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РЕФЕРАТ

Актуальность: Ряд исследователей считает перспективным направлением изучение радиозащитных свойств нетоксичных или ма-
лотоксичных природных веществ. Особое место среди них занимают антиоксиданты и участники базовых реакций метаболизма. 
Во избежание методологических ошибок при выполнении данных исследований необходимо провести ряд дополнительных экспе-
риментов. К примеру, для проведения исследований свойств различных веществ на культурах клеток с использованием планшет-
ных ридеров предварительно необходимо убедиться в том, что данные вещества не влияют на способность клеток к адсорбции на 
дно лунок планшета и не препятствуют пролиферации клеток. И если такое влияние будет обнаружено, дальнейшие эксперименты 
с данными веществами необходимо планировать с учётом полученной информации.
Цель: Изучение влияния аскорбиновой, яблочной и янтарной кислот на способность клеток аденокарциномы лёгкого (A549) к 
адгезии в 96-луночном планшете с последующим началом пролиферации методом регистрации флуоресценции с использованием 
флуорофора Hoechst-33342.
Методология: Эксперимент проводился в 96-луночном планшете. Рабочая концентрация Hoechst-33342 составляла 1 мкг/мл  
(1,62 мкМ). Флуоресценция регистрировалась на длине волны 460 нм при возбуждении проб светом длиной волны 355 нм. В экс-
перименте по изучению влияния аскорбата, малата и сукцината на адгезию и пролиферацию клеток в ячейки планшета вносилось 
по 20 000 клеток и раствор одного из указанных веществ в рабочей концентрации 2 мМ. Число клеток в лунках оценивалось на 
основании флуоресценции Hoechst-33342 спустя 1 сут инкубации.
Результат: В пробах, содержащих 2 мМ янтарную и аскорбиновую кислоты, наблюдалось статистически значимое снижение ин-
тенсивности флуоресценции по сравнению с пробой, не содержащей препарат. Это позволяет предположить, что данные соедине-
ния негативно влияют на ростовые свойства культуры A549, тормозя адгезию клеток или замедляя их пролиферацию.
Область применения результатов и выводы: Полученные результаты необходимы для методологически верного планирования 
дальнейших исследований на модели клеточной линии A549 с использованием флуоресцентных методов, в том числе исследо-
ваний по изучению радиозащитных свойств аскорбата, малата и сукцината при воздействии редкоионизирующего и нейтронного 
излучения.
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ABSTRACT

Relevance: A number of researchers consider the study of the radioprotective properties of non-toxic or low-toxic natural substances to be a 
promising direction. A special place among them is occupied by antioxidants and participants in the basic reactions of metabolism. In order 
to avoid methodological errors when performing these studies, it is necessary to conduct a number of additional experiments. For example, 
in order to study the properties of various substances on cell cultures using tablet readers, it is first necessary to make sure that these sub-
stances do not affect the ability of cells to adsorb to the bottom of the wells of the tablet and do not interfere with cell proliferation. And if 
such an influence is detected, further experiments with these substances should be planned taking into account the information received.
Purpose: To search the effect of ascorbic, malic and succinic acids on the ability of lung adenocarcinoma cells (A549) to adhere in a 96-well 
plate, followed by the onset of proliferation by fluorescence registration method using Hoechst-33342 fluorophore.
Methodology: The experiment was carried out in a 96-well tablet. The working concentration of Hoechst-33342 was 1 μg/ml (1.62 μM). 
Fluorescence was recorded at a wavelength of 460 nm when the samples were excited by light with a wavelength of 355 nm. In an experi-
ment to study the effect of ascorbate, malate and succinate on cell adhesion and proliferation, 20,000 cells and a solution of one of these 
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Введение
По причине высокой химической токсичности всех 

эффективных известных на сегодняшний момент радио-
протекторов поиск новых, менее токсичных средств 
остаётся актуальной задачей [1]. И всё бо́льший интерес 
в последнее время уделяется так называемым природ-
ным соединениям: естественным метаболитам и анти-
оксидантам с низкой токсичностью [2].

