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ИССЛЕДОВАНИЕ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ  
ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОЧНЫХ КУЛЬТУР ЧЕЛОВЕКА  

К ВИРУСАМ БОЛЕЗНИ НЬЮКАСЛА * 
 
Изучены онколитические свойства двух штаммов ВБН NDV/Adigeya/duck/8 и NDV/Omsk/pegion/13 in vitro  

с использованием опухолевых клеточных линий, оппозитных по статусу гена р53. Показано, что штаммы  
ВБН проявляют цитопатическое действие в отношении всех экспериментальных опухолевых культур. В то же 
время на культуре фибробластов человека подобного эффекта не наблюдалось. Установлено, что штамм 
NDV/Omsk/pegion/13 обладает более выраженными онколитическими свойствами по сравнению со штаммом 
NDV/Adigeya/duck/8. 
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Почти сто лет назад G. Dock [1] сообщил, 

что у его пациентов, страдающих от гинеко-
логических видов рака и вакцинированных 
против бешенства аттенуированной вакци-
ной Пастера, выявлена регрессия опухоли. 
Эти наблюдения позволили предположить, 
что вакцинация ослабленными штаммами 
вируса может оказывать влияние на про-
грессию опухолей человека и проявлять он-
колитический эффект. С тех пор выявлены  
и описаны около 40 штаммов вирусов, при-
надлежащих к разным классам и семейст-
вам, проявляющих онколитический потен-
циал. Наибольшим эффектом обладают 

вирусы, патогенные для человека, такие как 
вирус инфекционного паротита, оспы, аде-
новирусы, вирус простого герпеса и др. Од-
нако применение этих вирусов обладает  
известной долей риска инфекционного  
характера и небезопасно в отношении паци-
ента. Для разрешения этой проблемы  
используются аттенуированные штаммы, 
прошедшие большое количество пассажей в 
лабораторных условиях, в результате чего 
снижается их вирулентность. Другим подхо-
дом является создание рекомбинантных 
штаммов, способных реплицироваться толь-
ко в опухолевых клетках. Однако и в пер-
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вом, и втором случае существует опасность 
образования штаммов с нестабильным ге-
номом. Это требует дополнительных мер по 
генетическому контролю препаратов, а так-
же значительно снижает вирулентность 
применяемых штаммов и, как следствие, их 
противоопухолевый эффект. 

Одним из перспективных подходов явля-
ется использование вирусов зоонозного типа 
в качестве онколитических агентов, являю-
щихся апатогенными или условно патоген-
ными для организма человека. К таким ви-
русам относится вирус болезни Ньюкасла 
(ВБН) [2] (вирус псевдочумы птиц), впервые 
обнаруженный в 1926 г. в городе Ньюкасл 
(Великобритания), который относят к V 
классу вирусов по классификации Балтимо-
ра, к семейству парамиксовирусов. Неоспо-
римым преимуществом данного семейства 
вирусов является его генетическая стабиль-
ность в силу строения генома, который 
представляет собой одноцепочечную (–) 
РНК. Это обусловливает слабую мутабель-
ность вирусов, а также исключает возмож-
ность генетической трансформации клеток 
человека. 

Цель исследования – определить спо-
собность двух штаммов ВБН NDV/Adigeya/ 
duck/8 и NDV/Omsk/pegion/13 специфиче-
ски лизировать линии опухолевых клеток 
различного происхождения. 

 
Материалы и методы 

 
Клеточные культуры и вирусы. Исполь-

зованы линия клеток кожно-мышечной тка-
ни эмбриона человека ФЭЧ-15 (получена в 
1996 г. из кожно-мышечной ткани десятине-
дельного плода), линии опухолевых клеток 
человека – Н1299 (клетки немелкоклеточной 
карциномы легкого), НСТ 116 (клетки коло-
ректального рака), MCF7 (клетки аденокар-
циномы молочной железы с отсутствием 
экспрессии каспазы-3), Skbr (клетки адено-
карциномы молочной железы, несущие му-
тацию в 175-м кодоне гена р53). Клетки 
культивировали с использованием среды 
Игла МЕМ («Институт полиомиелита и ви-
русных энцефалитов им. М. П. Чумакова» 
РАМН, Россия) с добавлением 10 % феталь-
ной бычьей сыворотки (FВS) («Gibco»),  
1 мМ L-глютамина («Invitrogen»), 50 ед./мл 
пенициллина («Invitrogen») и 50 мкг/мл 
стрептомицина («Invitrogen»). Культивиро-
вание проводилось в стандартных условиях 

