24 в 3D-МСК значитель-
но выше, чем в 2D-МСК [18]. Теперь нами выяв-
лена экспрессия и рецепторов IL-24: IL-22R1/IL-
20R2, ‒ как в клетках H460, так и MES.

В связи с этим мы сосредоточились на IL-24,
продуцируемом МСК, и предположили, что он
играет ключевую роль в ингибировании опухоли.
С целью подтвердить или опровергнуть эту гипо-
тезу мы сконструировали системы МСК-О и
МСК-S ‒ соответственно с избыточной и подав-
ленной экспрессией гена IL24. Как мы и ожида-
ли, ингибирование пролиферации и миграции
клеток НМРЛ при использовании КС от МСК-О
резко возросло по сравнению с немодифициро-
ванными МСК. Ингибирование пролиферации
клеток H460 увеличилось с 44.6 до 53.0%, а в слу-
чае MES – с 39.6 до 45.6%, причем в обоих случаях
эффект зависел от времени инкубации в течение
72 ч. Это может быть связано с длительностью
воздействия высокой концентрации IL-24, со-
держащейся в КС. В то же время при использова-
нии МСК-S ингибирование пролиферации и ми-
грации, наоборот, заметно снижалось в течение
72 ч. Эти данные позволяют предположить, что
IL-24 относится к важным секреторным факто-
рам 3D-МСК, который супрессирует пролифера-
цию и миграцию клеток НМРЛ. Кроме того, в ходе
проведенных экспериментов выявлено невысокое
ингибирующее действие МСК-S ‒ c сайленсингом
экспрессии IL24. Это может быть связано с тем,
что МСК секретируют и другие цитокины, спо-
собные ингибировать рост клеток H460 и MES. В
ряде исследований показано, что МСК секрети-
руют различные цитокины и микровезикулы, на-
целенные на опухолевые клетки: IL-1Ra [33],
VEGF-A [7], микроРНК-145 [34]. Таким образом,
функциональные связи между различными фак-
торами, секретируемыми МСК, еще предстоит
выявить в дальнейших исследованиях.

IL-24 ингибирует рост опухоли, используя
различные механизмы. В нескольких исследова-
ниях показано, что экзогенный IL-24 в опухоле-
вых клетках индуцирует повышение экспрессии
IL24 на транскрипционном уровне [23] и в даль-
нейшем вызывает изменения в сигнальном пу-
ти CXCR4/AKT [35]. Хемокиновый рецептор
CXCR4, специфический рецептор хемокинового
стромального клеточного фактора-1 (CXCL12),

