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(57) 
Способ моделирования гепатоцеллюлярной карциномы, при котором самцу крысы 

вводят однократно внутрибрюшинно 100 мкл суспензии, содержащей 2∙105 клеток адено-
карциномы печени мышей Нера 1-6, и 1 раз в неделю в течение 4 недель 0,5 мл суспензии 
вирусной ДНК гепатита B с концентрацией 32,02 ± 28,44 мкг/мл. 

 
 

Изобретение относится к области биологии и экспериментальной онкологии, и касает-
ся моделирования опухолевых процессов в опытах на животных (крысах), и может быть 
использовано при проведении экспериментальных исследований для изучения патомеха-
низмов развития опухолевых процессов в печени. 

Возбудители инфекционных болезней играют важную роль в этиологии многих забо-
леваний, в том числе и злокачественных опухолей. Из миллионов новых случаев рака, 
ежегодно регистрируемых в мире, около 15 % из них связаны с различными видами ин-
фекций. При этом основная роль в инфекционном канцерогенезе принадлежит различным 
вирусам (64,2 %) [1]. 

Гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦК) - наиболее распространенная первичная злока-
чественная опухоль печени. ГЦК образуется из гепатоцитов, может расти в виде одиноч-
ного или множественных узлов, а также быть инфильтративной и метастазировать в 
другие органы, например в легкие. Количество новых диагностируемых случаев ГЦК 
непрерывно растет как среди мужчин, так и среди женщин. ГЦК занимает 3 место в спис-
ке основных причин смерти от онкозаболеваний. Смертность от ГЦК в мире достигает 
600 000 человек в год [2]. Таким образом, ГЦК является одной из самых агрессивных опу-
холей. 

В настоящее время отсутствуют эффективные способы моделирования гепатоцеллю-
лярной карциномы печени у животных для возможного проведения доклинических иссле-
дований химиотерапевтических препаратов, в том числе с возможностью 
экспериментального моделирования вирусного процесса. B
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Известен способ развития опухолей (спонтанных), возникающих у чистопородных 
высокораковых линий животных (мышей) без участия экспериментатора, для оценки про-
тивоопухолевого действия химиотерапии [3]. 

Однако в такой саморазвивающейся модели невозможно установить сроки возникно-
вения и формирования опухолей у животных, а также стандартизировать опухоль по ло-
кализации и размерам, что делает такой вид экспериментальных опухолевых моделей 
непригодным для использования в качестве модели для проведения и оценки эффективно-
сти химиотерапии 

Известен способ создания опухолей (индуцированных), появляющихся под действием 
канцерогенов, вводимых в организм подопытного животного [4]. 

Значительными недостатками метода являются неравномерность развития опухолей, 
частые случаи их рассасывания - более 50-60 %, длительность опыта - от 4 до 16 месяцев. 

Известны способы создания внутриорганной опухоли печени у крыс путем пункцион-
ного введения 0,1 мл 20 % взвеси клеток перевитой подкожно гепатокарциномы (Г-27) [5]. 

Однако недостатком такого способа является необходимость проведения оперативно-
го вмешательства в момент введения опухолевой взвеси клеток либо в печень крыс одной 
стороны, с другой - образовавшийся опухолевый процесс в печени нельзя считать мета-
стазом, поскольку отсутствует первичный очаг, дающий метастатические отсевы. 

Известен способ моделирования метастазов в печень путем введения клеток опухоли 
Льюиса мышам линии C57B1/6 или гибридам первого поколения в селезенку [6]. 

Однако описанный способ сложен для выполнения и позволяет получить только мета-
стазы. 

Из просмотра доступной литературы нам не удалось найти источник, который мог бы 
служить прототипом заявляемого изобретения. 

Задача изобретения - разработка способа моделирования гепатоцеллюлярной карци-
номы у крыс, в том числе вирусного генеза. 

Поставленная задача решается путем однократного введения самцу крысы внутри-
брюшинно 100 мкл суспензии, содержащей 2∙105 клеток аденокарциномы печени мышей 
Hepa 1-6, и 1 раз в неделю в течение 4 недель 0,5 мл суспензии вирусной ДНК гепатита В 
с концентрацией 32,02 ± 28,44 мкг/мл. 

Способ осуществляют следующим образом. 
Клетки, полученные из аденокарциномы печени мышей Hepa 1-6 культивируют в сре-

де ДМЕМ (DMEM, Dulbecco’s modified Eagle’s medium), содержащей 7-10 % фетальной 
бычьей сыворотки (ФБС), 2 мМ L-Глютамина и антибиотики (пенициллин/стрептомицин) 
при 37-38 °С, 5 % CO2 и 93-96 % влажности [7, 8], тестируют на наличие различных видов 
внутриклеточных микроорганизмов (хламидии, уреаплазмы, микоплазмы) и вирусов. Для 
выявления бактериальной и вирусной внутриклеточной контаминации используют стан-
дартизированные методы молекулярной биологии (полимеразная цепная реакция) в соот-
ветствии с инструкциями производителя. Отбирают только те клетки, которые не 
подвержены бактериальной и вирусной контаминации. 