при температуре 37 С в атмосфере с 5 % 
содержанием СО2. Смена среды производи-
лась каждые 2–3 дня. По достижении 90–
95 % конфлюэнтности клетки пересевались 
в соотношении 1 : 3 с использованием 
0,05 % раствора трипсина при температуре 
37 С, действие трипсина инактивировалось 
добавлением среды с 10 % сыворотки. Далее 
клетки аккуратно ресуспендировали, цен-
трифугировали 5 мин при 1 000 об./мин, 
сливали супернатант и ресуспендировали в 
ростовой среде и высевали на новые культу-
ральные матрасы. Штаммы ВБН дикого ти-
па, полученные в ходе экспедиционных ра-
бот, нарабатывали на монослойной культуре 
клеток Веро на культуральных матрасах с 
площадью 25 см2. При достижении 70 % 
цитопатогенного воздействия на клеточную 
культуру клетки концентрировали центри-
фугированием 1 500 g в течение 5 мин.  
Гомогенат инфицированных клеток экстра-
гировали равным объемом фтористого  
углерода, после чего водную фракцию, со-
держащую вирус, центрифугировали в гра-
диенте (1,44–1,33 г/мл при 100 000 g). 
Фракцию, содержащую вирус, отбирали, 
разводили в соотношении 1 : 4 буфером 
Трис-EDTA. Вирус осаждали с помощью 
высокоскоростного центрифугирования, по-
сле чего осадок ресуспендировали в 3 мл 
раствора Хенкса с последующим хранением 
при температуре –70 С. 

 
Оценка онколитической активности  
вируса болезни Ньюкасла 
 
Заражение клеточных линий вирусом бо-

лезни Ньюкасла. Для оценки онколитиче-
ской активности ВБН линии опухолевых 
клеток и линия эмбриональных фибробла-
стов человека (контроль) заражены штам-
мами ВБН NDV/Adigeya/duck/8 и NDV/ 
Omsk/pegion/13. Для этого отобранные кле-
точные линии посеяны на 96-луночный 
планшет в количестве 2 000 клеток на лунку. 
Через сутки клетки отмывали раствором 
Хенкса, после чего добавляли вирусную 
суспензию в растворе Хенкса по 50 мкл на 
лунку. Заражали одинаковой концентрацией 
вируса по две лунки каждой клеточной  
линии. Концентрацию вируса уменьшали  
с шагом в 10 раз. Использованы концентра-
ции от 10–2 до 10–7. Инкубировали клетки  
с вирусом в течение 45 мин. Затем убира- 
ли раствор Хенкса с вирусом и заливали  



96                                    ŒрË„ËÌ‡Î¸Ì˚Â ËÒÒÎÂ‰Ó‚‡ÌËˇ 
 
по 200 мкл на лунку поддерживающей сре-
ды для клеток с пониженным содержанием 
сыворотки (2,5 % FBS). 

В качестве контроля использованы те же 
клеточные линии, которые через сутки по-
сле посадки отмыты от культуральной сре-
ды, инкубированы в течение 45 мин в рас-
творе Хенкса без содержания вируса и 
помещены в культуральную среду с 2,5 % 
содержанием сыворотки. 
Окрашивание трипановым синим. Через 

10 и 12 дней (для штаммов ВБН NDV/Adi- 
geya/duck/8 и NDV/Omsk/pegion/13 соответ-
ственно) после заражения клеточных линий 
ВБН методом специфического окрашивания 
клеточных культур трипановым синим про-
веден анализ на присутствие в препарате 
мертвых клеток. 

Контрольные и экспериментальные клет-
ки снимали с планшетов по стандартному 
протоколу с использованием 0,05 % раство-
ра трипсина («Invitrogen»), дважды промы-
вали в фосфатно-солевом буфере. Часть кле-
ток окрашивали 0,1 % трипановым синим.  
С помощью светового микроскопа и камеры 
Горяева определяли процентное отношение 
окрашенных (мертвых) и неокрашенных 
(живых) клеток. 