участвует во многих физиологических процессах,
включая метастазирование опухолей, кроветво-
рение, эмбриональное развитие и ВИЧ-инфек-
цию [36‒39]. В представленной работе нами вы-
явлены изменения в экспрессии ключевых бел-
ков сигнального пути CXCR4/AKT, связанных с
пролиферацией и миграцией. Установлено, что
уровни как общего белка, так и фосфорилирован-
ных форм CXCR4 и AKT значительно снижались
под действием КС от МСК, что приводило к пони-
женной экспрессии ассоциированного с пролифе-
рацией клеток белка c-Myc и связанной с мигра-
цией матриксной металлопротеиназы-2 (MMP2).
Изменения в уровнях этих белков гораздо силь-
нее выражено в группе 3D-МСК, чем 2D-МСК.
Более того, использование МСК-О усиливало эти
эффекты, тогда как МСК-S наоборот предотвра-
щало изменения в этом сигнальном пути. Извест-
но, что сигнальный путь p38 MAPK играет важ-
ную роль в передаче сигнала от рецептора IL-24,
индуцируя апоптоз опухолевых клеток [40]. Та-
ким образом, выявленные нами изменения в
уровне экспрессии ключевых белков сигнального
пути p38 MAPK тесно связаны с IL-24. На осно-
вании результатов иммуноблотинга можно сде-
лать вывод, что IL-24 из МСК позитивно регули-
рует фосфорилирование p38 MAPK в клетках
H460 и MES, но не оказывает влияния на общий
уровень белка. В то же время экспрессия апопто-
тического белка Bax усиливалась, тогда как экс-
прессия антиапоптотического белка Bcl-2 снижа-
лась, что приводило к повышению соотношения
Bax/Bcl-2 в клетках НМРЛ. Интересно, что IL-24,
продуцируемый 3D-МСК, способен не только
ингибировать пролиферацию и миграцию клеток
H460 и MES, но и стимулировать их апоптоз. Ос-
новываясь на этих данных, мы предполагаем, что
наблюдаемое нами ингибирование пролифера-
ции клеток НМРЛ под действием 3D-МСК мо-
жет быть опосредовано усилением апоптоза, хотя
для подтверждения или опровержения этой гипо-
тезы необходимо провести детальные исследова-
ния. В связи с этим важным представляется даль-
нейшее изучение эффектов IL-24, секретируемо-
го МСК в 3D-культуре, на клетки H460 и MES;
это влияние на апоптоз, аутофагию, антиангиоге-
нез и иммунную регуляцию [22, 40‒42]. Необхо-
димо установить, для каких из этих путей наблю-
дается активация, а для каких ослабление. Кроме
того, для подтверждения выявленных для IL-24
эффектов необходимо провести эксперименты с
IL-24, непосредственно введенным в среду куль-
тивирования, а также с антителом к IL-24 ‒ для
подтверждения отмены IL-24-индуцированного
эффекта. Экзогенное введение IL-24 и специфич-
ного к нему антитела позволит дополнительно изу-
чить действие IL-24. Также использование антител
к рецептору IL-24 (IL-22R1/IL-20R2) позволит до-
полнительно прояснить и подтвердить механизм
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передачи сигнала от IL-24. В настоящее время счи-
тают, что IL-24 может изменять микроокружение
опухоли, ингибировать рост опухоли и создавать
внеклеточную среду, способствующую ее эради-
кации [43]. Однако ответ на вопрос, как действует
IL-24 на раковые клетки: непосредственно через
рецепторы на опухолевых клетках, или опосредо-
ванно, через регуляцию иммунных клеток, или
задействует оба механизма одновременно, ‒ ле-
жит в сфере дальнейших исследований.

Таким образом, нами показано, что 3D-МСК
оказывают значительное ингибирующее действие
на пролиферацию и миграцию клеток H460 и MES,
а IL-24, продуцируемый 3D-МСК, ‒ ключевой
фактор этого процесса, действующий через сиг-
нальные пути p38 MAPK и CXCR4/AKT. Мы наде-
емся, что это исследование будет способствовать
разработке новых методов лечения онкологиче-
ских заболеваний ‒ на основе мезенхимальных
стволовых клеток.

Работа была поддержана Национальным фон-
дом естественных наук Китая (National Natural
Science Foundation of China; No 81201762).

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием людей или животных в ка-
честве объектов исследований.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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MESENCHYMAL STEM CELLS CULTURED IN 3D SYSTEM INHIBIT
NON-SMALL CELL LUNG CANCER CELLS THROUGH p38 MAPK

AND CXCR4/AKT PATHWAYS BY IL-24 REGULATING
F. Suo1, M. Pan1, Y. Li1, Q. Yan1, H. Hu1, and L. Hou1, *

1College of Life Sciences and Bioengineering, Beijing Jiaotong University, Beijing, 100044 PR China
*e-mail: llhou@bjtu.edu.cn

Non-small cell lung cancer (NSCLC) is prevalent worldwide and has a high mortality rate. Even if mesen-
chymal stem cells (MSCs) are suggested as cancer treatment, the studies of their effects on NSCLC cells con-
tradict each other, mainly due to utilization of two-dimensional (2D) culture system. Three-dimensional
(3D) culture systems resemble tissue organization in vivo. Here we comprehensively explore the inhibitory ef-
fects of MSCs on NSCLC cells in a 3D culture system. We confirmed that the inhibitory effects of 3D-cul-
tured MSCs (3D-MSCs) on the proliferation and migration of NSCLC cells are greater than that of the
2D-cultured MSCs. 3D-MSCs overexpress IL-24, which serve as the key factor enhancing antitumor effects
of MSCs. In these cells, IL-24 affects p38 MAPK and CXCR4/AKT pathways. Overall, this study provides
the support for use of MSCs in tumor therapy.

Keywords: mesenchymal stem cells, three-dimensional cell culture, interleukin-24, tumor inhibition, NSCLC
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