На следующем этапе в суспензии клеток аденокарциномы печени мышей Hepa 1-6 ме-
тодом иммуноферментного анализа оценивают концентрацию маркерного белка гепато-
карциномы - альфафетопротеина (АФП). Для этого через 48 ч после пересева клетки Hepa 
1-6 отмывают фосфатным буфером и переносят в стерильную пробирку, где клетки лизи-
руют 10 мин буфером в хладотермостате при 2-8 °С, содержащим ингибитор протеолиза, 
после центрифугируют при 10000 об/мин в течение 10 мин и собирают супернатант. По-
лученные лизаты хранятся при температуре -70 °С в течение 2 месяцев. Затем клетки из 
лизатов отмывают 2 раза фосфатным буфером с трипсином/ЭДТА и вводят самцу крысы 
(линия Wistar) внутрибрюшинно 100 мкл с концентрацией 2∙105 однократно. Дополни-
тельно вводят внутрибрюшинно 1 раз в неделю в течение 4 недель 0,5 мл вирусной ДНК 
гепатита В с концентрацией 32,02 ± 28,44 мкг/мл в виде суспензии клеток, приготовлен-
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ной на физиологическом растворе или среде Игла или среде 199 клетки, полученные по-
сле гомогенизирования 0,5-1,0 г в 5-10 мл среды. 

Гепатоцеллюлярная карцинома развивается на 44 сутки после первой инъекции. 
Приводим доказательства возможности осуществления способа. 
В исследовании использовались крысы линии Wistar. В ходе создания модели опухоли 

был поставлен ряд экспериментов. 
Пример 1.  
Определение оптимального количества клеток Hepa 1-6, вводимых животным. Для 

инъекции животным были выбраны три различные концентрации клеток: 2∙103, 2∙104, 
2∙105. В эксперименте использованы 12 самцов (линии Wistar). Животные были разделены 
на группы. Животным каждой группы вводили внутрибрюшинно суспензию, содержащую 
2∙103-2∙106 клеток Hepa 1-6 и в течении 4 недель 1 раз в неделю 0,5 мл суспензии вирусной 
ДНК гепатита В с концентрацией 32,02 ± 28,44 мкг/мл. На 30-60 день после инъекции жи-
вотных осматривали. Показано, что к 44 суткам в группе с введением суспензии, содер-
жащей 2∙105 клеток, ГЦК развилась у трех из четырех особей, в группе 2∙104 клеток - у 
одной особи, в группе 2∙103 клеток - ни у одной из четырех крыс. Таким образом, наибо-
лее эффективным является введение 100 мкл суспензии, содержащей 2∙105 клеток адено-
карциномы печени мышей Hepa 1-6, и суспензии ДНК вируса в концентрации 
32,02 ± 28,44 мкг/мл. 

Пример 2.  
Для определения того, самцы или самки более склонны к развитию опухолей после 

введения клеток Hepa 1-6 и ДНК вируса, были изучены группы животных: две группы по 
пять самок и две группы по пять самцов. Животным вводили внутрибрюшинно суспен-
зию, содержащую 2∙103-2∙106 клеток Hepa 1-6 однократно и суспензию вирусной ДНК ге-
патита В с концентрацией 32,02 ± 28,44 мкг/мл 1 раз в неделю на протяжении 4 недель. На 
44 день после первой инъекции у шести самцов были выявлены опухоли; у самок была 
обнаружена опухоль в двух случаях. Размеры опухоли: 200-300 мм3. 

Таким образом, рост ГЦК на 44 сутки эффективно вызывается однократным внутри-
брюшинным введением самцам крыс клеточного гомогената клеток Hepa 1-6 в количестве 
100 мкл с концентрацией 2∙105 клеток совместно с 0,5 мл вирусной ДНК гепатита В с кон-
центрацией 32,02 ± 28,44 мкг/мл 1 раз в неделю на протяжение и 4 недель. 

Диагностическая чувствительность и диагностическая эффективность заявляемого 
способа создания экспериментальной модели гепатоцеллюлярной (гепатоклеточной) кар-
циномы к 44 суткам составила 80 %. 

Заявляемый способ моделирования гепатоцеллюлярной (гепатоклеточной) карциномы 
у крысы дает возможность воспроизвести модель ГЦК в организме животного (размер 
опухоли: 200-300 мм3) вирусного генеза, что позволяет использовать ее для изучения па-
томеханизмов развития опухолевых процессов в печени, а также для доклинических ис-
следований химиотерапевтических препаратов. 
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