 
Результаты исследования  
и обсуждение 
 
На основании ранее проведенных иссле-

дований предложено два механизма проти-
воопухолевой активности ВБН. Первый  
основывается на способности вирусов непо-
средственно лизировать опухолевые клетки, 
второй предполагает наличие у вирусов спо-
собности вызывать иммунную реакцию. Это 
происходит путем встраивания вирусных 
белков в плазматическую мембрану опухо-
левых клеток и индукции иммунной реак-
ции или путем непосредственной стимуля-
ции организма-носителя к выработке 
цитокинов – интерферонов и фактора некро-
за опухоли (ФНО). Это, в свою очередь, вы-
зывает активацию естественных клеток-
убийц, макрофагов и сенсибилизированных 
Т-клеток [3]. Без понимания механизма воз-
действия вирусного агента на опухоли не-
возможно предсказать эффективность при-
менения ВБН в терапии больных со 
злокачественными новообразованиями. 

Для проверки первого предположения 
выбрана система in vitro, исключающая 

влияние иммунной системы на онколитиче-
ские свойства ВБН. Эксперименты проводи-
лись на постоянных клеточных линиях  
различной этиологии, с описанными генети-
ческими нарушениями, вызывающими зло-
качественную трансформацию клеток.  
Выбор клеточных линий продиктован сле-
дующими соображениями. Известно, что во 
всех злокачественных опухолях происходит 
нарушение процесса индукции апоптоза [4]. 
Данные нарушения достигаются чаще всего 
в силу инактивации опухолевого супрессора 
р53 – ключевого транскрипционного факто-
ра, индуцирующего апоптоз [5]. В некото-
рых случаях данный эффект связан с инак-
тивацией каспаз-специфических протеаз, 
принимающих участие в апоптозном каска-
де. В связи с этим выбраны три клеточные 
линии, отличающиеся по статусу белка р53 
(дикий тип – линия HCT116, мутантный бе-
лок – SkBr и отсутствие р53 – линия H1299), 
и клеточная линия, в которой не происходит 
экспрессия гена, кодирующего каспазу-3 
(MCF7) – основную эффекторную каспазу 
апоптозного каскада. В качестве контроль-
ных нормальных клеток использовалась ли-
ния эмбриональных фибробластов человека 
ФЭЧ-15. 

На представленной панели клеточных 
линий протестированы штаммы ВБН 
NDV/Adigeya/duck/8 и NDV/Omsk/pegion/13, 
выделенные из природных резервуаров на 
территории РФ. 

После заражения клеточных линий ВБН 
на третьи сутки в лунках с наибольшей кон-
центрацией вируса при помощи светового 
микроскопа замечено возникновение очагов 
цитопатического действия вируса, так назы-
ваемых фокусов. На 10-е (для штамма ВБН 
NDV/Adigeya/duck/8) и 12-е (для штамма 
ВБН NDV/Omsk/pegion/13) сутки цитопати-
ческое действие (ЦПД) заметно распростра-
нилось в лунках с опухолевыми клетками  
с концентрацией вируса до 10–7. В лунках с 
линией клеток ФЭЧ-15 явного ЦПД визу-
ально не наблюдалось. 

Для оценки жизнеспособности клеток 
после обработки исследуемыми штаммами 
проведено окрашивание клеток трипановым 
синим и подсчет процента живых и мертвых 
клеток. Установлено, что линия клеток 
НСТ116 оказалась наиболее чувствительной 
к штамму NDV/Adigeya/duck/8 (табл. 1). 
Чувствительность других линий опухолевых 
клеток к действию данного штамма ВБН 
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проявлялась при концентрации вируса до 
10–4. 

Очевидно, что штамм ВБН NDV/Omsk/ 
pegion/13 обладает большим ЦПД, чем 
штамм NDV/Adigeya/duck/8, по отношению 
ко всем линиям. Линия клеток фибробластов 
эмбриона человека практически невоспри-
имчива к данному штамму ВБН. Наиболее 
чувствительной линией к этому вирусу ока-
залась линия Н1299. Линия ФЭЧ-15, как и в 
случае заражения штаммом NDV/Adigeya/ 
duck/8, оказалась практически невосприим-
чивой к штамму NDV/Omsk/pegion/13 (см. 
табл. 1). 

