
328

На сегодняшний день построение кривых 
выживания когорт животных/людей является 
наиболее надежным способом оценки эффек-
тивности влияния физических факторов или 
биологически активных соединений на процесс 
старения. Именно этот показатель, а не прояв-
ление биомаркёров возраста (которыми так ув-
леклись многие исследователи) действительно 
позволяет видеть, как происходит старение в 
группах исследуемых животных, или тестировать 
геропротекторы. К сожалению, построение кри-
вых выживания требует трудовых, временны́х и 
финансовых затрат, в то время как методика с 
использованием биомаркёров намного проще. 
Проявление биомаркёров может хорошо корре-
лировать с хронологическим возрастом тестиру-
емых организмов, но не со старением, то есть 
происходящим со временем увеличением веро-
ятности смерти, однако многие исследователи 
игнорируют этот факт.

Стареющие организмы вымирают в соот-
ветствии с «законом Гомпертца». Существуют 

и нестареющие организмы, вероятность смерти 
которых с возрастом не увеличивается, а иногда 
даже уменьшается [1]. Чтобы отличить первых 
от вторых, необходимо изучить форму кривых 
выживания когорт соответствующих организ-
мов [2–5]. В очень редких случаях полного от-
сутствия смерти – например, в случае с пресно-
водной гидрой (Hydra magnipapillata, или Hydra 
vulgaris) при определенных условиях [1, 6] – 
кривая выживания представляет собой горизон-
тальную линию. Заключение о том, влияет тот 
или иной фактор на процесс старения, делается 
на основе изменения формы кривых выживания 
стареющих организмов под его воздействием. 
Можно предположить, что истинный геропро-
тектор (любой агент, который замедляет процесс 
старения) должен вызывать смещение кривой 
выживания без изменения её формы вправо (то 
есть он должен увеличивать как среднюю, так и 
максимальную продолжительность жизни).

Кривые выживания строят не только для жи-
вотных и людей, но и для клеточных популяций. 
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Например, вымирание 
клеточной популяции 
изучают в радиобио-
логии (вымирание под 
воздействием радиации) 
[7–9]. Также кривые вы-
живания строят в экс-
периментах по изуче-
нию старения дрожжей 
и бактерий в модели 
хронологического/"ста-
ционарного" старения 
[10–14].  Ранее мы по-
казали, что культура 
клеток млекопитающих 
в модели «стационарно-
го старения» вымирает в 
соответствии с законом 
Гомпертца [15]. Це-
лью настоящей работы 
стала попытка исполь-
зования методов, при-
меняемых для анализа 
кривых дожития экспе-
риментальных живот-
ных, в экспериментах с 
непересеваемыми куль-
турами клеток млеко-
питающих, вымирающих в ходе «стационарного 
старения».

Материалы и методы
Эксперименты проводили на трансформиро-

ванных клетках китайского хомячка перевивае-
мой линии B11-dii-FAF28 (клон 237), получен-
ной из ФГБНУ «Медико-генетический научный 
центр» (Москва). Клетки культивировали при 
37°С в стеклянных флаконах Карреля, используя 
среду Игла в модификации Дульбекко (HyClone, 
США) с добавлением 5–10% сыворотки крови 
крупного рогатого скота («PAA», Австрия), пе-
нициллина (100 ед/мл) и стрептомицина (100 
мкг/мл). Поддерживая культуру, клетки пере-
севали в соотношении 1:10–1:3 через каждые 
3–4 сут. Снимали клетки с поверхности роста с 
помощью смеси (1:1) 0,02%-го версена и 0,25%-
го трипсина (ФГБУ «НИИ вирусологии имени 
Д.И. Ивановского» Минздрава России, Москва).

Для оценки влияния тех или иных соеди-
нений на кинетику роста клеток и их последу-
ющей гибели в стационарной фазе 3-суточные 
клетки засевали в герметично закрывающиеся 
стеклянные флаконы с плотностью 20–40 тыс. 
клеток/см2. На следующие сутки подсчитывали 
количество прикрепившихся клеток и добавля-
ли во флаконы среду, содержащую исследуемое 

соединение, а во флаконы контрольной группы 
– среду с соответствующим объёмом раствори-
теля. Через определённые промежутки времени 
снимали клетки с поверхности роста смесью 
растворов версена и трипсина, затем оценивали 
их количество с помощью камер Горяева (3–4 
флакона на каждую точку, 4 камеры на каждый 
флакон). 

