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ВЛИЯНИЕ КАРБОНАТА ЛИТИЯ  
НА УЛЬТРАСТРУКТУРНУЮ ОРГАНИЗАЦИЮ КЛЕТОК  

ГЕПАТОКАРЦИНОМЫ-29 В ДИНАМИКЕ  
КУЛЬТИВИРОВАНИЯ

Тема исследования представляет собой актуальное направление современной эксперимен-
тальной онкологии – исследование влияния индукторов клеточной гибели на ультра структурные 
изменения опухолевых клеток, способствующих развитию апоптоза. Целью данной работы было 
изучение ультраструктурной организации клеток гепатокарциномы-29 при воздействии карбоната 
лития в динамике их культивирования. Научная значимость и новизна работы заключается 
в получении новых данных об ультраструктурной организации клеток гепатокарциномы 
при воздействии карбоната лития. Новизной данного исследования является выявление 
последовательных изменений в содержании и структуре цитоплазматических органелл в клетках 
гепатокарциномы-29 в динамике культивирования при введении карбоната лития. Практическая 
значимость работы заключается в возможности использования полученных данных для разработки 
таргетной терапии гепатокарциномы путем комбинированного применения карбоната лития и 
цитостатиков, что позволит одновременно задействовать различные клеточные сигнальные пути 
для стимуляции апоптоза и аутофагической клеточной гибели. Работа выполнена на культуре 
клеток гепатокарциномы-29 с использованием методов световой и электронной микроскопии. 
Выявлены изменения объемной плотности цитоплазматических органелл в клетках Г-29 при 
их культивировании с карбонатом лития. Показано, что карбонат лития оказывает на клетки 
ГК-29 повреждающее действие, которое нарастает в динамике культивирования. Происходит 
уменьшение объемной плотности митохондрий, цистерн гранулярной эндоплазматической сети, 
свободных полисомальных комплексов, при этом возрастают объемные плотности аутофагосом, 
аутолизосом и лизосом. Полученные данные свидетельствуют, что карбонат лития способствует 
снижению энергетической и синтетической функций клеток ГК-29, развитию в них катаболических 
процессов и запуску процессов клеточной гибели. Полученные данные вносят значительный 
вклад в клеточную биологию, цитологию и гистологию, а также онкологию. Практическое 
значение итогов работы заключается в том, что на основании выявленных ультраструктурных 
изменений клеток гепатокарциномы при воздействии карбоната лития, возможна разработка 
подходов к таргетной терапии данного вида рака. 
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The effect of lithium carbonate on the ultrastructural organization  
of cells of hepatocarcinoma-29 in the dynamics of cultivation

The theme of the study is an actual direction of modern experimental Oncology – the problem of 
studying the influence of inducers of cell death on ultrastructural changes in tumor cells that contribute 
to the development of apoptosis. The aim of this work was to study the ultrastructural organization of he-
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patocarcinoma-29 cells under the influence of lithium carbonate in the dynamics of their cultivation. The 
scientific significance and novelty of the work is to obtain new data on the ultrastructural organization of 
hepatocarcinoma cells under the influence of lithium carbonate. The novelty of this study is to identify 
consistent changes in the content and structure of cytoplasmic organelles of hepatocarcinoma-29 cells 
in the dynamics of cultivation with the introduction of lithium carbonate. The practical significance of 
the work lies in the possibility of using the obtained data for the development of targeted therapy of he-
patocarcinoma by the combined use of lithium carbonate and cytostatics, which will simultaneously in-
volve various cellular signaling pathways for the stimulation of apoptosis and autophagic cell death. The 
work was performed on the culture of hepatocarcinoma cells -29 using light and electron microscopy. 
Changes in the volume and numerical density of cytoplasmic organelles of G-29 cells in the dynamics of 
cultivation under the influence of lithium carbonate were revealed. It is shown that carbonate has a dam-
aging effect on the cells of GA-29, which increases in the dynamics of cultivation. There is a decrease 
in the volume density of mitochondria, tanks of the granular endoplasmic network, free polysomal com-
plexes, while increasing the volume density of autophagosomes, autolysosomes and lysosomes. The data 
obtained indicate that lithium carbonate contributes to the reduction of energy and synthetic functions of 
GA-29 cells, the development of catabolic processes in them and the launch of cell death processes. The 
data obtained make a significant contribution to cell biology, Cytology and histology, as well as Oncol-
ogy. The practical significance of the results is that on the basis of the identified ultrastructural changes 
in hepatocarcinoma cells under the influence of lithium carbonate, it is possible to develop approaches 
to targeted therapy of this type of cancer. 
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Литий карбонатының гепатокарцинома-29 жасушаларының  
ультрақұрылымдық ұйымдасуына культивациялау  

