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Актуальность . В последние десятилетия большое внимание уделяется исследованию роли опухолевого микроокру-
жения в канцерогенезе и исходе лечения онкологических заболеваний . Основными клетками микроокружения явля-
ются опухоль-ассоциированные фибробласты (CAFs), которые поддерживают прогрессию опухоли . При этом между 
опухолевыми клетками и фибробластами формируются специфические метаболические взаимоотношения, разо-
бщение которых рассматривается в качестве одного из современных подходов к лечению опухолей . 
цель данной работы состояла в изучении метаболических изменений в фибробластах при взаимодействии с опу-
холевыми клетками в динамике в модели клеточного сокультивирования . 
методы . В качестве метаболических показателей исследованы цитоплазматический рН, уровень внутриклеточно-
го пероксида водорода и эндогенные метаболические кофакторы НАД(Ф)Н и ФАД . Работа выполнена на фибробластах 
кожи человека и клетках рака шейки матки человека HeLa . Фибробласты культивировали совместно с опухолевыми 
клетками в течение 5 дней, контролем служили фибробласты в монокультуре . Метаболические кофакторы анали-
зировали по интенсивности и времени жизни собственной флуоресценции . Цитоплазматический рН и пероксид во-
дорода оценивали с помощью генетически-кодируемых флуоресцентных сенсоров SypHer2 и HyPer2, соответственно . 
Результаты . В условиях сокультивирования с опухолевыми клетками в фибробластах наблюдался более щелочной 
pH и повышенное содержание пероксида водорода по сравнению с монокультурой . Кроме того, при совместном 
культивировании с опухолевыми клетками в фибробластах зарегистрировано увеличение флуоресцентного ре-
докс-отношения ФАД / НАД(Ф)Н, снижение относительных вкладов свободной формы НАД(Ф)Н и формы ФАД с от-
крытой конформацией, что говорит о развитии окислительного метаболического статуса . 
заключение . Полученные результаты подтверждают активное метаболическое взаимодействие фибробластов 
с опухолевыми клетками . Динамика и степень выраженности метаболических изменений в процессе такого взаи-
модействия позволяют рассматривать воздействие на НАД- и ФАД-зависимые реакции энергетического обмена 
как перспективный способ разобщения метаболического диалога .
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Metabolic changes in fibroblasts during interaction with cancer cells:  
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Background. In the last decades, the role of microenvironment in carcinogenesis and therapeutic outcome has gained increasing 
attention . Cancer-associated fibroblasts (CAFs) have emerged as key players among stromal cells, which support tumor 
progression . In this process, a specific metabolic interplay forms between tumor cells and neighboring CAFs, and disconnection 
of this coupling is considered as a new therapeutic approach to anti-cancer treatment . T
he aim of this study was to investigate the dynamics of metabolic changes in fibroblasts during co-culturing with cancer cells . 
HAD(P)H and FAD, the endogenous metabolic cofactors, intracellular pH and concentration of hydrogen peroxide were used as 
indexes of the metabolic status . 
methods. The study was performed on human skin fibroblasts and human cervical cancer Hela cells . Fibroblasts were cultivated 
in a mono- or coculture with cancer cells for 5 days . The metabolic cofactors were evaluated by intensity and lifetime of their 
own fluorescence . Cytoplasmic pH and hydrogen peroxide level were measured using genetically encoded fluorescent sensors, 
SypHer2 and HyPer2, respectively . 
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Results. A more alkaline pH and increased concentration of hydrogen peroxide were observed in fibroblasts during co-
cultivation with cancer cells compared to the monoculture . In addition, the FAD  /  NAD(P)H redox-ratio was increased while 
relative contributions of NAD(P)H and FAD with open conformation were decreased in fibroblast during co-cultivation with 
cancer cells, which indicates development of the oxidative metabolic status . 
Conclusion. The study confirmed the active metabolic interplay of fibroblasts with cancer cells . The dynamics and extent of 
the metabolic changes during this interplay suggested that affecting NAD(P)H- and FAD-depended reactions in the energy 
metabolism is a promising method for uncoupling this metabolic dialogue . 
Keywords: cancer-associated fibroblasts; tumor microenvironment; energy metabolism; cytoplasmic pH; hydrogen peroxide .
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введение

Несмотря на возросшее понимание процессов нео-
пластической трансформации клеток, эффективность 
лечения большинства типов рака по-прежнему оста-
ется низкой [1]. В поиске новых мишеней терапев-
тического воздействия все большее внимание иссле-
дователей занимают неопухолевые компоненты в со-
ставе злокачественных новообразований и среди них 
– опухоль-ассоциированные фибробласты (cancer-
associated fibroblasts, CAFs) [2]. За последнее десятиле-
тие было установлено, что CAFs являются ключевым 
компонентом опухолевой прогрессии [3, 4].