На основании полученных данных строили 
кривые роста, пребывания в стационарной фазе 
и гибели клеток в контрольной и эксперимен-
тальной группах. Используя данные о кинети-
ке вымирания культуры клеток, строили кривые 
выживания, а также рассчитывали среднюю про-
должительность жизни (СПЖ) популяции кле-
ток и определяли время, к которому погибнет 50 
и 90% популяции в каждой группе – медианная 
продолжительность жизни (ПЖ50) и время 90%-
ной смертности (ПЖ90) соответственно (рис. 
1). В некоторых случаях использовали параме-
тры уравнения Гомпертца, характеризующие 
вымирание, – такие как модальная продолжи-
тельность жизни (МПЖ; момент времени, ког-
да скорость вымирания популяции максималь-
на – соответствует точке перегиба на кривой 
Гомпертца), а также сила смертности в нулевой 
момент времени (R0) и темп старения (α) культу-
ры. Для получения этих показателей принимали 
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Рис. 1. Аппроксимация экспериментальных данных с помощью уравнения Гом-
пертца. N0 – максимальная плотность культуры; t0 – время начала фазы «плато»; 
ti – время, к которому культура достигла плотности Ni; N50 – плотность культуры 
к моменту времени, когда вымерло 50% популяции (ПЖ50 – медианная продол-
жительность жизни); N10 – плотность культуры к моменту времени, когда осталось 
лишь 10% популяции (ПЖ90 – время 90%-ной смертности). СПЖ рассчитывали 
по формуле (1).
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стартовой точкой по оси времени те сутки, с ко-
торых начиналась фаза «плато» на кривой роста 
– t0 (рис. 1). Для вычисления СПЖ использова-
ли формулу:

где N0 – максимальная плотность культуры, ti – 
время, к которому культура достигла плотности 
Ni.

Полученные кривые роста гибели клеток 
аппроксимировали с помощью уравнения Гом-
пертца. Сравнение выживаемости в контрольной 
и в опытной группах осуществляли с помощью 
критерия Колмогорова-Смирнова. Различия 
считали статистически значимыми при p<0,05. 
Математические расчёты и статистическую обра-
ботку данных производили с помощью програм-
мы SigmaPlot 12.0 (Systat Software Inc., США). 
Все результаты представлены в виде среднего и 
ошибки среднего.

Результаты и обсуждение
В ходе исследования мы получили некоторое 

количество кривых гибели непересеваемой куль-
туры. В наших опытах клетки действительно вы-
мирают в соответствии с уравнением Гомпертца, 
т.е. стареют (рис. 2). Это говорит о том, что ве-
роятность их гибели со временем увеличивается 
экспоненциально, как и у стареющих животных 
или людей [15, 16].

Как было указано нами ранее, лучшим спо-
собом оценки влияния того или иного геропро-
тектора на старение является построение кривых 

выживания/вымирания (survival/death curves) 
изучаемых модельных объектов. Построение и 
анализ кривых гибели непересеваемых культур 
клеток позволяют нам тестировать геропротек-
торы. Кроме того, мы получаем целый набор 
дополнительных параметров – среднюю и мак-
симальную продолжительность жизни, скорость 
вымирания, силу смертности. Так как дисперсия 
на «хвосте» кривой увеличивается из-за увели-
чения гетерогенности популяции и уменьшения 
абсолютного количества клеток, мы заменили 
понятие максимальной продолжительности жиз-
ни на ПЖ90. В большинстве экспериментов мы 
оценивали полный цикл жизни культуры – рост, 
пребывание в стационарной фазе и вымирание 
[17–19]. Такой подход позволил нам условно 
разделить культуры по «возрасту». «Молодой» 
мы называем культуру, находящуюся в логариф-
мической фазе роста, «зрелой» – культуру, ко-
торая пребывают в стационарной фазе в течение 
2–4 сут, «старой» – культуру в фазе вымирания.

Получать кривые для клеточных популяций 
проще, чем для некоторых модельных организ-
мов, которые могут существовать длительное 
время, однако исследователь сталкивается с дру-
гой проблемой – не вполне понятно, с какого 
момента можно считать когорту сформировав-
шейся. Клетки в начале опыта стремительно 
делятся, затем их пролиферация замедляется и 
прекращается, что совпадает с началом фазы 
«плато». Мы приняли решение принимать за 
нулевое время (время «рождения» когорты) мо-
мент перехода культуры в «стационарную фазу» 
из фазы логарифмического роста (t0). От этого 
момента мы производим аппроксимацию с по-
мощью уравнения Гомпертца и рассчитываем 

все показатели.
Важно отметить, что для экспери-

ментов с использованием модели «ста-
ционарного старения» и анализом кри-
вых гибели клеточной культуры лучше 
не использовать нормальные (дипло-
идные) клетки, которые имеют «тело-
мерный счётчик», так как это может 
вносить дополнительные искажения в 
получаемые кривые. В частности, рост 
однозначно будет различаться для двух 
культур, находящихся на разных пас-
сажах, а от характера роста напрямую 
зависит вымирание культуры. В связи 
с этим, лучше использовать трансфор-
мированные или иммортализованные 
клетки, не имеющие пролиферативных 
ограничений [20].

Надо отметить, что в исследованиях 
с использованием модели хронологиче-

Рис. 2. Кривая гибели стационарной культуры клеток китайского 
хомячка. Ломаная линия – экспериментальные данные; сплош-
ная линия – кривая, аппроксимированная в соответствии с урав-
нением Гомпертца (R2 = 0,983); прерывистая линия – увеличение 
силы смертности со временем (логарифмическая шкала).



