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клетки ВТ-20 подтверждают наличие дополнительного к общепринятому ме-
ханизму действия этого химиотерапевтического препарата – индуцирования 
апоптоза и реорганизации актинового цитоскелета на начальной стадии, что 
отражается в ослаблении как упругих, так и вязкостных свойств поверхност-
ного слоя клеток. 

Заключение. Анализ параметров биомеханического поведения раковых 
клеток с помощью методов атомно-силовой микроскопии и ONMD-метода по-
зволил не только установить особенности механического фенотипа клеток 
тройного негативного рака молочной железы (линии ВТ-20), но и выявить 
специфичность данного типа рака к действию веществ, разрушающих плот-
ный кортикальный слой актинового цитоскелета в этих клетках, что дает ос-
нование для поиска новых химиотерапевтических средств, механизм действия 
которых основан на разрушении структуры актинового цитоскелета.
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В работе с помощью атомно-силовой микроскопии изучены особенно-
сти распределения упругих свойств поверхности фибробластов крысы  
в области над ядром для первичных культур фибробластов из кожи и лег-
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кого в контроле и после облучения in vitro и in vivo рентгеновским излуче-
нием в дозах 1 и 10 (15) Гр. Выявлено вызванное облучением перераспреде-
ление субмикронных участков с разной жесткостью, свидетельствующее 
о формировании стрессовых волокон в ядерной области, что усиливает 
механические свойства этой области и может способствовать повыше-
нию продукции фибробластами белков внеклеточного матрикса, ведущего 
к радиационно-индуцированному фиброзу.

Ключевые слова: фибробласты, крыса, модуль упругости, рентгенов-
ское излучение.

Введение. Рентгеновское излучение, широко применяемое в медицине для 
диагностики и терапии, оказывает влияние на свойства и функции фибробла-
стов, основных клеток соединительной ткани. Механические свойства фибро-
бластов важны для осуществления различных клеточных процессов, включая 
пролиферацию клеток, их взаимодействие с окружением, миграцию, секре-
цию различных веществ и другое. Одним из серьезных проявлений действия 
ионизирующего излучения на организм является радиационный фиброз – па-
тологическое состояние, вызываемое воспалительным процессом, при кото-
ром происходит с участием радиационно-измененных фибробластов чрезмер-
ное разрастание соединительной ткани в органах с повышением жесткости 
[1]. Для понимания клеточных процессов развития радиационного фиброза 
необходимо установление общих механизмов изменения механического фено-
типа фибробластов при облучении клеток как в клеточной культуре (in vitro), 
так и в организме (in vivo).

Целью исследования являлась оценка модуля упругости поверхности фиб
робластов крысы в биологических моделях с облучением in vitro и in vivo  
с помощью атомно-силовой микроскопии (Bruker Bioscope Resolve) в режиме 
сканирования Force Volume в жидкости и модели Снеддона.

Результаты и обсуждение. В работе использованы первичные культуры 
фибробластов 13–14-месячных самцов крыс линии Wistar из двух органов: 
кожи и легкого. На рис. 1 представлены АСМ-изображения фибробластов лег-
кого контрольной культуры и облученных культур.

В работе записывали и анализировали участки поверхности клеток в ядер-
ной области (размер участков – 25 × 25 мкм, количество силовых кривых – 
256, скорость – 2 Гц, игла-зонд NSG-03 (TipsNano) с радиусом закругления  
6 нм и жесткостью (1,44 ± 0,14) Н/м). Не было обнаружено различия параметров 
морфологии и упругих свойств для фибробластов из разных органов. При об-
лучении культуры фибробластов in vitro наблюдали повышение жесткости 
поверхности клеток с увеличением дозы облучения от 1 до 10 Гр (табл. 1).

