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РЕФЕРАТ

В настоящее время наиболее часто в качестве экспериментальной модельной системы в биологических исследованиях используют 
культуры клеток. Однако для корректного планирования исследований с использованием данной модельной системы требуется 
учитывать множество аспектов. Так, для возможности правильной оценки действия радиозащитных препаратов на клетки пред-
варительно нужно изучить влияние данных веществ на свойства клеток в культуре. И главным таким свойством для работ с ис-
пользованием планшетных ридеров является способность клеток к адгезии на дне планшета и скорость пролиферации клеток. 
Настоящая работа посвящена изучению влияния рибоксина (инозина), медного хлорофиллина, тролокса и индралина на ростовые 
свойства клеток в культуре на примере клеточной линии A549 – аденокарциномы лёгкого человека. Рибоксин, хлорофиллин и 
тролокс являются перспективными соединениями с точки зрения изучения их радиозащитных свойств. Индралин – это эталонный 
классический радиопротектор. В настоящем исследовании использована его водорастворимая форма, содержащая винную кис-
лоту, для возможности растворения индралина в воде. Эксперимент заключался в инкубации клеток линии A549 в течение суток 
в растворе рибоксина (инозина), медного хлорофиллина, тролокса или винной кислоты концентрацией 2 мМ или в смеси 2 мМ 
винной кислоты и 1,9 мМ индралина с последующей оценкой содержания клеток в пробах по сравнению с клетками, инкубиро-
ванными без внесения указанных веществ, на основании флуоресценции красителя Hoechst-33342. Дополнительный эксперимент 
с хлорофиллином заключался в инкубации уже прикрепившихся ко дну планшета клеток с хлорофиллином в диапазоне концен-
траций 50–500 мкМ в течение 2,5 ч с последующей оценкой содержания оставшихся в планшете клеток. Все изучаемые вещества 
статистически значимо показали снижение содержания клеток в пробах по cравнению с контролем. В наибольшей степени сни-
жение содержания клеток наблюдалось в пробе с хлорофиллином, в наименьшей – с рибоксином. В результате дополнительного 
опыта по инкубации уже прикрепившихся клеток в растворе хлорофиллина концентрациями 50–500 мкМ было показано, что 
данное вещество дозозависимо угнетает адгезивные свойства клеток линии A549. При этом хлорофиллин уже в концентрации 
50 мкМ статистически значимо снижал содержание клеток в пробе после отмывки лунок планшета по сравнению с контрольной 
пробой. Снижение содержания клеток в пробе, содержащей смесь индралина и винной кислоты, было статистически значимо бо-
лее выраженным, чем вызванное инкубацией в растворе только винной кислоты. То есть, признанный радиопротектор индралин 
продемонстрировал выраженное угнетение ростовых свойств клеток линии A549. На основании полученной информации можно 
сделать вывод о том, что при планировании будущих исследований изученных в настоящей работе веществ на модели культуры 
клеток необходимо учитывать тот факт, что они угнетают рост клеточной культуры.
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ABSTRACT

Currently, cell cultures are most often used as an experimental model system in biological research. However, to correctly plan studies using 
this model system, many aspects must be taken into account. Thus, to be able to correctly assess the effect of radioprotective drugs on cells, it 
is first necessary to study the effect of these substances on the properties of cells in culture. And the main property for work using plate read-
ers is the ability of cells to adhere to the bottom of the plate and the rate of cell proliferation. This work is devoted to the study of human ri-
boxin (inosine), copper chlorophyllin, trolox and indralin, the growth properties of cells in a culture based on the A549 cell line - human lung 
adenocarcinoma. Riboxin, chlorophyllin and trolox are promising compounds that make it possible to study their radioprotective properties. 
Indralin is a reference classic radioprotector. This process used a water-soluble form containing tartaric acid to allow indralin to dissolve 
in water. The experiment consisted of incubating A549 cells for 24 hours in a solution of riboxin (inosine), copper chlorophyllin, Trolox or 
tartaric acid at a concentration of 2 mM or in a mixture of 2 mM tartaric acid and 1.9 mM indralin, followed by assessment of the cell content 
in the samples compared to cells incubated without the addition of these substances, based on the fluorescence of the Hoechst-33342 dye. An 
additional experiment with chlorophyllin consisted in incubating cells with chlorophyllin already attached to the bottom of the tablet in the 
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Введение
В настоящее время весьма широко используются 

культуры клеток в качестве экспериментальной мо-
дельной системы в радиобиологических исследованиях  
[1–4]. Поэтому крайне важным представляется разработ-
ка корректной методологии проведения научных иссле-
дований с использованием данной модельной системы.