Уже давно за опухолью закрепилось понятие раны, 
которая не заживает [5]. По аналогии с раной в зоне раз-
вивающегося неопластического процесса появляются 
активированные фибробласты, миофибробласты, кото-
рые обладают специфическим секреторным профилем, 
привлекают клетки иммунной системы и стремятся «за-
крыть» рану, повышая пролиферативную и миграцион-
ную способность клеток [6]. В процессе ранозаживления 
миофибробласты элиминируются. При развитии нео-
пластического процесса формируется специфическая 
популяция опухоль-ассоциированных фибробластов, 
которые обладают основными признаками миофиброб-
ластов и приобретают дополнительные функции, напри-
мер, способность к секреции биологически активных 
молекул, в том числе ряда цитокинов и факторов роста 
[3, 7, 8]. Дальнейшее совместное развитие, или ко-эво-
люция, опухолевых и стромальных компонентов при-
водит к формированию зрелой опухоли, злокачествен-
ность, инвазивность, метастатическая активность, а так-
же устойчивость к неблагоприятным факторам которой 
во многом определяется CAFs [9, 10]. В связи с этим воз-
действие на CAFs и разобщение их тесного взаимодей-
ствия с раковыми клетками рассматривается в качестве 
новой перспективной стратегии в лечении [2, 11].

Недавние исследования демонстрируют высокую 
роль метаболической кооперации опухолевых клеток и 
CAFs [12]. И, если метаболические особенности самих 

опухолевых клеток к настоящему времени изучены 
достаточно хорошо, то метаболизм CAFs исследован 
слабо. Одни из первых работ в этой области показали 
наличие так называемого «обратного эффекта Варбур-
га» в опухоль-ассоциированных фибробластах, когда 
процесс анаэробного гликолиза наблюдается в основ-
ном не в опухолевых клетках, а именно в CAFs [13, 14]. 
Предположительно, значение данного эффекта заклю-
чается в том, что фибробласты снабжают опухолевые 
клетки лактатом, который используется ими в цикле 
трикарбоновых кислот для активации окислительного 
фосфорилирования [7, 15, 16]. В результате формиру-
ется метаболическая пара «гликолитический фибро-
бласт»/«окислительная опухолевая клетка» [16, 17]. 
Однако каждый участник этой пары в зависимости от 
внешних и внутренних факторов может переключать 
свой метаболизм с одного типа на другой [18].

Метаболические изменения, происходящие в опу-
холевой ткани, тесно связаны с окислительным стрес-
сом. Повышенный уровень активных форм кислорода 
(АФК) является отличительной чертой опухолей. Пе-
роксид водорода – одна из наиболее стабильных АФК 
– играет ключевую роль в регуляции взаимодействия 
опухолевых клеток и CAFs. Пероксид водорода в боль-
шом количестве продуцируется как опухолевыми клет-
ками без какой-либо внешней стимуляции, так и CAFs 
под действием фактора роста TGF-β1, производимого 
опухолевыми клетками [19, 20]. Являясь сигнальной 
молекулой, пероксид водорода запускает метаболи-
ческие изменения, как в опухолевых клетках, так и в 
окружающих фибробластах [21, 22]. 

Целью настоящей работы было комплексное иссле-
дование метаболических изменений в нормальных фи-
бробластах при взаимодействии с опухолевыми клетка-
ми в модели совместного культивирования in vitro. Впер-
вые с помощью современных методов флуоресцентного 
биоимиджинга в живых клетках в динамике были про-
анализированы три параметра, имеющие отношение к 
метаболизму: эндогенные метаболические кофакторы 
восстановленный никотинамиддинуклеотид (фосфат) 
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НАД(Ф)Н и окисленный флавинадениндинуклеотид 
ФАД, цитоплазматический рН (рНс) и уровень внутри-
клеточного пероксида водорода. Регистрацию НАД(Ф)
Н и ФАД проводили по их собственной флуоресценции 
методом двухфотонной флуоресцентной микроскопии 
с временным разрешением (FLIM). рНс и пероксид 
водорода исследовали с применением оригинальных 
генетически-кодируемых флуоресцентных сенсоров 
SypHer2 и HyPer2, соответственно, для чего были полу-
чены стабильно трансфицированные клеточные линии. 

материалы и методы исследования
Культуры клеток и модель сокультуры

Исследование было проведено на опухолевых клет-
ках линии HeLa Kyoto (рак шейки матки человека) 
и нормальных фибробластах кожи человека (huFB), 
приобретенных в ФГБУ «НИИ Вирусологии им. 
Д.И. Ивановского» Минздрава России. Клетки куль-
тивировали в среде ДМЕМ с 10% содержанием бычьей 
сыворотки и добавлением пенициллина 100 мкг/мл и 
стрептомицина 100 мкг/мл при 37°С и влажности 80%, 
в атмосфере с 5% содержанием СО2. 