динамикасы барысында әсері 

Зерттеу тақырыбымыз қазіргі заманғы эксперименттік онкологияның өзекті бағыты – 
апоптоздың дамуына ықпал етіп, ісік жасушаларының ультрақұрылымдық өзгерістерін туындатып, 
жасушаны жоятын индукторлар әсерін зерттеу мәселесі болып табылады. Бұл жұмыстың мақсаты 
гепатокарцинома-29 жасушаларын культивациялау динамикасы барысындағы ультрақұрылымдық 
ұйымдасуына литий карбонатының әсерін зерттеу. Жұмыстың ғылыми маңыздылығы литий 
карбонаты әсерінен гепатокарцинома жасушаларының ультрақұрылымдық ұйымдасуында 
туындаған жаңа өзгерістер туралы мәліметтер алу. Осы зерттеудің жаңалығы литий карбонатын 
енгізу кезінде гепатокарцинома-29 жасушаларының цитоплазмалық органеллаларының құрамы 
мен құрылымындағы рет-ретімен жүретін өзгерістерді культивациялау динамикасы кезінде 
анықтау. Жұмыстың практикалық маңыздылығы литий карбонаты мен цитостатиктерді аралас 
қолдану жолымен гепатокарциномаға таргеттік терапияны жүргізу үшін, алынған деректерді 
пайдалану мүмкіндігіне негізделеді, бұл апоптозды және аутофагиялық жолмен жасушаның 
жойылуын ынталандыру үшін түрлі жасушалық сигнал беретін жолдарды бір мезгілде іске қосуға 
мүмкіндік береді. Жұмыс жарық және электрондық микроскопия әдістерін пайдалана отырып, 
культивация жүргізілген гепатокарцинома-29 жасушаларында зерттелген. Литий карбонатының 
әсерінен культивациялау динамикасы кезінде ГК-29 жасушаларының цитоплазмасындағы 
органеллаларда көлемдік және сандық тығыздықтарында өзгерістер туындағаны анықталды. 
Карбонат ГК-29 жасушаларын зақымдайды, оның зақымдаушы әсері культивациялау динамикасы 
кезінде арта түседі. Мысалы, митохондрияларда, түйіршікті эндоплазмалық тор цистерналарында, 
бос полисомалық кешендердің көлемдік тығыздықтары кеміген, бірақ аутофагосом, аутолизосом 
және лизосоманың көлемдік тығыздықтары артқан. Алынған мәліметтер литий карбонаты ГК-29 
жасушаларының энергетикалық және синтетикалық функцияларының төмендеуіне, олардағы 
катаболизм процестерінің дамуына және жасушалық жойылу үрдістерінің іске қосылуына ықпал 
ететінін куәландырады. Алынған деректер жасушалық биологияға, цитология мен гистологияға, 
сондай-ақ онкологияға елеулі үлес қосады. Жұмыс қорытындыларының практикалық 
маңыздылығы гепатокарцинома жасушаларында анықталған ультрақұрылымдық өзгерістерді 
негізге ала отырып, литий карбонатының зақымдаушы әсер көрсетуіне байланысты, обырдың 
осы түріне таргеттік терапия әдісі дайындалып, қолданылуы мүмкін. 