Так, для корректного планирования исследований с 
использованием культур клеток необходимо учитывать 
множество аспектов. И, если речь идёт об исследовании 
влияния различных факторов на клетки, например изу-
чение способности различных веществ смягчать послед-
ствия воздействия ионизирующего излучения, то нужно 
понимать, как эти факторы по-отдельности действуют 
на клетки. Именно поэтому перед проведением иссле-
дований действия радиозащитных препаратов на модели 
культур клеток предварительно нужно изучить влияние 
данных веществ на свойства данных культур.

По причине широкого распространения в последнее 
время работ с использованием планшетных ридеров 
и визуализирующих микроскопов особо актуальным 
представляется исследование влияния признанных и 
перспективных радиозащитных препаратов на способ-
ность клеток к адгезии на дне планшета и на скорость 
пролиферации клеток. К примеру, ранее нами было по-
казано, что янтарная и аскорбиновая кислоты угнетают 
ростовые свойства клеток линии A549 в культуре [5]. 

Цель настоящей работы – изучить влияние рибокси-
на (инозина), медного хлорофиллина, тролокса и индра-
лина на ростовые свойства клеток в культуре на примере 
клеточной линии A549 – аденокарциномы лёгкого чело-
века. Формулы изучаемых веществ приведены на рис. 1.

Выбор данных веществ обусловлен сообщениями 
об их радиозащитных свойствах. Так, известно, что ри-
боксин обладает генопортекторным эффектом [6–8], а 
также при введении животным после облучения повы-
шает уровень их выживаемости [9, 10]. Но при этом в 
литературе имеются сведения о возможной цитостати-
ческой активности рибоксина [11]. Поэтому проведение 
настоящего эксперимента с данным веществом весьма 
актуально.

Тролокс – это водорастворимая форма витамина E, в 
ряде исследований данное вещество применяется в ка-
честве эталонного антиоксиданта [12, 13]. А так как со-
стояние окислительного стресса является одной из глав-
ных составляющих биологического действия ионизи-
рующего излучения [14, 15], можно предположить, что 
антиоксидант может проявить радиозащитный эффект. 
К слову, имеются сообщения, что тролокс снижает сте-
пень негативных последствий действия ионизирующего 
[13] и неионизирующего [16] излучений.

concentration range of 50–500 μM for 2.5 hours, followed by an assessment of the content of the remaining cells in the tablet. All studied 
substances statistically significantly reduced the cell content in the samples compared to the control. The greatest decrease in cell content 
was observed in the sample with chlorophyllin, and the least – with riboxin. As a result of additional experience in incubating already at-
tached cells in chlorophyllin solution with concentrations of 50–500 μM, it was shown that this substance dose-dependently inhibits the 
adhesive properties of cells of the A549 line. At the same time, chlorophyllin already at a concentration of 50 μM statistically significantly 
reduced the cell content in the sample after washing the wells of the tablet compared with the control sample.
The decrease in cell content in the sample containing a mixture of indralin and tartaric acid was statistically significantly more pronounced 
than that caused by incubation in a solution of tartaric acid alone. That is, the recognized radioprotector indralin demonstrated a pronounced 
inhibition of the growth properties of the A549 cell line. Based on the information obtained, we can conclude that when planning future 
studies of the substances studied in this work on a cell culture model, it is necessary to take into account the fact that they inhibit the growth 
of the cell culture.

Keywords: cell culture, A549, riboxin, copper chlorophyllin, trolox, indralin, tartaric acid, influence estimation
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Рис. 1. Структурные формулы изучаемых веществ: (А) хлорофиллин 
в форме медного комплекса хлорина e6; (Б) индралин, используемый 
в виде смеси с винной кислотой; (В) рибоксин; (Г) тролокс; (Д) L(+)-

винная кислота
Fig. 1. Structural formulas of the studied substances: (А) chlorophyllin in 

the form of a copper complex of chloride e6; (Б) indralin, used in a mixture 
with tartaric acid; (В) riboxin; (Г) trolox; (Д) L(+)-tartaric acid

А			     Б

Кроме того, авторы [17] сообщают о противоопухо-
левой активности конъюгатов тролокса с нитроксидами. 
Таким образом, тролокс вполне может обладать цитоста-
тическим действием на клеточные культуры. Поэтому в 
настоящей работе изучается влияние данного вещества 
на ростовые свойства клеток аденокарциномы лёгкого.