Модель сокультивирования была адаптирована из 
работы [23]. Для исследования взаимодействия опу-
холевых клеток и фибробластов получали сокульту-
ры посевом клеток в соотношении 1 : 4 (HeLa Kyoto 
: huFB) в количестве 20 тыс. и 80 тыс. соответственно. 
Регистрацию исследуемых параметров проводили по 
прошествии 1, 2, 3 и 5 дней после посадки клеток на 
чашки для флуоресцентной микроскопии FluoroDishes 
(день посадки принимался за день 0). Эксперименты 
проводили в трех повторностях, в каждой чашке иссле-
довали 5-7 полей зрения, для количественных подсче-
тов брали 30-40 клеток на каждую точку наблюдения.

Для анализа рНс и пероксида водорода были по-
лучены стабильные линии фибробластов, экспресси-
рующие генетически-кодируемые сенсоры SypHer2 и 
HyPer2, соответственно. Плазмиды pLCMV-PL4-Puro-
HyPer2 и pLCMV-PL4-Puro-SypHer2 были любезно 
предоставлены проф. РАН, д.б.н. В.В. Белоусовым 
(ИБХ РАН). Была проведена лентивирусная инфекция 
по методике [24]. Для сборки вирусных частиц про-
водили совместную трансфекцию клеток линии HEK 
293T тремя типами плазмид: трансферный вектор, упа-
ковочная плазмида (pΔR8.91) и плазмида (pMD.G), 
кодирующая белки вирусной оболочки. Совместную 
трансфекцию клеток линии HEK 293T проводили с ис-
пользованием набора для кальций-фосфатной транс-
фекции (Invitrogen) по протоколу, рекомендованному 
производителем. Супернатант, содержащий вирус-
ные частицы, собирали через 48 часов и 72 часа после 
трансфекции, фильтровали через фильтр с диаметром 
пор 0,45 мкм для избавления от фрагментов клеточ-
ных мембран. Затем проводили непосредственную 
трансдукцию фибробластов с последующей селекцией 
клеток со стабильной экспрессией путем добавления 

пуромицина в концентрации 0,5–1,0 мкг/мл. После-
дующий спектральный анализ популяции клеток под-
твердил соответствие спектров флуоресценции полу-
ченных клеточных линий спектрам сенсоров. 

Метаболический статус фибробластов по эндоген-
ной флуоресценции кофакторов НАД(Ф)Н и ФАД ис-
следовали на нативных немодифицированных клетках. 

Анализ пролиферативной активности и 
выживаемости клеток

Пролиферативную активность клеток оценивали 
иммуноцитохимическим методом с использованием 
первичных антител к Ki-67 (ab15580 Abcam, США) и 
вторичных антител, меченых флуоресцентной меткой 
Alexa (ab6825, Abcam, США). Окрашивание проводили 
согласно протоколу производителя. Для контрастиро-
вания ядер использовали флуоресцентный краситель 
DAPI. Выживаемость оценивали с помощью флуорес-
центного красителя пропидиума йодида согласно про-
токолу производителя. Исследование проведено на 5-й 
день культивирования в трех повторностях. Подсчет 
клеток производили в программе EMBL ImageJ.

Исследование цитоплазматического рН (pHс)  
и пероксида водорода

Флуоресцентные сенсоры SypHer2 и HyPer2 имеют 
два пика возбуждения на длинах волн 420 нм и 500 нм 
и пик эмиссии на 516 нм [25]. Исследуемые параметры 
оцениваются рациометрически по отношению интен-
сивностей флуоресценции при возбуждении на двух 
длинах волн I500 / I420. С увеличением значений рН в 
случае SypHer2 или концентрации пероксида водоро-
да в случае HyPer2 интенсивность флуоресценции при 
возбуждении на длине волны 420 нм снижается, а при 
возбуждении на 500 нм растет.

Флуоресценцию генетически-кодируемых сен-
соров регистрировали с помощью лазерного скани-
рующего конфокального микроскопа LSM 880 (Carl 
Zeiss, Германия). Изображения строились с помо-
щью водно-иммерсионного объектива С-Apochromat 
40 × /1.2 NA W Korr. Для возбуждения флуоресценции 
на длине волны 405 нм использовали диодный лазер, 
для возбуждения флуоресценции на длине волны 488 
нм – аргоновый лазер, регистрировали флуоресцен-
цию в диапазоне 435-550 нм.

Рациометрический сигнал сенсоров оценивали с 
помощью программы EMBL ImageJ. Для этого снача-
ла на полученных изображениях вычитали фоновый 
сигнал (сигнал в зоне свободной от клеток), а затем 
строили результирующие изображения I500 / I420 путем 
деления соответствующих сигналов. 