Түйін сөздер: гепатокарцинома-29, ультрақұрылым, карбонат литий.
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Влияние карбоната лития на ультраструктурную организацию клеток гепатокарциномы-29 в динамике ...

 Введение

Гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦК) вхо-
дит в число пяти наиболее злокачественных 
новообразований человека и занимает одно из 
лидирующих мест в структуре смертности от 
онкологических заболеваний [1-3]. Частота ге-
патоцеллюлярной карциномы достигает 95% 
среди всех первичных злокачественных новооб-
разований печени [4]. ГЦК является крайне гете-
рогенным злокачественным новообразованием 
и характеризуется наличием морфологической, 
иммунофенотипической и генетической гетеро-
генности [5].

Актуальным является поиск средств, запу-
скающих процессы гибели клеток гепатокар-
циномы. В качестве таких агентов могут быть 
использованы соли лития. Известно, что соли 
лития могут воздействовать на различные сиг-
нальные пути, используемые опухолевыми клет-
ками для роста и развития, однако в основном 
эффекты лития связывают с его способностью 
ингибировать изоформы гликоген синтазы кина-
зы 3 [6-7]. Показано, что литий может оказывать 
влияние на клеточный цикл, пролиферацию и 
стимулировать гибель опухолевых клеток [8] и, 
таким образом, может рассматриваться как по-
тенциальный агент для химиотерапии ГЦК. 

В связи с этим, целью данного исследования 
стала оценка ультраструктурных изменений, 
происходящих в клетках ГК-29 под влиянием 
карбоната лития в динамике культивирования. 

Материал и методы иccледования

Работа выполнена на культуре клеток гепа-
токарциномы-29. Гепатокарцинома-29 (ГК-29) 
была получена и верифицирована сотрудниками 
Института цитологии и генетики СО РАН [9]. 
Клетки ГК-29 наращивали в течение 2-3 недель 
пассированием через мышей-самок СВА (106 
клеток на мышь). В качестве индуктора клеточ-
ной гибели использовали карбонат лития. 

Для выявления ранних структурных измене-
ний, запускающих гибель клеток, была выбрана 
концентрация солей лития 5мМ, при которой в 
среднем жизнеспособными оставались 50% кле-
ток [8] . 

Для изучения морфологии, интактные клет-
ки ГК-29 (контроль) и клетки после 1 часа, 24-х 
и 48 часов инкубации с раствором карбоната ли-
тия в дозе 5 мМ фиксировали в 2,5% растворе 
глутаральдегида (Sigma, США), приготовлен-Sigma, США), приготовлен-, США), приготовлен-
ном на фосфатном буфере (pH=7,4). Материал 
дофиксировали в течение 1 часа в 1 % растворе 

ОsO4 (осмий тетроксид) (Sigma, США) на фос-Sigma, США) на фос-, США) на фос-
фатном буфере (pH=7,4), дегидратировали в эти-
ловом спирте возрастающей концентрации и за-
ключали в эпон (Serva, Германия). Полутонкие 
срезы толщиной 1 мкм получали на ультрами-
кротоме Leica EM UC7 (Германия/Швейцария), 
окрашивали толуидиновым синим и изучали под 
световым микроскопом «LEICADME» (Герма-EICADME» (Герма-» (Герма-
ния). Ультратонкие срезы толщиной 70-100 нм 
контрастировали насыщенным водным раство-
ром уранилацетата и цитратом свинца и изучали 
в электронном микроскопе JEM 1400. Морфо-
метрический анализ проводили с помощью ком-
пьютерной программы ImageJ (WayneRasband, 
США). Определяли объемные плотности мито-
хондрий, цистерн эндоплазматического ретику-
лума, лизосом, аутофагосом и численную плот-
ность свободных полисомальных рибосом. 

Статистическую обработку данных прово-
дили с использованием программы Statistica 6.0. 
Определяли средние значения (М) и стандартное 
отклонение (SD). Достоверность различий рас-SD). Достоверность различий рас-). Достоверность различий рас-
считывали по U-критерию Манна-Уитни и при-
нимали при значениях p < 0,05.