К перспективным радиозащитным средствам также 
можно отнести и препараты на основе зелёного пигмен-
та растений хлорофилла. В литературе есть сообщения о 
радиозащитных свойствах самого хлорофилла [18, 19]. 
Однако существенно чаще предметом изучения радио-
защитных свойств выступал водорастворимый продукт 
омыления хлорофилла – хлорофиллин [20–25]. Анализ 
информации о радиозащитных свойствах препаратов на 
основе хлорофилла представлен в обзоре [26].

Для большей устойчивости соединения при произ-
водстве хлорофиллина координированный атом магния, 

В

Г			       Д
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имеющий место в хлорофилле растений, заменяется 
на атом меди. А циклопентановое кольцо хлорофилли-
на часто распадается. В этом случае хлорофиллин-a, 
превращается в вещество, называемое хлорином e6  
(рис. 1А). И очень часто именно хлорин e6 продаётся 
фирмами-изготовителями химических реактивов под 
названием «хлорофиллин».

Анализируя работы, в которых изучали различные 
свойства хлорофиллина, чаще всего невозможно опре-
делить, использовали ли в них непосредственно сам 
медный хлорофиллин или медный комплекс хлорина 
e6. Однако ввиду практически полной аналогичности 
данных молекул, их свойства должны быть если не ана-
логичными, то весьма схожими. И так как исторически 
сложилось, что словом «хлорофиллин» также называют 
и хлорин e6, что в препарате хлорофиллина могут при-
сутствовать оба вещества и что явных отличий между 
веществами нет, мы считаем, что, по крайней мере на 
первом этапе исследований, когда в нашем распоряже-
нии нет собственного производства порфиринов, вполне 
можно не заострять внимания на разнице между хлоро-
филлином и хлорином  e6 и, подобно другим авторам и 
производителям реактивов, называть оба вещества сло-
вом «хлорофиллин».

В литературе имеется много сообщений об угнете-
нии хлорофиллином раковых клеток [27–31]. Поэтому 
проводимое в настоящей работе изучение влияния дан-
ного вещества на ростовые свойства клеточной линии 
A549 аденокарциномы лёгкого необходимо для адек-
ватного планирования будущих работ по изучению дей-
ствия хлорофиллина на клетки, подвергнутые влиянию 
других факторов, включая ионизирующее излучение.

Индралин – это эталонный классический радиопро-
тектор [32, 33]. С ним сравнивают эффекты других ра-
диозащитных веществ в различных исследованиях [6, 7, 
34–37]. Поэтому в настоящей работе мы также изучили 
влияние индралина на ростовые свойства клеток линии 
A549.

Индралин сам по себе не растворяется в воде. Поэто-
му мы использовали его в виде смеси с винной кислотой 
в соотношении, близком к эквимолярному. В подобном 
виде индралин используют в работах, предполагающих 
его введение в организм подопытным животных в виде 
инъекционной формы [7, 34].

Однако дополнительное (помимо индралина) нали-
чие в культуральной среде винной кислоты затрудняет 
интерпретацию результатов эксперимента по изучению 
влияния индралина на ростовые свойства клеток аде-
нокарциномы лёгкого. Поэтому мы также провели ана-
логичный эксперимент с раствором винной кислоты, в 
котором её концентрация соответствует таковой в смеси 
с индралином.

Данные измерения мы посчитали обязательными для 
проведения по причине имеющейся в литературе инфор-
мации о том, что различные производные винной кисло-
ты обладают противоопухолевой активностью [38–42]. 
А потому винная кислота может сама по себе угнетать 
рост клеток линии A549 в культуре.