Калибровку сенсора SypHer2 в клетках проводили в 
буферах с высоким содержанием К+ (130 мМ глюкона-
та калия, 20 мМ глюконата натрия, 0,5 мМ MgSO4, 0,2 
мM ЭДТА и 30 мM Tris (pH 8,1 – 9,0) с добавлением 
HEPES в присутствии ионофоров 5 мкM нигерицина 
и 5 мкМ монензина. Клетки инкубировали с каждым 
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буфером не менее 3-4 мин для уравновешивания вне-
клеточного и внутриклеточного pH. Калибровочная 
кривая показана на рис. 1.

Корректность работы сенсора HyPer2 в трансфеци-
рованных клетках оценивали путем добавления в среду 
культивирования раствора пероксида водорода в кон-
центрации 30 мкМ, что приводило к изменениям флу-
оресцентного сигнала в двух каналах возбуждения и 
результирующего отношения I500 / I420: интенсивность 
флуоресценции при возбуждении на 500 нм увеличи-
лась с 12697 ± 2145 до 25261 ± 3115 отн.ед., для 420 нм 
снизилась с 9480 ± 2203 до 4275 ± 1425 отн.ед., что при-
вело к увеличению отношения I500 / I420 в 4,7 раза.

Анализ метаболических кофакторов НАД(Ф)Н и ФАД

Для регистрации интенсивности и времени жизни 
флуоресценции НАД(Ф)Н и ФАД использовали ла-
зерный сканирующий микроскоп LSM 880 (Carl Zeiss, 
Германия), укомплектованный модулем для времен-
ного разрешения FLIM (Becker & Hickl GmbH, Гер-
мания). Изображения получали с помощью водно-им-
мерсионного объектива С-Apochromat 40 × /1.2 NA W 
Korr. Для двухфотонного возбуждения флуоресценции 
использовался Ti:Sa фемтосекундный лазер Chameleon 
Vision II (Coherent, США) с частотой следования им-
пульсов порядка 80 МГц и длительностью 140 фс. Флу-
оресценцию НАД(Ф)Н возбуждали на длине волны 
750 нм, регистрировали в диапазоне 455-500 нм. Флу-
оресценцию ФАД возбуждали на длине волны 900 нм, 
принимали в диапазоне 500-550 нм. Мощность воз-
буждающего излучения 6 мВт. Количество фотонов в 
пикселе было не менее 5000, время сбора фотонов по-
рядка 90 с. Во время эксперимента клетки находились 
в инкубаторе XL multi S Dark LS (PeСon GmbH, Герма-
ния) при 37°С и 5% СО2. С целью увеличения точности 
измерения времени жизни флуоресценции и уменьше-
ния негативного шумового вклада, эксперименты про-

водились в затемненном помещении с изолированны-
ми от внешнего освещения детекторами.

Анализ полученных данных производили в про-
граммах SPCImage (Becker & Hickl GmbH, Германия) 
и EMBL ImageJ. Флуоресценция кофакторов анализи-
ровалась в цитоплазме клеток. На основе интенсивно-
сти флуоресценции рассчитывали редокс-отношение 
ФАД / НАД(Ф)Н. Затухание флуоресценции НАД(Ф)
Н и ФАД аппроксимировалось би-экспоненциальной 
функцией (χ2 ≤ 1,20). С использованием полученных 
кривых затухания были рассчитаны времена жизни 
короткой (t1) и длинной (t2) компонент и их относи-
тельные вклады (а1, а2). В случае НАД(Ф)Н короткие 
времена жизни характерны для молекулы в свободной 
форме, которая ассоциирована с гликолизом, длинные 
– для связанных с белками форм, ассоциированных, 
в основном, с митохондриальным дыханием. В случае 
ФАД короткие времена жизни присущи молекуле в за-
крытой конформации, длинные – открытой.

Статистическая обработка

Статистический анализ был проведен с помощью 
программ STATISTICA 10. Были рассчитаны средние 
значения (М) и стандартное отклонение (SD). Нормаль-
ность распределения значений подтверждена с помо-
щью критерия Шапиро-Уилка (вероятность принятия 
нулевой гипотезы >5%). Сравнительный анализ данных 
проводили с использованием t-критерия Стьюдента (при 
p ≤ 0.05 различия считались статистически значимыми).

Результаты исследования

Пролиферативная активность и выживаемость 
клеток при сокультивировании

Анализ пролиферативной активности и выживае-
мости опухолевых клеток и фибробластов не выявил 
статистически значимых отличий в условиях моно- и 

Рис. 1. Калибровка сигнала генетически-кодируемого флуоресцентного рН-сенсора SypHer2. А – серии флуоресцентных изображений 
фибробластов, стабильно экспрессирующих сенсор SypHer2 цитоплазматической локализации, полученные при возбуждении на двух 
длинах волн (I420 и I500) и результирующие рациометрические изображения I500 / I420 при различных значениях рН. Масштабная линейка 50 
мкм. Б – калибровочная кривая. 
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сокультивирования. Среди фибробластов как в моно-, 
так и в сокультуре активно пролиферирующих и мерт-
вых клеток не было выявлено (рис. 2). 