Результаты исследования и иx обсуждение

При культивировании клеток ГК-29 в те-
чение 48 часов отмечали изменение объемной 
плотности митохондрий (рис. 1А). Через 24 часа 
исследования объемная плотность митохондрий 
снижалась на 25%, а через 48 часов культивиро-
вания она увеличивалась на 13% (рис. 1А). Через 
1 час после введения в культуру клеток ГК-29 
карбоната лития объемная плотность митохон-
дрий уменьшалась на 12% (р<0,05), через 24 
часа данный показатель оставался сниженным 
по сравнению с контролем на этот срок иссле-
дования на 12 (р<0,05), а через 48 часов инкуба-
ции уменьшался на 38 (р<0,05). При сравнении 
величин объемной плотности митохондрий в 
группах с введениям карбоната лития, было вы-
явлено, что через 24 часа после введения лития 
объемная плотность митохондрий достоверно не 
изменялась, а через 48 часов инкубации она сни-
зилась на 30% (рис. 1А).

При культивировании клеток ГК-29 в те-
чение 48 часов отмечали изменение объемной 
плотности цистерн гранулярного эндоплазма-
тического ретикулума (рис. 1Б). Через 24 часа 
исследования объемная плотность цистерн гра-
нулярного эндоплазматического ретикулума 
снизилась на 30%, а через 48 часов культивиро-
вания она увеличивалась на 45%, по сравнению 
с предыдущим сроком исследования (рис. 1Б). 
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После введения в культуру клеток ГК-29 
карбоната лития, наблюдали снижение объ-
емной плотности цистерн гранулярного эндо-
плазматического ретикулума. Через 1 час после 
введения лития объемная плотность цистерн эн-
доплазматического ретикулума уменьшалась на 
53,4% (р<0,05), через 24 часа данный показатель 
отличался от значения в контроле на этот срок 

исследования на 10,2 %, (р<0,05), а через 48 ча-
сов инкубации снижался на 29,8 % (р<0,05).

При сравнении величин объемной плотно-
сти цистерн гранулярного эндоплазматического 
ретикулума в группах с введениям карбоната 
лития, было выявлено, что через 24 и 48 часов 
после введения лития, она сохранялась увели-
ченной на 13% (рис. 1Б).

А

Б

В

Рисунок 1 – Объемные плотности цитоплазматических органелл гепатокарциномы-29  
после воздействия карбоната лития

А – Объемная плотность митохондрий; 
Б – объемная плотность эндоплазматического ретикулума; 

В – Объемная плотность лизосом. Vv – объемная плотность структур (%).
К – контроль, Li – карбонат лития . 1, 24, 48 час – время после воздействия карбоната лития. 

* – достоверные отличия от Контроля (1 час инкубации) – p˂0,05, 
# – достоверные отличия от Контроля (24 и 48 час инкубации) – p˂0,05
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При культивировании клеток ГК-29 в те-
чение 48 часов отмечали изменение объемной 
плотности лизосом. Через 24 часа культивиро-
вания объемная плотность лизосом возрастала 
в 3 раза, а через 48 часов культивирования она 
снизилась на 24% (рис. 1В).

Воздействие карбоната лития отличалось от 
значения в контроле приводило к возрастанию 
в клетках ГК-29 объемной плотности лизосом 
(рис. 1В). Через 1 час после введения лития объ-
емная плотность лизосом увеличивалась в 2 раза, 
через 24 часа данный показатель отличался от 
значения в контроле на этот срок исследования 
и объемная плотность лизосом увеличивалась на 
47,4% (р<0,05), а через 48 часов инкубации воз-
растала на в 2 раза.

При сравнении величин объемной плотности 
лизосом в группах с введениям карбоната лития, 
было выявлено, что через 24 и 48 часов после 

введения лития объемная плотность лизосом 
была увеличенной в 2 раза (рис. 1В).

При культивировании клеток ГК-29 в те-
чение 48 часов отмечали изменение объемной 
плотности аутофагосом. Через 24 часа исследо-
вания объемная плотность аутофагосом снижа-
лась на 30%, а через 48 часов культивирования 
она увеличивалась на 80% (рис. 2А).