Данные, представленные в табл. 1, являются усредненными по отдельным 
клеткам. Однако для каждой клетки был получен массив данных, представля-
ющий большое количество (700–1000) результатов тестирования механиче-
ских свойств (силовых кривых) для многих субмикронных областей поверх-
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ности клетки. Для выявления особенностей пространственного распределе-
ния параметров механических свойств были проанализированы объединенные 
массивы данных, представляющие собой результаты тестирования каждой 
исследуемой в образце клетки. Распределение изучаемых параметров было 
неоднородным, и кривые распределения плотности параметров были аппрок-
симированы кривыми, представляющими собой сумму двух кривых Гаусса 
(табл. 2). Этот подход позволяет рассматривать существование неоднородно-
сти распределения благодаря присутствию в популяции относительно одно-
родных субпопуляций с разными параметрами распределения.

Таблица 1. Упругие свойства фибробластов крысы в зависимости от типа  
и дозы облучения

Модель
Критерий 
Краскела –  

Уоллиса 

Е, кПа

Контроль Облучение

Фибробласты 
кожи, облучение 
in vitro

χ2 = 18,11 
p < 0,001

7,76
(7,66;7,85)

1 Гр
10,36

(8,65;12,14)
p = 0,016 (критерий 
Данна с поправкой 

Бонферрони  
в сравнении  
с контролем)

10 Гр
15,62

(11,66;26,33)
p < 0,001(критерий 
Данна с поправкой 

Бонферрони  
в сравнении  
с контролем)

Фибробласты 
легкого, облуче-
ние in vivo

χ2 = 7,41
p = 0,025

7,53
(6,85;9,53)

р = 0,013 (критерий 
Манна – Уитни, 

сравнение с 1 Гр)

1 Гр
6,67

(6,23;6,97)

15 Гр
7,61

(6,75;9,02)
p = 0,049 (критерий 

Манна – Уитни,  
сравнение с 1 Гр)

П р и м е ч а н и е.  В таблице результаты в виде медианы и границ интерквартильного 
размаха (Me(LQ;UQ)).
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Рис.1. Трёхмерные АСМ-изображения фибробластов лёгкого 14-месячных крыс 

необлученных (а) и облучённых в дозе 1 Гр (б) и 15 Гр (в)

П р и м е ч а н и е: изображения получены с помощью АСМ Bruker Bioscope 

Resolve в режиме PeakForce QNM. Размер области сканирования – 94,794,7 мкм2,

разрешение 512512 пикселей.
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Рис. 1. Трехмерные АСМ-изображения фибробластов легкого 14-месячных крыс:  
необлученных (а) и облученных в дозе 1 Гр (б) и 15 Гр (в)

П р и м е ч а н и е: изображения получены с помощью АСМ Bruker Bioscope Resolve в ре�-
жиме PeakForce QNM. Размер области сканирования – 94,7 ´ 94,7 мкм2, разрешение – 512 ´ 512 
пикселей.
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Таблица 2. Результаты представления кривых распределения плотности вероятности  
для модуля упругости двумя функциями Гаусса 

Доза,
Гр

Пик 1 Пик 2
R2

E, кПа N/N0, % E, кПа N/N0, %

Контроль 6,30(3,39;11,69) 81,5 35,89(20,39;63,17) 18,5 0,991
1 9,35(5,14;17,02)* 84,4 48,19(28,94;80,26)* 15,6 0,990
10 13,09(6,26;27,38)*,** 79,9 52,48(33,96;81,10)*,** 20,1 0,996

П р и м е ч а н и е. Данные модуля упругости для всех областей и клеток были переведены 
в логарифмические значения, и их распределение аппроксимировано кривой, представляю-
щей сумму двух кривых Гаусса с помощью программы Origin (R2 – коэффициент детермина-
ции). Параметры кривых Гаусса включали среднее значение и стандартное отклонение. В та-
блице результаты в виде «среднее значение ± стандартное отклонение» представлены в линей-
ной шкале. p < 0,0001, t-критерий Уэлча. 