Для обоих штаммов ВБН посчитана досто-
верность принадлежности к одному распреде-
лению, которая дает основание распростра-
нять полученный на основе сопоставления 
выборок вывод о наличии разницы на все яв-
ление (весь процесс) в целом, и достоверность 
отличия по отношению к контрольной линии 
клеток ФЭЧ-15 (табл. 2). 

Эти данные свидетельствуют о большей 
достоверности результатов взаимодействия 
линий опухолевых клеток со штаммом ВБН 
NDV/Omsk/pegion/13 (см. табл. 2). Следует 
сделать вывод о том, что данный факт явля-
ется проявлением более высокой онколити-
ческой активности штамма NDV/Omsk/pe- 

gion/13 по сравнению с таковым штамма 
NDV/Adigeya/duck/8. 

Очевидно, что оба выбранных штамма в 
большей или меньшей степени обладают 
онколитической активностью по отношению 
ко всем использованным опухолевым лини-
ям. Однако штамм NDV/Omsk/pegion/13 
проявил более выраженный цитолитический 
эффект, так как уже при разведении вируса 
до 10–6 количество оставшихся живых кле-
ток в лунках культуральных планшетов  
порой значимо снижалось по сравнению с 
собственным контролем (интактные опухо-
левые культуры) и фибробластами человека, 
инфицированными данным штаммом. 

Из данных литературы известно, что 
штаммы голубиного парамиксовируса ти- 
па 1 (ГПМВ 1) относятся к отдельной груп-
пе штаммов ВБН и связаны с инфекциями 
голубей. Эти штаммы обладают наиболее 
выраженными онколитическими свойства-
ми, что связано с особенностями строения 
их репликативного комплекса [6]. 

Анализ состояния различных клеточных 
линий, зараженных ВБН, выявил отличия в 
развитии реакции опухолевых клеток, при-
надлежащих к разным линиям. Наиболее 
чувствительными к обоим штаммам ВБН 
оказалась клеточная линия НСТ116. 

 
 

Таблица 1 
Средняя доля живых клеток,  

инфицированных штаммами ВБН NDV/Adigeya/duck/8  
и NDV/Omsk/pegion/13, % 

 

Клеточная  
культура 

Разведение вируса 
Контроль 

10–2 10–3 10–4 10–5 10–6 10–7 
Штамм NDV/Adigeya/duck/8 

Н1299 30,77 39,39 90,32 94,05 93,33 98,83 98,86 

НСТ116+/+ 7,69 20,31 57,85 68,75 74,41 77,78 84,59 

MCF7 22,06 61,18 75,15 91,62 96,05 59,12 99,5 

SkBr 20,83 31,71 73,53 79,31 76,19 83,63 98,15 

ФЭЧ-15 61,11 65,12 79,85 86,76 86,98 83,48 93,6 
Штамм NDV/Omsk/pegion/13 

Н1299 2,63 3,85 16,67 37,50 82,25 74,6 90,75 

НСТ116+/+ – 26,67 47,82 45,07 79,53 92,48 91,58 

MCF7 4,08 31,11 38,21 58,95 76,67 68,42 83,78 

SkBr – 7,00 32,65 79,12 86,00 84,75 97,89 

ФЭЧ-15 65,71 69,12 89,05 92,55 92,25 90,38 98,25 
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Таблица 2 
Достоверность принадлежности к одному распределению  

и достоверность отличия результатов для штаммов ВБН NDV/Adigeya/duck/8  
и NDV/Omsk/pegion/13 

 