Классическими примерами таких веществ, для кото-
рых были описаны радиозащитные свойства, является 
аскорбиновая кислота [3] и янтарная кислота [4]. Пред-
положительно, это обусловлено их антиоксидантными 
свойствами. Вещества, обладающие ими, могут нивели-
ровать свободно-радикальные реакции, развивающиеся 
при воздействии на организм ионизирующего изуче- 
ния [5, 6].

С этой точки зрения, перспективным также представ-
ляется изучение радиозащитных свойств малата, для ко-
торого ранее также была показана способность увеличи-
вать антиоксидантный потенциал клеток [7, 8].

В качестве экспериментальной модельной системы 
для проведения подобных исследований можно исполь-
зовать культуру клеток. Её можно подвергать воздей-
ствию препаратов перед, после или во время облучения. 
Однако при планировании экспериментов, предполага-
ющих предварительную длительную инкубацию клеток 
в растворе изучаемого вещества, необходимо учитывать, 
что указанное вещество может оказывать влияние на ро-
стовые свойства культуры: замедлять адгезию клеток на 
дно культурального сосуда, замедлять или увеличивать 
пролиферацию клеток или вообще вызывать апоптоз 
или иной тип клеточной гибели. Всё это может привести 
к большому различию в количестве клеток в контроль-
ной и опытной пробе. А это повлечёт за собой серьёзные 
ошибки при обработке результатов экспериментов.

Особенно это актуально при использовании красите-
лей, флуоресцирующих внутри клеток: в данном случае 
яркость свечения образца будет зависеть не только от 
концентрации маркёрных молекул в клетке, но и от чис-
ла клеток в пробе. И в этом случае более сильный сигнал 
может быть зафиксирован от пробы, клетки в которой 
содержат меньше маркёрных молекул по сравнению с 
другой пробой, если в первой пробе число клеток боль-
ше, чем во второй.

Поэтому первоначально необходимо выяснить, в ка-
кой степени вещества влияют на ростовые свойства кле-
точной культуры.

И так как в литературе имеются сведения о цитоста-
тической активность аскорбиновой кислоты [9‒11] и её 
производных [12‒14], цитотоксическом действии янтар-
ной кислоты на некоторые клеточные линии [15‒17], мы 
поставили цель изучить влияние аскорбиновой, яблоч-
ной и янтарной кислот на способность клеток на при-

substances in a working concentration of 2 mM were introduced into the cells of the tablet. The number of cells in the wells was estimated 
based on the fluorescence of Hoechst-33342 after a day of incubation.
Result: In samples containing 2 mM succinic acid and ascorbic acid, a statistically significant decrease in the intensity of fluorescence was 
observed compared with a sample that did not contain the drug. This suggests that these compounds negatively affect the growth properties 
of the A549 culture: they inhibit cell adhesion or slow down their proliferation.
Scope of the results and conclusions: The results obtained are necessary for the methodologically correct planning of the most detailed 
studies on the A549 cell line model using fluorescent methods, including studies on the radioprotective properties of ascorbate, malate and 
succinate under the influence of rare ionizing and neutron radiation.
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мере клеточной линии аденокарциномы лёгкого (A549) 
к адгезии в 96-луночном планшете с последующим на-
чалом пролиферации методом регистрации флуоресцен-
ции с использованием флуорофора Hoechst-33342.

На рис. 1 представлены формулы изучаемых ве-
ществ.

Рис. 1. Структурные формулы изучаемых веществ:  
А. Аскорбат, B. Малат, C. Сукцинат

Fig. 1. Structural formulas of the studied substances:  
A. Ascorbate, B. Malate, C. Succinate

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 4 мМ раствора яблочной кислоты, 
янтарной кислоты или аскорбиновой кислоты. В ито-
ге концентрация данных веществ в планшете соста- 
вила 2 мМ.

Далее планшет инкубировался в течение 1 сут 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). Структурная формула 
данного флуорофора изображена на рис. 2.
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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 других 
пробах, выступила проба, в которую вносились только 
клетки в среде, без внесения изучаемых препаратов. 
Каждая проба выполнялась в 8 повторностях.