*Сравнение со средним контрольной (необлученной) культуры. 
**Сравнение со средним культуры, облученной в дозе 1 Гр.

Упругие свойства поверхности клеток определяются, как показано в мно-
гочисленных работах по АСМ клеток, структурой и свойствами кортикально-
го цитоскелета. Участки поверхности фибробластов в ядерной области с раз-
ными упругими свойствами соответствуют участкам без включения и с вклю-
чением в кортикальный цитозольный слой стрессовых актин-миозиновых 
фибрилл, характеризующихся наибольшей жесткостью среди актиновых эле-
ментов цитоскелета. Облучение культуры фибробластов in vitro вызывает 
увеличение доли этих элементов цитоскелета в ядерной области, особенно 
для 10 Гр. Более того, значения модуля упругости и первого пика после облу-
чения увеличиваются, что может свидетельствовать и об изменении самой 
дендритоподобной структуры кортикального актинового цитоскелета.

Второй биологической моделью облучения фибробластов в наших опытах 
была модель облучения in vivo. Для этого верхняя часть туловища крыс под-
вергалась облучению с использованием рентгеновского аппарата X-RAD 320 
Precision X-ray Inc (США), после чего крысы выводились из эксперимента че-
рез 21 день. Первичные культуры фибробластов получали из ткани легкого. 
Значения модуля упругости поверхности фибробластов в этом эксперименте 
представлены в табл. 1. Хотя дисперсионный анализ показывает значитель-
ные различия между сравниваемыми средними групп, результаты post hoc 
анализа не дают различия при множественном сравнении. Поэтому в таблице 
были проанализированы различия между группами с использованием крите-
рия Манна – Уитни. После облучения фибробластов в организме и 21-дневно-
го постлучевого периода установлено снижение жесткости фибробластов для 
дозы 1 Гр и дальнейшее повышение жесткости при увеличении дозы до 15 Гр. 
На рис. 2 представлены данные распределения значений модуля упругости  
в пределах ядерной зоны в зависимости от высоты этой зоны в клетке для кон-
трольных образцов и образцов фибробластов из крыс, облученных в дозе 15 Гр. 
Несмотря на близость усредненных для отдельных клеток значений модуля 
упругости поверхности фибробластов контрольных и облученных 15 Гр об-
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разцов, на рисунке ясно видно, что после облучения плотность участков  
с большим модулем упругости в районе центральной самой высокой точки 
ядра увеличена для образцов после облучения. Полученные данные свидетель-
ствуют о повышении плотности стрессовых фибрилл в районе ядра фибробла-
стов после облучения в высокой дозе и 21-дневного постлучевого периода.

Увеличение жесткости клетки в области ядра оказывает значительное 
влияние на синтетическую функцию фибробластов. Возможно, именно радиа
ционно-индуцированное увеличение жесткости ядерной области способству-
ет интенсификации секреции проколлагена радиационно-измененными фи-
бробластами [2], что создает условия для развития фиброза в соответствую-
щих тканях (в наших экспериментах – кожи и легкого).

Рис. 2. Пространственное распределение значений модуля упругости на участках поверхности 
фибробластов над ядром в зависимости от высоты расположения точки индентирования

П р и м е ч а н и е. Максимальная высота ядерной области (по оси z) принята за 2000 нм, 
все остальные значения соответствуют областям ядерной зоны, расположенным ниже. 

Заключение. С помощью АСМ в режиме сканирования Force Volume уста-
новлены характерные особенности распределения упругих свойств по поверх-
ности фибробластов в области ядра и их изменения, вызванные действием 
рентгеновского излучения в разных дозах in vitro и in vivo. Продемонстриро-
вано увеличение жесткости ядерной области фибробластов после облучения с 
использованием разных биологических моделей, что может являться общим 
из ведущих механизмов усиления производства клетками белков внеклеточ-
ного матрикса и развития радиационно-индуцированного фиброза.
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