Цитоплазматический рН и пероксид водорода в 
фибробластах в монокультуре и в сокультуре с 

опухолевыми клетками

Анализ цитоплазматического рН фибробластов с 
помощью генетически-кодируемого сенсора SypHer2 в 
динамике в течение 5 дней сокультивирования с опухо-
левыми клетками HeLa показал, что значения рНс посте-
пенно снижаются с 7,47 ± 0,09 на 1-й день до 7,14 ± 0,10 
на 5-й день в монокультуре, и с 7,58 ± 0,09 до 7,23 ± 0,15 –  
в сокультуре. В монокультуре фибробластов динамика 
изменения рНс была такая же, как и в сокультуре. При 
этом уровень рНс фибробластов в условиях сокультуры 
был сдвинут в щелочную сторону по сравнению с моно-
культурой фибробластов на протяжении всего периода 
наблюдения (рис. 3, А). Выявленное снижение рНс фи-
бробластов в процессе культивирования может быть свя-
зано с накоплением продуктов обмена в процессе роста и 
размножения клеток, а также общим снижением актив-
ности клеток, вызванным контактным ингибированием.

Динамическое исследование уровня внутриклеточ-
ного пероксида водорода в фибробластах с помощью 
генетически-кодируемого сенсора HyPer2 показало, 
что в 1-й день культивирования как в монокультуре 
фибробластов, так и при их совместном культивиро-

вании с опухолевыми клетками уровень пероксида 
водорода был значимо выше, чем в последующие дни, 
о чем свидетельствовало более высокое соотношение 
I500 / I420. При этом в сокультуре уровень внутриклеточ-
ного пероксида водорода существенно превышал тако-
вой в монокультуре (рис. 3, Б).

Флуоресценция эндогенных метаболических 
кофакторов в фибробластах в монокультуре  

и в сокультуре с опухолевыми клетками

При исследовании динамики флуоресцентного 
редокс-отношения ФАД / НАД(Ф)Н в условиях со-
культивирования было показано, что в фибробластах 
данное соотношение постепенно увеличивается и до-
стигает максимальных значений к 5-му дню (рис. 4, 
А). Значения редокс-отношения в монокультуре не 
изменялись в течение всего срока наблюдения. Стоит 
отметить, что в сравнении с монокультурой, фиброб-
ласты, культивируемые совместно с опухолевыми клет-
ками, характеризовались сниженными значениями ре-
докс-отношения вплоть до 3-го дня культивирования, 
и повышенными значениями на 5-й день. Полученные 
нами данные о более высоких значениях редокс-отно-
шения ФАД / НАД(Ф)Н в фибробластах на позднем 
этапе сокультивирования свидетельствуют об их более 
окисленном статусе по сравнению с фибробластами в 
монокультуре и фибробластами на ранних сроках взаи-
модействия с опухолевыми клетками. В целом наблюда-
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Рис. 2. Анализ пролиферативной активности (А) и выживаемости (Б) опухолевых клеток HeLa в условиях монокультивирования и сокуль-
тивирования с фибробластами. Репрезентативные микроскопические изображения опухолевых клеток и сокультуры фибробластов с 
опухолевыми клетками на 5-й день культивирования. Верхний ряд – изображения в проходящем свете, нижний ряд – флуоресцентные 
изображения DAPI (синий) и Ki67 (красный) (А); пропидиум йодид (красный) (Б). Масштабная линейка 50 мкм. М ± SD, n = 6-10 тыс. клеток. 
В сокультурах выживаемость оценивали по общему пулу клеток.
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лось значительное увеличение интенсивности флуорес-
ценции НАД(Ф) и ФАД на 5-й день сокультивирования 
с опухолевыми клетками, указывающее на повышение 
их метаболической активности. 