Материал и методы
Эксперимент проводился в 96-луночном планшете с 

использованием клеточной линии аденокарциномы лёг-
кого человека, A549 (American Type Culture Collection, 
США). В ячейки планшета мы вносили по 20000 клеток 
в 100 мкл полной среды RPMI 1640. Среда была приго-
товлена путём добавления к 450 мл среды RPMI Medium 
1640 1x (GIBCO (Life Technologies (Invitrogen)), США) 
50 мл инактивированной Fetal bovine serum (Thermo 

Fisher Scientific США), 146 мг L-глутамина (ПанЭко, 
РФ), смеси 25000 ед. пенициллина и 25 мг стрептоми-
цина (ПанЭко, Россия). Далее в ячейки планшета было 
внесено по 100 мкл следующих растворов: 4 мМ тролокс 
(Sigma-Aldrich, Merck, США), медный хлорофиллин 
(Macklin, Китай), 4 мМ рибоксин (ОАО «Дальхимфарм», 
Россия), 4 мМ винная кислота (Macklin, Китай) или 
смесь 3,79 мМ индралина (НПЦ «Фармзащита», Россия) 
и 4 мМ винной кислоты (Китай). В итоге концентрация 
данных веществ, за исключением индралина, в планше-
те составила 2 мМ, концентрация индралина – 1,9 мМ.

Далее планшет инкубировался в течение суток в 
CO2-инкубаторе при 37 °C. После этого из каждой ячей-
ки было отобрано по 40 мкл клеточной среды и вне-
сено 40 мкл раствора флуоресцирующего красителя 
Hoechst-33342 (Thermo Fisher Scientific Inc., США) кон-
центрацией 5 мкг/мл (8,1 мкМ). Данный флуорофор свя-
зывается с ДНК, поэтому по его флуоресценции можно 
оценивать содержание клеток в пробах [43, 44].

Далее с использованием планшетного флуориметра 
FLUOstar Omega (BMG LABTECH, Германия) была за-
регистрирована интенсивность флуоресценции (коэф-
фициент усиления 1500) на длине волны 460 нм при воз-
буждении проб светом длиной волны 355 нм. В качестве 
пробы сравнения, значение интенсивности флуоресцен-
ции в которой вычиталось из таковых значений в дру-
гих пробах, выступила проба, в которой присутствовали 
окрашенные Hoechst-33342 клетки без внесения изуча-
емых веществ. Каждая проба выполнялась в 8 повтор-
ностях.

Изучение способности хлорофиллина различных 
концентраций подавлять адгезивные свойства 
клеток линии A549
Эксперимент так же, как и предыдущий, проводил-

ся в 96-луночном планшете с использованием клеточ-
ной линии аденокарциномы лёгкого человека A549. В 
ячейки планшета мы вносили по 25 000 клеток в 100 
мкл полной среды RPMI 1640 без внесения сыворот-
ки. Далее планшет с клетками инкубировался в CO2-
инкубаторе при температуре 37 °C. После этого в пробы 
было внесено по 100 мкл растворов хлорофиллина так, 
чтобы итоговая концентрация хлорофиллина в пробах 
находилась в диапазоне 50–500 мкМ. В контрольные 
пробы было внесено 100 мкл среды. Далее пробы инку-
бировались при температуре 37 °C в течение 2,5 ч, по-
сле чего из лунок планшета было отобрано по 150 мкл 
среды и внесено по 50 мкл раствора флуоресцентного 
красителя Hoechst-33342 концентрацией 2 мкг/мл. По-
сле этого пробы инкубировались в течение 10 мин при 
температуре 37 °C, после чего из них было отобрано по 
90 мкл среды и внесено по 190 мкл полной среды RPMI 
1640 без бычьей сыворотки. Далее пробы инкубирова-
лись в течение часа при температуре 37 °C. После этого 
из проб было отобрано по 190 мкл среды и внесено по 
50 мкл фосфатного буфера, приготовленного путём рас-
творения таблеток PBS (Thermo Fisher Scientific, США) 
в деионизированной воде. Далее была зарегистрирована 
интенсивность флуоресценции проб на длине волны 460 
нм при возбуждении проб светом с длиной волны 355 нм 
с использованием планшетного флуориметра FLUOstar 
Omega с установленным значением gain-factor, равным 
1300. В качестве пробы сравнения, значение интенсив-
ности флуоресценции в которой вычиталось из таковых 
значений в других пробах, выступила проба, в которую 
вносились только клетки в среде, без внесения изучае-
мых препаратов. Каждая проба выполнялась в 8 повтор-
ностях.
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Результаты
На рис. 2 представлены средние значения интенсив-

ности флуоресценции в образцах, в течение суток инку-
бированных в 2 мМ растворах тролокса, хлорофиллина, 
рибоксина, винной кислоты и смеси 1,9 мМ индралина и 
2 мМ винной кислоты.