Результаты и обсуждение
Краситель Hoechst-33342 связывается с ДНК клеток, 

а потому, регистрируя его флуоресценцию возможно 
оценивать количество клеток в пробе [18, 19].

На рис. 3 представлены средние значения интенсив-
ности флуоресценции в образцах, в течение 1 сут инку-
бированных в 2 мМ растворах яблочной, янтарной или 
аскорбиновой кислот, по сравнению с интенсивностью 
контрольной пробы, содержащей только клетки линии 
A549. Интенсивность флуоресценция проб, содержа-
щих сукцинат и малат, статистически значимо ниже  
контроля.

Рис. 3. Уменьшение интенсивности флуоресценции Hoechst-33342 
(рабочая концентрация 1 мкг/мл (1,62 мкМ)) под действием яблочной, 
янтарной и аскорбиновой кислот 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 среднее арифметическое ± 

предельная ошибка среднего
Fig. 3. The decrease in the fluorescence intensity of Hoechst-33342 (used 

concentration of 1 μg/ml (1.62 μM) under the action of malic, succinic and 
ascorbic acids compared with the control sample after daily incubation is 
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 introduction of these substances), the data is presented in 

the form of arithmetic mean ± marginal error of the mean

На основании представленных на рис. 3 данных, 
можно сделать вывод о том, что янтарная и аскорбино-
вая кислоты достоверно угнетают адгезию и/или рост 
клеток линии A549. Этот факт необходимо учитывать 
при проведении исследований, предполагающих пред-
варительную инкубацию клеток в растворах данных 
веществ. В этом случае нужно будет либо отказаться от 
данной схемы проведения эксперимента, либо нормиро-
вать пробы по содержанию клеток в них на основании 
проб, содержащих только среду инкубации.

Относительно малата целесообразно сделать точно 
такой же вывод. Хотя данное вещество не показало ста-
тистически значимого угнетения ростовых свойств кле-
ток по сравнению с контролем, оно не показало и ста-
тистически значимых отличий от сукцината, достоверно 
подавляющего клеточную культуру A549.

Полученные нами результаты, в целом, согласуются 
с информацией, представленной в мировой литературе. 
Мы показали угнетение ростовых свойств раковой куль-
туры клеток аденокарциномы лёгкого.

Проиллюстрированный на рис. 3 результат мог быть 
получен по причинам того, что аскорбиновая и янтарная 
кислоты препятствовали адгезии клеток на дно лунок 
планшета, или же потому, что данные вещества угнета-
ли клеточный рост, в сравнении с ячейками планшета, в 
которые их не вносили.

Ранее была описана цитостатическая активность 
аскорбиновой кислоты [9‒11] и её производных [12‒14] 
в концентрациях, сравнимых с используемой нами. 
Аскорбиновая кислота может каким-то образом снижать 
жизнеспособность клеток. Так, авторы [20] сообщают, 
что аскорбат повышает чувствительность клеток осте-
осаркомы человека к цитостатическому эффекту цис- 
платина.

Однако для того, чтобы сказать, проявляет ли аскор-
бат цитостатические свойства в равной степени для здо-
ровых и раковых клеток, на данный момент сведений 
недостаточно. 

В литературе также имеются сведения и о цитоста-
тических и даже – апоптотических свойствах янтарной 
кислоты. Однако эти сведения весьма неоднозначны.

Авторы [16] показали, что янтарная кислота в кон-
центрации 25 мкМ и 50 мкМ после 24-часовой ин-
кубации заметно снижает жизнеспособность клеток 
карциномы почки человека, линия CAKI-2 (на 89,77  
и 90,77 %), и линия ACHN (на 41,57 и 54,54 %).

Несколько ранее было показано, что янтарная кислота 
в концентрациях 5 и 10 мкМ приводят к апоптозу при раке 
эндометрия, при этом данного эффекта не наблюдалось в 
контрольной линии из здоровых клеток лёгких [17].