Анализ времен жизни флуоресценции НАД(Ф)Н и 
ФАД выявил характерные времена жизни кофакторов: 
0,4 ± 0,03 нс и 2,6 ± 0,09 нс у НАД(Ф)Н, 0,45 ± 0,04 нс  
и 2,77 ± 0,09 нс у ФАД без каких-либо значимых из-
менений в процессе культивирования. Метаболиче-
ские перестройки, сопровождающие взаимодействие 
фибробластов с опухолевыми клетками, приводи-
ли к изменению относительных вкладов короткой и 
длинной компонент. Вклад короткой компоненты 
НАД(Ф)Н а1 (свободная форма) фибробластов в ус-
ловиях сокультивирования постепенно уменьшался, 
начиная с 3-го дня (рис. 4, Б). Но уже со 2-го дня его 
значения были статистически значимо ниже, чем в 
фибробластах в монокультуре. Максимальные отли-
чия с монокультурой зарегистрированы на 5-й день 
(70,61 ± 0,98 vs 75,44 ± 1,18, p < 0,001). Одновременно 
с этим наблюдалось снижение вклада короткой ком-
поненты ФАД а2 (закрытая конформация) с макси-
мальными отличиями от монокультуры на 5-й день 
(24,22 ± 1,27 vs 32,16 ± 2,29, p < 0,001) (рис. 4, В). Об-
наруженные нами относительных вкладов различных 
форм НАД(Ф)Н и ФАД предположительно указыва-
ют на сдвиг энергетического метаболизма в сторону 
окислительного фосфорилирования (OXPHOS) в фи-
бробластах в условиях сокультивирования с опухоле-
выми клетками.

Обсуждение

Многочисленные исследования доказывают, что, 
хотя генетические изменения необходимы для разви-
тия опухоли, их недостаточно для обеспечения клеток 
всеми злокачественными свойствами. Инфильтрация 
опухоли нормальными клетками хозяина является 
важным фактором в обеспечении благоприятных усло-
вий для опухолевой прогрессии [9, 10]. Опухолевое ми-
кроокружение включает клетки иммунной системы, 
ангиогенные эндотелиальные клетки, лимфатические 
эндотелиальные клетки, опухоль-ассоциированные 
фибробласты CAFs и внеклеточный матрикс [8].

Метаболизм – это фундаментальная характери-
стика клетки, которая определяет ее физиологиче-
ские особенности. В последние годы в качестве нового 
подхода к противоопухолевой терапии активно ис-
следуется возможность разобщения метаболического 
взаимодействия CAFs и окружающих клеток, в том 
числе опухолевых, а также направленное воздействие 
на метаболизм CAFs [2, 11]. Современные оптические 
методы исследования метаболизма в живых клетках, 
включая генетически-кодируемые сенсоры на основе 
флуоресцентных белков и высокочувствительные тех-
нологии время-разрешенного имиджинга, дали допол-
нительный толчок к его активному изучению.

В данной работе впервые было выполнено ком-
плексное исследование нескольких метаболических 
показателей нормальных фибробластов – цитоплазма-
тический рН, пероксид водорода и эндогенные кофак-

Рис. 3. Изменения цитоплазматического рН (А) и уровня пероксида водорода (Б) в фибробластах в условиях монокультивирования и 
сокультивирования с опухолевыми клетками HeLa. Репрезентативные микроскопические изображения фибробластов и сокультуры фи-
бробластов с опухолевыми клетками на 5-й день культивирования. Масштабная линейка 50 мкм. Количественная оценка рНс и сигнала 
сенсора на пероксид водорода HyPer2. М ± SD, n = 30-40 клеток. * – р ≤ 0,05 в сравнении с монокультурой.
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торы НАД(Ф)Н и ФАД – для выявления изменений, 
вызванных взаимодействием с опухолевыми клетками 
и наделяющих их функциями CAFs. Все использован-
ные в работе методы являются неинвазивными и по-
зволяют вести длительные динамические наблюдения 
за живыми клетками в клеточной культуре и опухоли 
животного, как в условиях нативного роста, так и при 
терапии. Использование генетически-кодируемых флу-
оресцентных сенсоров позволило выявить защелачи-
вание внутриклеточного пространства и повышенный 
уровень пероксида водорода в фибробластах, а флуорес-
центная время-разрешенная микроскопия кофакторов 
НАД(Ф)Н и ФАД показала переключение метаболизма 
фибробластов на более окислительный тип при взаимо-
действии с опухолевыми клетками. Отметим, что изме-

нения в рН, уровне пероксида водорода и редокс-отно-
шении ФАД / НАД(Ф)Н определяются рано – уже через 
1 сутки совместного культивирования фибробластов с 
опухолевыми клетками, тогда как изменения во вкла-
дах различных форм кофакторов, характеризующихся 
короткими и длинными временами жизни флуоресцен-
ции, развиваются позже – со 2-го дня и достигают наи-
большей выраженности на поздних сроках наблюдения.