Рис. 2. Уменьшение интенсивности флуоресценции 
Hoechst-33342 (рабочая концентрация 1 мкг/мл (1,62 мкМ)) под дей-
ствием тролокса, хлорофиллина, рибоксина, винной кислоты и смеси 

индралина и винной кислоты по сравнению с контрольной пробой 
после суточной инкубации – доказательство торможения роста клеток 

в культуре под действием данных веществ. *статистически значи-
мое (p = 95 %) отличие от контроля (клетки без внесения указанных 
веществ), данные представлены в виде среднего арифметического ± 

предельная погрешность среднего
Fig. 2. Reduction of fluorescence intensity Hoechst-33342 (working con-
centration of 1 μg/ml (1.62 μM)) under the action of trolox, chlorophyllin, 
riboxin, tartaric acid and a mixture of indralin and tartaric acid compared 
with the control sample after daily incubation – evidence of inhibition of 
cell growth in culture under the action of these substances. *statistically 

significant (p = 95 %) difference from the control (cells without the intro-
duction of these substances), the data are presented in the form of arithme-

tic mean ± marginal error of the mean

Как видно из данных, представленных на рис. 2, все 
изучаемые вещества статистически значимо влияют на 
ростовые свойства культуры клеток в сторону их угнете-
ния. При этом наибольшее угнетение оказывает медный 
хлорофиллин. Существенное угнетение наблюдается и 
под действием тролокса и индралина. Для последнего 
необходимо указать, что угнетение ростовых свойств 
A549 смесью индралина и винной кислоты статисти-
чески значимо превосходит таковое для чистой винной 
кислоты, хотя она также значимо уменьшает содержание 
клеток в пробе относительно контроля.

Хотя 2 мМ рибоксин также статистически значимо 
уменьшает содержание клеток в пробе, его влияние, по 
сравнению с другими изучаемыми веществами, мини-
мально. Относительно небольшой эффект оказывает и 
чистая винная кислота.

Изучение способности хлорофиллина различных 
концентраций подавлять адгезивные свойства 
клеток линии A549
Так как медный хлорофиллин показал наиболее вы-

раженное угнетение ростовых свойств клеток линии 
A549, мы провели также эксперимент по изучению вли-
яния данного вещества на адгезивные свойства уже при-
крепившихся ко дну лунок планшета клеток указанной 
линии, иными словами – по изучению способности хло-

рофиллина откреплять клетки, прикрепившиеся ко дну 
планшета. При этом мы использовали хлорофиллин в 
существенно меньших концентрациях, чем в основном 
эксперименте: вместо 2 мМ хлорофиллина – хлорофил-
лин в диапазоне концентраций 50–500 мкМ.

В описываемом дополнительном эксперименте с хло-
рофиллином изучалось не общее влияние данного веще-
ства на ростовые свойства клеток линии A549 как сово-
купность адгезивных и пролиферативных их свойств, а 
именно его влияние на способность клеток оставаться 
прикреплёнными к субстрату – дну лунок планшета. 
Для этого мы вносили хлорофиллин в лунки планшета 
не вместе с клетками, а только спустя 12 ч после вне-
сения в них клеточной суспензии. За это время клетки 
аденокарциномы успевают полноценно прикрепиться 
к субстрату. А так как указанный опыт не предполагал 
того, что клетки должны активно делиться, мы исполь-
зовали питательную среду без добавления сыворотки.

Клетки инкубировались в растворах хлорофиллина 
в течение 2,5 ч, после чего они были окрашены краси-
телем Hoechst-33342. При замене среды при отмывке 
от не проникшего в клетки красителя и перед началом 
измерений на флуориметре клетки, под действием хло-
рофиллина открепившиеся от дна лунок планшета, заби-
рались вместе со средой. Поэтому к моменту регистра-
ции флуоресценции в лунках планшета оставались лишь 
клетки, по-прежнему прикреплённые к их дну. Поэтому 
на основании снижения интенсивности флуоресценции 
Hoechst-33342, светящегося при связывании с ДНК, 
можно говорить об угнетении хлорофиллином адгезив-
ных свойств клеток в соответствующих пробах.

В роли референсной пробы в данном эксперимен-
те, в отличие от основного, описываемого в настоящей 
статье, выступали неокрашенные Hoechst-33342 клетки. 
Это позволило оценивать то, какая доля клеток сохра-
няет адгезивные свойства после инкубации в растворах 
хлорофиллина.