В условиях введения в культуру клеток 
ГК-29 карбоната лития отмечали возрастание 
объемной плотности аутофагосом через 24 
часа данный показатель увеличился в 4 раза по 
сравнению с контролем на этот срок исследова-
ния. Наибольшее значение данного показателя 
наблюдали через 48 часов после введения кар-
боната лития. Величина объемной плотности 
аутофагосом в данном случае превосходило 
соответствующее значение и увеличивалась в 
17  раз.  

                                                                   А                                                                                                        Б

Рисунок 2 – Содержание аутофагосом в цитоплазме клеток гепатокарциномы-29.

А – объемная плотность аутофагосом. Vv – объемная плотность структур (%).
К – контроль, Li – карбонат лития . 1, 24, 48 час – время после воздействия карбоната лития. 

* – достоверные отличия от Контроля – p˂0,05. 
Б – Аутофагосома в цитоплазме клетки гепатокарциномы-29 через 24 часа после инкубации с карбонатом лития.

При сравнении величин объемной плотности 
аутофагосом в группах с введениям карбоната 
лития, было выявлено, что через 24 час после 
введения лития объемная плотность аутофаго-
сом увеличивалась в 3 раза, а через 48 часов ин-
кубации возрастала в 11 раз (рис. 2А, Б).

При культивировании клеток ГК-29 в те-
чение 48 часов отмечали изменение объемной 
плотности свободных полисомальных комплек-
сов рибосом. Через 24 часа исследования объем-

ная плотность свободных полисомальных ком-
плексов рибосом возрастала в 2,5 раза, а через 
48 часов культивирования она увеличивалась на 
31,8% (рис. 3А).

В результате воздействия карбоната лития, в 
клетках ГК-29 снижалась численная плотность 
свободных полисомальных комплексов рибосом 
и возрастало содержание аутолизосом (рис. 3А 
Б). Через 1 час после введения лития объемная 
плотность свободных полисомальных комплек-
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сов рибосом увеличивалась на 45,1% (р<0,05), 
через 24 часа данный показатель отличался от 
значения в контроле на этот срок исследования 
и уменьшался на 13,3%, а через 48 часов инкуба-
ции снижался на 34,9% (р<0,05). 

 При сравнении величин объемной плотно-
сти свободных полисомальных комплексов ри-
босом в группах с введениям карбоната лития, 
не было выявлено достоверных изменений во 
все сроки инкубирования. (рис. 3А).

                                                                     А                                                                                                    Б 

Рисунок 3 – Влияние карбоната лития на ультраструктуру клеток гепатокарциномы-29. 

А – Численная плотность свободных полисомальных рибосом. NA – численная плотность структур. 
К – контроль, Li – карбонат лития . 1, 24, 48 час – время после воздействия карбоната лития. 

* – достоверные отличия от Контроля (1 час инкубации) – p˂0,05,  
# – достоверные отличия от Контроля (24 и 48 час инкубации) – p˂0,05.

Б – Аутолизосомы в цитоплазме клетки гепатокарциномы-29 через 48 часов после воздействия карбоната лития.

Ранее нами было показано наличие базаль-
ной аутофагии в клетках ГК-29 [11-12]. При 
введении карбоната лития в культуру ГК-29 от-
мечали дозозависимое снижение жизнеспособ-
ности [8] и развитие аутофагии [10]. Известно, 
что аутофагия является эволюционно консер-
вативным процессом деградации и утилизации 
долгоживущих клеточных белков и поврежден-
ных органелл [13]. 