ского старения дрожжей также оценива-
ют хронологическую продолжительность 
жизни культуры (среднее и максимальное 
время её выживания) [21, 22]. В таких ис-
следованиях строятся кривые вымирания, 
однако нам не встречались работы, в ко-
торых была бы проведена аппроксимация 
полученных результатов. Более того, часто 
по форме кривых вымирания дрожжей 
видно, что их не получится аппроксими-
ровать с помощью уравнения Гомпертца, 
так как на этих кривых нет так называе-
мого «плеча». Такое «плечо» возникает в 
некоторых исследованиях, где изменяют 
условия культивирования, например, до-
бавляют буфер [23] или изменяют состав 
питательных сред [11]. Это означает, что 
только при определённых условиях мож-
но говорить о «старении» дрожжей [24], во 
многих случаях экспериментаторы изуча-
ют вымирание от других причин – исто-
щение питательных веществ или отравле-
ние продуктами распада, но не старение. 

В нашем эксперименте, проведённом 
ещё в 2015 г., при нашей обычной обра-
ботке данных мы не обнаружили геропро-
текторного эффекта у исследуемого препа-
рата «Квинтон», или QMP (Quinton Marine 
Plasma) [17]. Мы оценивали различия 
только в отдельных точках и обнаружили, 
что в случае замены 44,4% среды Игла в 
модификации Дульбекко физиологиче-
ским раствором или QMP плотность куль-
туры клеток китайского хомячка на 5-е сут 
в группе «физраствор» достоверно выше, 
чем в двух других (рис. 3А), также выше 
она на 31-е и 36-е сут в этой же группе, но 
по сравнению только лишь с контрольны-
ми показателями (рис. 3А). Такие резуль-
таты, на первый взгляд, свидетельствуют о 
том, что добавление физраствора улучшает 
пролиферативную активность клеток и их 
выживаемость в поздней стационарной фазе, а 
препарат QMP никак не действует на культуру. 
Однако более детальный анализ данных о выми-
рании с использованием нашего клеточно-кине-
тического подхода показал, что СПЖ культуры, 
выращенной на физрастворе, ниже на 17%, а 
культуры, выращенной на QMP, – выше на 7%, 
чем    в    контроле   (СПЖконтроль = 20,2 сут, 
СПЖфизраствор = 16,8 сут, СПЖQMP = 21,56  сут; t0 – 
5 сут). Вымирание в группе «физраствор» проис-
ходило не в соответствии с уравнением Гомперт-
ца (рис. 3Б), а по прямой, что свидетельствует 
о худшем состоянии культуры, чем в двух дру-
гих группах. Можно полагать, что в этой группе 

небольшая часть популяции клеток существует 
длительное время (даже больше, чем в двух дру-
гих группах: ПЖ90физраствор = 32 сут, ПЖ90контроль 
= 27 сут, ПЖ90QMP = 30 сут), но до середины 
эксперимента (приблизительно 20-е сут) дожи-
вает меньше клеток, чем в двух других группах 
(ПЖ50физраствор = 16 сут;    ПЖ50контроль = 22 сут, 
ПЖ50QMP = 23 сут). В группе «QMP» МПЖ, на-
ряду с СПЖ и ПЖ90, оказывается выше, чем 
в контрольной группе (МПЖконтроль = 22,8 сут, 
МПЖQMP = 23,7 сут, МПЖфизраствор = 11 сут). Во 
всех трёх группах достоверно различаются рас-
пределения величин продолжительности жизни, 
при этом аппроксимированная кривая выжива-

Рис. 3. Влияние разбавления на 44,4% среды Игла в модифи-
кации Дульбекко физиологическим раствором или препаратом 
«Квинтон» (QMP) на кинетику роста и «стационарное старение» 
культуры клеток китайского хомячка. А – экспериментальные 
данные с наложенной аппроксимацией (пунктирные линии); 
Б – только аппроксимация уравнением Гомпертца. Приведе-
ны средние ± стандартные ошибки среднего. * – достоверное 
отличие от контрольной группы, # – достоверное отличие и от 
контрольной группы, и от группы «QMP»; p<0,05.
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     Aging organisms die out in accordance with the «Gompertz law», i.e. the 
probability of their death increases with age. Survival curve construction is the main 
tool for gerontologists to study aging and test anti-aging drugs. The analysis of survival 
curves includes obtaining some indices characterizing aging of the population, for 
example, average and maximum life span, mortality rate, and aging rate. Testing of 
geroprotectors can be correctly performed only by obtaining such curves. The dying 
out of stationary cell populations – bacteria, yeast, and mammalian cell cultures – 
also occurs in accordance with the Gompertz equation. In this regard, it is reasonable 
to use the construction of survival curves and their analysis to study the «aging» of 
non-subcultured cell cultures and testing of anti-aging drugs on them. We used this 
approach in our own experiments, due to which we were able to detect the positive  
anti-aging effect of the Quinton Marine Plasma on stationary phase aging culture of 
Chinese hamster cells.
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