В табл. 1 представлены данные об интенсивности 
флуоресценции Hoechst-33342 в пробах, предваритель-
но подвергшихся инкубации в присутствии хлорофил-
лина различных концентраций.

Таблица 1
Интенсивность флуоресценции в канале ex355/em460 клеток линии 
A549, окрашенных Hoechst-33342, предварительно инкубированных 
в хлорофиллине различных концентраций. Данные представлены 

в виде среднего арифметического ± предельная погрешность 
среднего при доверительной вероятного 99 %

Fluorescence intensity in the ex 355/em460 channel of cells of the A549 
line stained with Hoechst-33342, pre-incubated in chlorophyllin of 

various concentrations. The data is presented as an arithmetic mean ± 
the marginal error of the mean with a confidence probability of 99 %

Концентрация 
хлорофиллина, мкМ

Интенсивность флуоресценции в канале 
ex355/em460, о.е.

0 56974 ± 3863

50 43182 ± 5436

100 31603 ± 6494

150 27262 ± 6706

200 19905 ± 6384

250 18756 ± 4994

300 15658 ± 4820

350 14847 ± 2371

400 10460 ± 1768

500 7293 ± 2741
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Из представленных в табл. 1 сведений следует, что 
хлорофиллин дозозависимо снижает число клеток в 
пробах. Для унификации полученных данных мы про-
вели их обработку, заключающуюся в делении значений 
интенсивности флуоресценции Hoechst-33342 в пробах, 
инкубированных в хлофиллине, на значение интенсив-
ности флуоресценции Hoechst-33342 в контрольной 
пробе, не подвергнутой влиянию хлорофиллина. Таким 
образом мы получили примерную зависимость доли 
клеток, сохраняющих способность удерживаться на дне 
планшета, от концентрации раствора хлорофиллина, в 
котором данные клетки предварительно были проинку-
бированы.

Зависимость относительной интенсивности флуо-
ресценции Hoechst-33342 от концентрации хлорофилли-
на в пробах, инкубированных в растворах хлорофиллина 
различных концентраций, по отношению к её уровню в 
контрольной, не подверженной влиянию хлорофиллина, 
приведена на рис. 3.

Рис. 3. Относительная интенсивность флуоресценции в канале ex355/
em460 по отношению к пробе, не содержащей хлорофиллин, проб с 
клетками линии A549, окрашенных Hoechst-33342, предварительно 

инкубированных в хлорофиллине концентрацией до 500 мкМ. 
Jrel. – отношение интенсивности флуоресценции в опытной пробе к 

интенсивности флуоресценции пробы, не содержащей хлорофиллин. 
C – концентрация хлорофиллина в среде, в которой предварительно 
были инкубированы клетки, мкМ. R2 – коэффициент достоверности 

аппроксимации, p = 0,99
Fig. 3. The relative intensity of fluorescence in the ex 355/em460 channel 

in relation to the chlorophyllin-free sample of samples with cells of the 
A549 line stained with Hoechst-33342, pre-incubated in chlorophyllin 

concentration up to 500 μM. Jrel. – the ratio of the fluorescence intensity in 
the experimental sample to the fluorescence intensity of the sample that 
does not contain chlorophyllin. C – the concentration of chlorophyllin in 
the medium in which the cells were previously incubated, μM. R2 is the 

confidence coefficient of the approximation, p = 0.99

На основании данных, представленных в таблице 
1 и на рис. 3, можно говорить о том, что хлорофиллин 
уже в относительно небольших концентрациях, от 50 
мкМ, угнетает способность клеток аденокарциномы 
лёгкого связываться с субстратом. При этом необходимо 
учитывать, что потеря способности клетками продол-
жать оставаться связанными с субстратом вызвана су-
щественным угнетением их метаболизма и снижением 
жизнеспособности.

Обсуждение результатов
Полученные в настоящей работе результаты каса-

тельно угнетения ростовых свойств клеток линии A549 
под действием медного хлорофиллина, тролокса, рибок-
сина, винной кислоты и индралина вносят существен-
ные коррективы в алгоритм проведения исследований 
c участием данных веществ при использовании куль-

тур клеток в качестве экспериментальных модельных 
систем. Так, некорректной становится схема экспери-
мента, предполагающая высевание клеток в планшеты 
со средой, содержащей изученные в настоящей работе 
препараты, и длительную инкубацию клеток с целью на-
ращения клеточной популяции в пробах с последующим 
влиянием на них каким-либо фактором и изучением раз-
личных свойств клеток без проверки количественного 
содержания клеток в пробах и/или их нормирования.