Критерий 
Клеточная 
культура 

Разведение вируса 
Контроль 

10–2 10–3 10–4 10–5 10–6 10–7 

Штамм NDV/Adigeya/duck/8 
А* Н1299 0,006 0,002 0,063 0,184 0,012 0,064 0,205 

Б**, % 99,39 99,77 93,68 81,60 98,76 93,55 79,54 

А НСТ116 
+/+ 

0,002 0,001 0,016 0,031 0,015 0,302 0,155 

Б 99,80 99,93 98,45 96,86 98,54 69,77 84,46 

А MCF7 0,004 0,086 0,249 0,294 0,036 0,221 0,168 

Б 99,59 91,44 75,14 70,60 96,39 77,92 83,15 

А SkBr 0,004 0,003 0,213 0,203 0,047 0,974 0,254 

Б 99,60 99,70 78,74 79,74 95,32 2,57 74,60 

Штамм NDV/Omsk/pegion/13 
А Н1299 0,001 0,003 0,002 0,004 0,142 0,396 0,075 

Б 99,93 99,68 99,78 99,61 85,84 60,38 92,48 

А НСТ116 
+/+ 

0,001 0,009 0,017 0,007 0,149 0,638 0,378 

Б 99,95 99,07 98,29 99,30 85,12 36,17 62,20 

А MCF7 0,001 0,014 0,009 0,031 0,051 0,018 0,033 

Б 99,90 98,60 99,06 96,92 94,94 98,23 96,66 

А SkBr 0,001 0,004 0,004 0,188 0,113 0,192 0,664 

Б 99,95 99,62 99,57 81,15 88,66 80,76 33,62 
 

Примечание: * – А – достоверность принадлежности к одному распределению; ** – Б – достоверность отличий, %. 
 

 
 

Линия клеток МСF7, напротив, показала 
наиболее высокую резистентность по отно-
шению к обоим штаммам ВБН. Это может 
быть связано с тем, что у данной линии от-
сутствует экспрессия каспазы-3. Эта каспаза 
является эффекторной, ее активация ведет к 
запуску протеолитического каскада реакций, 
ведущих к апоптозу клетки. 

Для объяснения механизмов вирусного 
онколиза в последние десятилетия сформу-
лированы две теории: 1) онколиз происходит 
вследствие активной вирусной репликации; 
2) вирус выступает в роли индуктора проти-
воопухолевого иммунитета [7]. Модель ис-
следования – культуры клеток, используе-
мые в нашем исследовании, позволила 
напрямую обратиться к этой проблеме. Как 
было установлено, оба штамма ВБН вызы-
вали гибель опухолевых клеток при отсутст-
вии иммунных клеток. Для определения то-

го, что гибель клеток вызывает именно ви-
рус, клетки, зараженные малыми концен-
трациями вируса, оставлены для наблюде-
ния еще на 5 сут. По истечении этого 
времени наблюдали все признаки цитопати-
ческого действия: образование синцитиев и 
округление клеток, отпочковывание цито-
плазмы и т. д. Данного эффекта не наблюда-
лось в культуре человеческих фибробластов 
ФЭЧ-15. Это свидетельствует о том, что в 
культурах опухолевых клеток происходила 
активная наработка вирусных частиц, вызы-
вающих онколизис. 

Возможным кандидатом, функциональ-
ное состояние которого может иметь силь-
ное влияние ответа клеток на вирусную  
инфекцию, является ген / белок p53, пред-
ставляющий собой стресс-активированный 
транскрипционный фактор, регулирующий 
гены, участвующие в апоптозе, контроле 
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клеточного цикла и репарации ДНК [8]. Его 
функциональное состояние является глав-
ным фактором, определяющим реакцию 
опухолей на химио- и лучевую терапию. По-
этому мы поставили задачу проверить роль 
р53 в вирусной цитотоксичности, проведя 
эксперимент с клеточными линиями челове-
ческих опухолей с различными статусом 
гена р53. В ходе исследования установлено, 
что никакой разницы в проявлении цитоток-
сического действия вирусов на культуры 
клеток с р53 позитивной / негативной экс-
прессией и мутантным статусом белка не на-
блюдалось. Эти наблюдения позволяют сде-
лать вывод, что индукция цитопатического 
эффекта не является р53-зависимой, что 
имеет очень важное клиническое значение. 
Виротерапия с использованием изученных 
вирусных штаммов может быть перспектив-
ной альтернативой лечения пациентов с p53-
негативными, высоко химиорезистентными 
злокачественными новообразованиями. 