В данном исследовании нами были выяв-
лены ультраструктурные изменения в клетках 
ГК-29 в динамике культивирования с карбона-
том лития предшествующие развитию аутофа-
гии. Было отмечено снижение объемной плот-
ности митохондрий. Митохондрии являются 
основными органеллами, в которых образуется 
АТФ, необходимая для обеспечения энергией 
все внутриклеточные процессы. Наблюдаемое 
уменьшение объемных плотностей цистерн гра-
нулярной эндоплазматической сети и свободных 
полисомальных комплексов свидетельствуют о 
снижении белок-синтетической функции клеток 
ГК-29 при воздействии карбоната лития. Как 

следствие дефицита энергии и пластических ма-
териалов в цитоплазме клеток ГК-29 происходи-
ло развитие аутофагии: значительно возрастали 
объемные плотности аутофагосом и аутолизо-
сом и лизосом. В процессе аутофагии участки 
цитоплазмы и дефектные органеллы окружают-
ся мембранами, образуя органеллы, называемые 
аутофагосомами [14]. 

Таким образом, в клетках ГК-29 в динами-
ке культивирования с карбонатом лития пре-
обладали катаболические процессы, которые 
могли обусловить развитие отмеченных ранее 
процессов клеточной гибели [10]. Изменения в 
сигнальных путях, связанные с аутофагией, ча-
сто происходят при различных патологиях, в 
том числе и злокачественных новообразованиях 
[15]. Программируемая гибель клеток важней-
ший физиоло гический механизм функциониро-
вания отдельных клеток, их популяций и орга-
низма в целом [16]. 

Выделяют несколько вариантов програм-
мированной клеточной гибели, которые можно 
объединить по характеру развития в основные 
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типы: апоптоз, аутофагическую гибель и про-
граммированный некроз [17]. Апоптоз и ауто-
фагия не провоцируют воспаление, поэтому их 
рассматривают как терапевтические мишени для 
лечения рака [18]. 

Аутофагическая клеточная гибель – от-
дельный механизм клеточной гибели, отличаю-
щийся от апоптоза и некроза молекулярными и 
морфологическими изменениями [19]. Предпо-
лагается, что в живых системах апоптоз и ауто-
фагическая клеточная гибель могут запускаться 
одновременно, и наблюдаемые изменения, более 
характерные для того или иного типа клеточной 
гибели, будут зависеть от конкретного момента 
наблюдения. Подобно всем жизненно важным 
биологическим процессам, программируемая 
гибель клеток  ключ к лечению многих заболе-
ваний [20]. 

В регуляции апоптоза участвуют молекулы 
различных сигнальных путей. Одним из них 
является сигнальный путь Wnt. Неотъемлемым 
компонентом Wnt-пути является его негативный 
регулятор – GSK-3β. Ингибирование GSK-3β 
влияет на клеточную пролиферацию и развитие 
апоптоза при различных типах рака [21] GSK-
3 существует в виде двух изоформ – GSK-3α и 
GSK-3β, и обе они могут быть ингибированы 
с помощью лития [6]. Соли лития традицион-
но используются для терапии биполярных рас-
стройств, однако в последнее время появляется 
все больше исследований лития в разных обла-
стях экспериментальной онкологии [22]. В по-
следнее время появляются работы, показыва-
ющие эффективность использования лития для 
подавления опухолевого роста [23]. Известно, 
что литий способен модулировать апоптоз и ау-
тофагию в раковых клетках [24]. Литий индуци-
рует аутофагию за счет модуляции сигнального 

пути фосфоинозитола, путем ингибирования 
фермента IMPase [25]. Полученные нами данные 
свидетельствуют, что применение карбоната ли-
тия при культивировании клеток ГК-29 способ-
ствует запуску механизмов клеточной гибели. 

Заключение

Таким образом, карбонат лития оказывает 
на клетки ГК-29 повреждающее действие, ко-
торое нарастает в динамике культивирования. 
Происходит уменьшение объемной плотности 
митохондрий, цистерн гранулярной эндоплаз-
матической сети, свободных полисомальных 
комплексов, при этом возрастают объемные 
плотности аутофагосом, аутолизосом и лизосом. 
Полученные данные свидетельствуют, что кар-
бонат лития способствует снижению энергети-
ческой и синтетической функций клеток ГК-29, 
развитию в них катаболических процессов и за-
пуску процесса клеточной гибели. 
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