Схожий результат получили авторы [15], которые 
показали апоптотический эффект янтарной кислоты 
концентрацией 25 мМ и 50 мМ на клетки линии T-ALL 
(Т-клеточный острый лимфобластный лейкоз), не обна-
ружив значимого цитотоксического действия сукцината 
на фибробласты (линия MRC-5).

Однако однозначно говорить от том, что сукцинат уг-
нетает раковые клетки, не приходится. Все описанные 
выше результаты получены с использованием культур 
клеток. В то время как в исследовании in vivo был полу-
чен противоположный результат. В частности, было по-
казано, что янтарная кислота индуцирует устойчивость 
злокачественной опухоли к иммунотерапии при колорек-
тальном раке [21].

Данный результат не вызывает удивления, так как 
янтарная кислота – это базовый метаболит, способству-
ющий эффективному клеточному дыханию, напрямую 
поставляя электроны в митохондриальную электрон-

Рис. 2. Структурная формула Hoechst-33342
Fig. 2. Structural formula of Hoechst-33342
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транспортную цепь, так как фермент сукцинат-дегидро-
геназа является комплексом дыхательной цепи мито-
хондрий, восстанавливая убихинон [22, 23]. И ингиби-
рование сукцинат-дегидрогеназы может способствовать 
угнетению раковых клеток [22].

Вполне возможно, что эффект от воздействия сукци-
ната на раковые клетки зависит от того, какой тип дыха-
ния, анаэробный или аэробный, они используют. И если 
клетки используют исключительно гликолитический 
тип дыхания, янтарная кислота может оказывать на них 
супрессорное действие. Кроме того, необходимо учиты-
вать, что одно и то же вещество может проявлять различ-
ные эффекты в целом организме и в клеточной культуре.

В полученных нами данных особый интерес вызы-
вает то, что статистически значимое торможение роста 
культуры A549 аденокарциномы лёгкого относительно 
проб, не подвергшихся воздействию изучаемых веществ, 
вызвали сукцинат и аскоробат. А среди трёх изучаемых 
веществ именно для этих двух в литературе имеются со-
общения о возможном радиозащитном эффекте [3, 4]. То 
есть можно предположить, что янтарная и аскорбиновая 
кислоты могут угнетать рост злокачественных новооб-
разований и при этом смягчать последствия воздействия 
на организм ионизирующего излучения.

Это приводит к мысли о целесообразности использо-
вания данных веществ при проведении лучевой терапии 
онкологических заболеваний. Ведь благодаря их радио-
защитным свойствам удастся в некоторой степени ниве-
лировать негативные последствия терапии, но при этом, 
одновременно возрастёт и эффективность подобного 

лечения за счёт того, аскорбиновая и янтарная кислоты 
тормозят деление клеток.

Однако рассуждая относительно полученного ре-
зультата, необходимо указать, что изучаемые вещества 
могли не тормозить рост клеток, а препятствовать их 
адгезии на дно ячейки планшета. Или же причина эф-
фекта, проиллюстрированная на рис. 3, кроется и в на-
рушении адгезии клеток, и в торможении пролиферации 
прикрепившихся.

Заключение
Таким образом, мы показали статистически зна-

чимое угнетение роста клеток линии A549 в культуре 
под действием 2 мМ янтарной и аскорбиновой кислот.  
И, хотя для 2 мМ яблочной кислоты подобного стати-
стически значимого эффекта обнаружено не было, по-
казанное под её действием угнетение роста клеточной 
культуры также нельзя игнорировать.

Полученные результаты необходимы для методоло-
гически верного планирования дальнейших исследова-
ний аскорбата, малата и сукцината на модели клеточной 
линии A549 с использованием флуоресцентных мето-
дов. При проведении экспериментов, предполагающих 
длительную предварительную инкубацию клеток в рас-
творах данных веществ, необходимо учитывать то, что 
число клеток в данных пробах будет ниже такового в 
пробах, в которые указанные вещества не вносятся.

В будущем планируются исследования возможных за-
щитных свойств аскорбата, малата и сукцината при воз-
действии редкоионизирующего и нейтронного излучения.
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