То есть при проведении экспериментов, предполага-
ющих длительную предварительную инкубацию клеток 
в растворах изученных в настоящей работе веществ, не-
обходимо учитывать то, что число клеток в данных про-
бах будет ниже такового в пробах, в которые указанные 
вещества не вносятся.

Угнетение ростовых свойств клеток линии A549 под 
действием рибоксина (инозина) по сравнению с клетка-
ми, инкубированными в чистой среде RPMI 1640, хотя 
и минимально, по сравнению с другими изученными 
в настоящей работе веществами, но всё же статисти-
чески значимо. Данный результат нас удивил в связи с 
тем, что рибоксин считается стимулятором клеточного 
метаболизма, приводящим к увеличению активности и 
жизнеспособности клеток, так как нуклеозиды являют-
ся естественными метаболитами, а общим их свойством 
является способность усиливать анаболические процес-
сы по механизму субстратного регулирования, что при-
водит к интенсификации синтеза белка и нуклеиновых 
кислот и ускорению процессов репарации радиацион-
ных повреждений ДНК [45]. Хотя авторы [11] сообщают 
о цитостатическом действии производного рибоксина на 
линию опухолевых клеток.

Поэтому наш результат нельзя считать всё же в корне 
расходящимся с имеющимися в литературе представле-
ниями. Можно предположить, что включение инозина 
в мРНК и тРНК может способствовать изменению про-
теома клеток [46], что теоретически может снизить их 
жизнеспособность, способность к пролиферации или 
адгезии на дне планшета.

Тролокс является классическим антиоксидантом. 
Согласно литературным данным, антиоксиданты спо-
собствуют пролиферации клеток [47–49]. Однако также 
имеются данные о том, что обладающие антиоксидант-
ными свойствами индол-3-карбинол и ресвератрол явля-
ются антипролиферативными агентами для опухолевых 
клеток [50]. А сообщение авторов [17] о противоопухо-
левой активности конъюгатов тролокса с нитроксидами 
придаёт некую закономерность полученному нами ре-
зультату.

Кроме того, имеются данные о том, что токоферол 
(тролокс – это растворимая в воде его форма) может уг-
нетать некоторые формы рака [51, 52]. Однако в указан-
ных исследованиях описанный эффект достигался при 
совместном использовании витамина E с другим веще-
ством.

Здесь вполне можно упомянуть и наше собственное 
исследование [5], в ходе которого показан схожий с опи-
сываемым нами в настоящей работе эффект угнетения 
2 мМ аскорбиновой кислотой ростовых свойств клеток 
линии A549.

Таким образом, влияние антиоксидантов на проли-
ферацию клеток не является однозначным. При этом, 
вполне возможно, что способность некоторых из них 
подавлять рост определенных клеток обусловлена не их 
именно антиоксидантными свойствами, а другими при-
чинами.

Медный хлорофиллин показал наибольший эффект 
по угнетению ростовых свойств клеток аденокарцино-
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мы лёгкого. При этом данное подавление обусловлено не 
только торможением пролиферации клеток, но и угнете-
нием способности клеток к адгезии на дно лунки план-
шета. Последнее было доказано в ходе дополнительного 
эксперимента, в результате которого было показано, что 
хлорофиллин даже в концентрации 50 мкМ не только не 
даёт клеткам аденокарциномы лёгкого прикрепляться к 
субстрату, но и способствует отделению от него уже при-
крепившихся клеток. И доля таких открепляющихся кле-
ток увеличивается с ростом концентрации хлорофиллина.

Если обращаться к литературе, то сведения относи-
тельно влияния хлорофиллина на рост раковых клеток 
носят противоречивый характер. Большое число иссле-
дователей сообщает об угнетении раковых клеток под 
действием хлорофиллина [27–31]. Однако авторы [53] 
показали, что хлорофиллин защищает клетки от цито-
статического и цитотоксического действия хинакрино-
вого иприта.