Апоптоз может быть вызван как внут-
ренними, так и внешними сигналами, при-
водит к разрушению клетки без воспаления 
или даже повреждения соседних клеток [9]. 
Этот тип саморазрушения имеет важное 
значение в жизненно важных процессах, в 
том числе противовирусных и противоопу-
холевых механизмах защиты. После вирус-
ной инфекции индукция апоптоза может 
происходить как при участии иммунной 
клеточной защиты, так и при помощи внут-
риклеточных регуляторных механизмов (ин-
терферонный сигнальный путь) [10]. 

В культуре опухолевых клеток ВБН вы-
зывает цитопатический эффект (ЦПЭ), ха-
рактеризующийся округлением, вакуолиза-
цией, формированием синцитиев и гибели 
клеток, фрагментацией ДНК и транслокаци-
ей фосфатидилсерина на поверхность клет-
ки [11]. Кроме того, инфицированные  
вирусом клетки показывают пониженное 
содержание ДНК и увеличение коэффици-
ента соотношения продуктов генов Bax  
к Bcl-2, p53 и уровня экспрессии каспаз-3,  
8, 9 по сравнению с неинфицированными 
клетками [12]. 

В проведенном исследовании установле-
но, что избирательный онколитический эф-
фект не зависит от тканевого происхожде-
ния клеточных линий, будь то линии клеток 
рака легких, прямой кишки или молочной 
железы. С другой стороны, индивидуальная 
чувствительность опухолевых клеточных 

линий к штаммам ВБН отличалась. Линии 
раковых клеток, таким образом, являются 
восприимчивыми к вирус-индуцированному 
онколизу, но этот процесс зависит от отли-
чий в генетической конституции данных 
клеток. Все эти и многие другие условия 
должны быть учтены при проведении виро-
терапии со штаммами ВБН. 

 
Заключение 
 
Хотя рак является одной из наиболее ин-

тенсивно изучаемых заболеваний человека, 
действующие в настоящее время терапевти-
ческие подходы все еще не в полной мере 
эффективны. Современные методы лечения, 
такие как радио- и химиотерапия, могут 
продлить продолжительность жизни боль-
ных, но часто не в состоянии уничтожить 
все раковые клетки, что позволяет им ме-
нять локализацию и образовывать новые 
колонии или приводить к серьезному по-
вреждению здоровых тканей. Одной из аль-
тернатив лечения опухолей человека, рези-
стентных к обычным терапевтическим 
подходам, является виротерапия. 

Вирус болезни Ньюкасла является пер-
спективным кандидатом в поисках эффек-
тивных агентов подобной терапии. В тече-
ние последних десятилетий клинические 
испытания использования этого вируса на 
пациентах, страдающих от раковых опухо-
лей различного происхождения, резистент-
ных к обычным противоопухолевым мето-
дам, показали многообещающие результаты 
[13; 14]. Культуры тканей и эксперимен- 
ты на животных также подтвердили тот факт, 
что ВБН имеет онколитический потенциал 
[15]. В настоящем эксперименте представле-
ны доказательства того, что два штамма 
ВБН – NDV/Adigeya/duck/8 и NDV/Omsk/ 
pegion/13 – оказывают онколитический эф-
фект в отношении нескольких опухолевых 
клеточных линий различного происхожде-
ния, но не в линии контрольных клеток 
ФЭЧ-15. Индуцирование апоптоза не зави-
сит от статуса функционального белка р53  
в инфицированных клеточных линиях опу-
холей. 
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STUDY OF THE SENSITIVITY OF HUMAN TUMOR CELL CULTURES 

TO NEWCASTLE DISEASE VIRUS 
 

The oncolytic properties of two strains of NDV, NDV/Adigeya/duck/8 and NDV/Omsk/pegion/13 were studied in vi-
tro using tumor cell lines, various in the status of the p53 gene. It was shown that the strains of NDV show cytopathic 
effect on all experimental tumor cultures. At the same time this effect was not observed on the cell culture of human fi-
broblasts. It was established that the strain NDV/Omsk/pegion/13 has a more pronounced oncolytic properties in compari-
son with the strain NDV/Adigeya/duck/8. 

Keywords: Newcastle disease virus, cell culture, oncolysis, apoptosis, virotherapy. 