Более щелочной уровень цитоплазматического рН по 
сравнению с монокультурой наблюдался в фибробластах, 
взаимодействующих с опухолевыми клетками, с первого 
дня культивирования. В работе Yan и соавт. также было 
показано увеличение значений внутриклеточного рН в 
опухоль-ассоциированных и нормальных фибробластах 
при добавлении среды, содержащий экзосомы от опухо-
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Рис. 4. Флуоресценция эндогенных метаболических кофакторов НАД(Ф)Н и ФАД в фибробластах в условиях монокультивирования и 
сокультивирования с опухолевыми клетками HeLa. А – флуоресцентное редокс-отношение ФАД / НАД(Ф)Н. Б – двухфотонная флуорес-
центная время-разрешенная микроскопия FLIM НАД(Ф)Н, относительный вклад свободной формы НАД(Ф)Н в затухание флуоресценции 
(а1%). В – двухфотонная флуоресцентная время-разрешенная микроскопия FLIM ФАД, относительный вклад открытой конформации ФАД 
в затухание флуоресценции (а2%). Репрезентативные микроскопические изображения и количественная оценка соответствующих пока-
зателей. Масштабная линейка 50 мкм. М ± SD, n = 30-40 клеток. * – р ≤ 0,05 в сравнении с монокультурой.
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левых клеток [26]. Кроме того, обнаруженные в этой ра-
боте более щелочные значения рН в фибробластах, вза-
имодействующих с опухолевыми клетками, сохранялись 
при смене внешних условий (снижение концентрации 
глюкозы и повышение концентрации лактата) и даже 
при активном транспорте лактата внутрь клеток и изме-
нении метаболических процессов. 

Кроме цитоплазматического рН, нами было иссле-
довано содержание внутриклеточного пероксида во-
дорода. В качестве основных предпосылок для этого 
исследования послужили ранее установленное нами 
переключение метаболизма опухолевых клеток HeLa на 
гликолитический тип на второй день культивирования 
с фибробластами и одновременное резкое повышение 
содержания Н2О2 [22]. Такие же наблюдения в отно-
шении опухолевых клеток были сделаны в работе [23]. 
Кроме того, в их работе было показано двукратное уве-
личение содержания АФК в фибробластах на 5-й день 
совместного культивирования с опухолевыми клетка-
ми. Однако, судя по всему, резкое увеличение содержа-
ния АФК в фибробластах на 5-й день культивирования, 
описанное в работе [23], вызвано не Н2О2. Наши данные 
о продукции Н2О2 в фибробластах говорят о снижении 
его содержания в процессе сокультивирования с опу-
холевыми клетками. Максимальное содержание Н2О2 в 
фибробластах наблюдалось в 1-й день роста как в мо-
но-, так и в сокультуре, что может быть связано с высо-
кой активностью фибробластов, вызванной адаптацией 
культуры, включая активный клеточный рост и синтез 
белков, необходимых для прикрепления к пластиковой 
подложке [27]. Далее уровень пероксида в монокультуре 
заметно снижался и оставался стабильным, как и в слу-
чае с сокультурой, однако в условиях сокультуры уро-
вень пероксида в фибробластах был выше. В недавних 
исследованиях было показано, что высокое содержание 
Н2О2 является нормой для CAFs [28, 29]. Как известно, 
фибробласты являются главным продуцентом молекул 
коллагена, составляющих внеклеточный матрикс [30]. 
Кроме того, в работах по исследованию кардиальных 
фиброзов и системного склероза было показано стиму-
лирующее действие Н2О2 на синтез коллагена фибро-
бластами сердечной ткани и кожи [31, 32]. Поскольку 
синтез коллагена – это довольно универсальный про-
цесс, а опухоль характеризуется высоким содержанием 
межклеточного вещества и его жёсткой структурой [33], 
можно предположить, что повышенный уровень Н2О2 
в фибробластах в сокультуре связан с увеличением их 
синтетической активности при взаимодействии с опу-
холевыми клетками [29].

Дополнительным методом оценки метаболического 
статуса в нашей работе был время-разрешенный имид-
жинг флуоресценции эндогенных кофакторов НАД(Ф)
Н и ФАД. Кофакторы НАД и ФАД и их восстановлен-
ные эквиваленты НАДН и ФАДН2 – ключевые перено-
счики электронов в клетке, участвующие во многих ме-
таболических реакциях, и прежде всего, в образовании 
энергии в виде АТФ. НАДН образуется в процессе гли-

колиза и в цикле трикарбоновых кислот. Оба кофактора 
работают в митохондриальной цепи переноса электро-
нов, где НАДН окисляется до НАД, а ФАДН2 – до ФАД. 
Фосфорилированная форма НАДН – НАДФН участву-
ет в биосинтетических реакциях и антиоксидантной за-
щите, обладает идентичными спектральными характе-
ристиками с НАДН, но более длинным временем жизни 
флуоресценции ~4.4 нс [34]. Зарегистрированные нами 
времена жизни НАД(Ф)Н (суммарное обозначение 
для НАДН и НАДФН) типичны для НАДН, а значит, 
НАДФН не вносит существенного вклада в суммар-
ную флуоресценцию кофермента в фибробластах. На-
ми был показан существенный рост редокс-отношения 
ФАД / НАД(Ф)Н, снижение относительного вклада 
свободного НАД(Ф)Н и снижение относительного 
вклада ФАД в открытой конформации в фибробластах в 
процессе их сокультивирования с опухолевыми клетка-
ми, что указывает на сдвиг баланса метаболических про-
цессов в сторону окислительного фосфорилирования. 
Подобные изменения флуоресцентных характеристик 
НАД(Ф)Н и ФАД могут быть вызваны как снижением 
уровня гликолиза, так и повышением интенсивности 
митохондриального дыхания. Детальная интерпретация 
этих результатов может быть дана только при исполь-
зовании дополнительных биохимических и молекуляр-
ных методов оценки метаболизма.