Прямо противоположные по смыслу сообщения в 
литературе и самое выраженное, относительно других 
изученных нами веществ, подавление хлорофиллином 
ростовых свойств клеток линии A549 делают данное 
вещество наиболее интересным для дальнейших ис-
следований. Для понимания общей картины влияния 
хлорофиллина на ростовые свойства клеток в культуре 
необходимо проведение экспериментов на различных 
клеточных линиях.

В целом, полученные сведения о подавлении росто-
вых свойств клеток аденокарциномы лёгкого в культуре 
веществами, обладающими радиозащитным действием, 
кажется весьма интересным. И полученный результат 
приводит к мысли о том, что, вполне возможно, комби-
нированное применение данных веществ совместно с 
лучевой терапией онкологических заболеваний может 
повысить её эффективность.

Считаем необходимым заметить, что широко при-
меняемый на Западе радиопротектор амифостин широ-
ко используется при лучевой терапии онкологических 
больных [54].

Если говорить о табельном отечественном радио-
протекторе индралине, то эффект подавления ростовых 
свойств клеток линии A549 под действием его в смеси 
с винной кислотой значимо превосходит эффект самой 
винной кислоты. Это позволяет предположить, что ин-
дралин также угнетает ростовые свойства клеток в куль-
туре.

Индралин является агонистом α1-адренорецепторов, 
именно это его свойство обеспечивает проявление им 
радиозащитного эффекта в следствие создания гипоксии 
в тканях по причине сужения кровеносных сосудов [32].

Достоверной информации касательно влияния ве-
ществ с подобными свойствами на ростовые свойства 
клеток в культуре нам найти не удалось. Однако извест-
но, что агонисты β-адренорецепторов стимулируют про-
цессы пролиферации и метастазирования в раке молоч-

ной железы, прямой кишки, предстательной и поджелу-
дочной желёз и аденокарциноме лёгкого [55].

То есть, вещества из этих двух групп могут обладать 
противоположными свойствами. Однако здесь необхо-
димо учитывать, что какие-либо эффекты при обработке 
культуры клеток тем или иным веществом могут карди-
нальным образом отличаться от эффектов при воздей-
ствии данного вещества на целый организм. Поэтому 
для окончательных выводов касательно влияния изучен-
ных нами веществ на рост клеток необходимо проведе-
ние обширных исследований на различных эксперимен-
тальных модельных системах.

А если говорить об исследованиях на культуре кле-
ток, то здесь целесообразным мы считаем повторение 
проведённого нами в настоящей работе эксперимента с 
использованием других клеточных линий, причём среди 
них должна также быть и линия неоопухолевых клеток, 
такие культуры часто называют диплоидными [56, 57]. 
В этом случае появится понимание того, на сколько уни-
версальны описанные нами эффекты.

Заключение
Таким образом, мы на основании флуоресценции 

красителя Hoechst-33342, светящегося при связывании 
с ДНК клеток, показали статистически значимое пода-
вление ростовых свойств клеток аденокарциномы лёгко-
го человека линии A549 под действием 2 мМ растворов 
медного хлорофиллина, рибоксина, тролокса, винной 
кислоты и смеси 1,9 мМ индралина и 2 мМ винной кис-
лоты по сравнению к ростом клеток, не подвергнутых 
влиянию данных веществ. Причём эффект от смеси ин-
дралина и винной кислоты статистически значимо силь-
нее, чем от действия одной винной кислоты.

Влияние тролокса, в целом, схоже с влиянием смеси 
индралина и винной кислоты. Влияние самой винной 
кислоты немногим выше, чем у рибоксина, показавше-
го наименьший, хотя и статистически значимый, эффект 
подавления ростовых свойств клеток A549.

Показанный нами эффект может быть обусловлен 
как непосредственно угнетением изучаемыми препа-
ратами пролиферации клеток, так и подавлением ими 
адгезии клеток к дну планшета. При этом, скорее все-
го, свой вклад в полученный нами результат внесли оба 
этих фактора.

Наибольший эффект в нашем исследовании проде-
монстрировал 2 мМ хлорофиллин. Поэтому с данным 
веществом мы провели дополнительный эксперимент, 
в результате которого мы показали, что данное веще-
ство дозозависимо угнетает адгезивные свойства уже 
прикрепившихся клеток линии A549. При этом данный 
эффект статистически значимо проявлял хлорофиллин 
даже в концентрации 50 мкМ.

Результаты настоящей работы необходимо учитывать 
при планировании экспериментов с участием изученных 
нами веществ на модели культур клеток.
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