Ранее в аналогичных экспериментах нами было 
показано переключение метаболизма клеток HeLa на 
более гликолитический тип при культивировании с 
фибробластами [22]. Следовательно, взаимодействие 
фибробластов с опухолевыми клетками данного типа, 
показанное в данной работе, соответствует класси-
ческому типу энергетического метаболизма опухоли 
– эффекту Варбурга. Деление опухолей на типы в за-
висимости от метаболических взаимодействий между 
опухолевыми клетками и стромой было предложено 
в исследовании Liu и соавт, проведенном на раке мо-
лочной железы. Были выделены четыре типа опухолей: 
эффект Варбурга (гликолиз в опухолевых клетках / OX-
PHOS в фибробластах), обратный эффект Варбурга 
(OXPHOS в опухолевых клетках / гликолиз в фиброб-
ластах), смешанный тип (гликолиз в обоих типах кле-
ток) и нулевой тип (OXPHOS в обоих типах клеток) [35]. 
Однако, стоит отметить, что как опухолевым клеткам, 
так и CAFs свойственна метаболическая пластичность 
в зависимости от условий окружающей среды [32, 36].

Формирование взаимодействий фибробластов с опу-
холевыми клетками по типу эффекта Варбурга и генера-
ция Н2О2 опухолевыми клетками на начальном этапе их 
взаимодействия согласуются с предположением о том, 
что гликолитический тип метаболизма стимулируется в 
опухолевых клетках из-за нарушения метаболизма кис-
лорода в результате которого вместо окислительного 
фосфорилирования с образованием АТФ идет процесс 
образования О2 и Н2О2. В свою очередь Н2О2 может ак-
тивировать в фибробластах цикл трикарбоновых кислот, 
который является универсальным антиоксидантным 
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механизмом, в котором основная роль принадлежит 
ɑ-кетоглуторату [37]. При этом лактат, поступающий из 
опухолевых клеток, может служить субстратом для цик-
ла трикарбоновых кислот. Поскольку переход лактата 
в пируват сопровождается восстановлением НАД+ до 
НАДН, это может вести к росту флуоресцентного сигна-
ла НАД(Ф)Н, который мы и наблюдаем в фибробластах.

заключение

Таким образом, выполненное нами исследование 
метаболизма фибробластов подтверждает высокую роль 
метаболического «симбиоза» в формировании опу-
холь-стромальных взаимодействий и влиянии опухоле-
вых клеток на метаболизм фибробластов. Полученные 
данные о цитоплазматическом рН, внутриклеточном 
пероксиде водорода и флуоресцентных кофакторах 
НАД(Ф)Н и ФАД – участниках клеточной биоэнерге-
тики, свидетельствуют о том, что наиболее выражен-
ные изменения, обусловленные взаимодействием с 
опухолевыми клетками, характерны для НАД(Ф)Н- и 
ФАД-зависимых биохимических процессов, тогда как 
вариации рН и пероксида водорода в большей степени 
связаны с условиями культивирования фибробластов, и 
в меньшей степени – с их взаимодействием с опухоле-
выми клетками. Исходя из этого, модификация энерге-
тического метаболизма фибробластов, например, путем 
ингибирования OXPHOS и возвращения к гликолити-
ческому фенотипу, может рассматриваться как потен-
циальный подход для разобщения их взаимодействия 
c клетками рака шейки матки с целью угнетения роста 
опухоли. Известны фармакологические ингибиторы 
комплексов дыхательной цепи митохондрий и разоб-
щители OXPHOS, применяемые в клинике для лечения 
различных неонкологических заболеваний, а также ряд 
новых субстанций [38, 39]. В последнее время прово-
дится много исследований, как экспериментальных, 
так и клинических, по оценке их противоопухолевой 
активности. Принимая во внимание высокий базовый 
уровень OXPHOS в клетках рака шейки матки [40], 
можно ожидать, что неспецифическое ингибирование 
окислительного метаболизма одновременно в опухоле-
вых клетках и фибробластах окажет сильный противоо-
пухолевый эффект. Изучение возможности модифика-
ции метаболизма CAFs ингибиторами OXPHOS станет 
предметом наших дальнейших исследований.
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