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РЕФЕРАТ

Актуальность: Для современной радиобиологии остается актуальной проблема поиска средств фармакологической защиты от ра-
диационного поражения. Интерес к данной теме не ослабевает в связи с высокой химической токсичностью всех общепризнанных 
радиопротекторов. Одними из наиболее изучаемых в данной связи препаратов являются вещества, имеющие антиоксидантную 
активность, что обусловлено способностью антиоксидантов к ингибированию процессов окислительного стресса.
Цель: Изучение влияния яблочной, янтарной и аскорбиновой кислот на радиационно-индуцированный окислительный стресс в 
культуре клеток аденокарциномы легкого человека линии A549.
Материал и методы: Изучено влияние растворов яблочной, аскорбиновой и янтарной кислот в концентрациях 0,1, 0,5, 1 и 2 мМ 
на уровень радиационно-индуцированного оксидантного стресса в адсорбционной культуре клеток линии А549. Окислительный 
стресс был индуцирован рентгеновским излучением в дозе 8 Гр. Уровень активных форм кислорода оценивался на основании от-
ношения интенсивности флуоресценции красителя дихлорфлуоресцеина (DCF) к таковой для красителя Hoechst-33342. 
Результаты: Под влиянием изучаемых веществ наблюдалось статистически значимое снижение содержания активных форм кис-
лорода в клетках. Наиболее выраженный эффект наблюдается в пробах, обработанных янтарной кислотой. В необлучённых про-
бах в присутствии аскорбиновой и яблочной кислот при концентрации изучаемых веществ 100 мкМ наблюдается статистически 
значимое повышение интенсивности флуоресценции, что может быть объяснено восстановлением под действием данных веществ 
внутриклеточного трёхвалентного железа до Fe2+, что способствовало протеканию реакцию Фентона.
Выводы: На основании полученных в ходе данного исследования результатов, можно предположить наличие некоторых радио-
защитных свойств у яблочной кислоты, аскорбиновой кислоты и, в особенности, янтарной кислоты. Тем не менее, для подтверж-
дения наличия данных свойств необходимо проведение дополнительных исследований на других модельных системах, включая 
различные клеточные линии. Результаты представленной работы позволяют в будущем начать разработку терапевтических схем 
для облегчения последствий облучения с использованием изученных веществ.
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ABSTRACT

Relevance: For modern radiobiology, the problem of finding pharmacological protection against radiation damage remains urgent. Interest 
in this topic does not weaken due to the high chemical toxicity of all generally recognized radioprotectors. One of the most studied drugs 
in this regard are substances with antioxidant activity, which is due to the ability of antioxidants to inhibit the processes of oxidative stress. 
Purpose: The effect of malic, succinic and ascorbic acids on radiation-induced oxidative stress in the culture of human lung adenocarcinoma 
cells of the A549 line. 
Material and methods: In the course of the work, the effect of solutions of malic, ascorbic and succinic acids in concentrations of 0.1, 0.5, 1 
and 2 mM on the intensity of radiation-induced oxidant stress in the adsorption culture of cells of the A549 line was studied. Oxidative stress 
was induced by X-ray radiation at a dose of 8 Gy. The level of reactive oxygen species was estimated based on the ratio of the fluorescence 
intensity of the dye dichlorofluorescein to that of the dye Hoechst-33342. 
Results: Under the influence of the studied substances, a statistically significant decrease in the content of reactive oxygen species in the 
cells was observed. The most pronounced effect is observed in samples treated with succinic acid. In non-irradiated samples in the presence 
of ascorbic and malic acids at a concentration of the studied substances of 100 mM, a statistically significant increase in the intensity of 
fluorescence is observed, which can be explained by the reduction of intracellular trivalent iron to Fe2+ under the action of these substances, 
which contributed to the Fenton reaction. 
Conclusions: Based on the results obtained during this study, it can be assumed that malic acid, ascorbic acid and, in particular, succinic 
acid have some radioprotective properties. However, additional studies on other model systems, including various cell lines, are needed 
to confirm the presence of these properties. The results of the presented work make it possible in the future to begin the development of 
therapeutic schemes to alleviate the effects of radiation using the studied substances. 
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Введение
Проблема поиска средств фармакологической защи-

ты от радиационного поражения остается актуальной 
и в настоящее время [1]. Интерес к данной теме связан 
с потенциальным воздействием ионизирующего излу-
чения на организм человека и животных из-за возмож-
ного применения ядерного оружия, аварий на атомных 
электростанциях, а также с необходимостью нивелиро-
вания негативных последствий лучевой терапии, в чем 
нуждается современная медицина при лечении онколо-
гических заболеваний. Помимо этого, наличие высоко-
эффективных, и при этом нетоксичных радиозащитных 
препаратов является необходимым условием для реа-
лизации долгосрочных космических перелетов, так как 
подобные проекты требуют постоянного и длительного 
нивелирования воздействия космической радиации на 
космонавтов. 

Химическая токсичность всех признанных радио-
протекторов является весьма серьезной проблемой  
[1‒3]. Таким образом, современные радиопротекторы 
нивелируют последствия радиационного воздействия, 
но их применение влечет за собой химическое отравле-
ние организма.

В контексте изучения радиозащитных свойств раз-
личных веществ, необходимо рассмотреть вопросы тер-
минологии и классификации данных веществ. Понятие 
радиопротекторов, если опираться на классификацию, 
предложенную в обзоре М.В. Васина [3], включает в 
себя лишь средства, оказывающие противолучевое воз-
действие непосредственно в момент облучения. То есть, 
радиопротекторы – это препараты, которые необходи-
мо применять незадолго до облучения. Для остальных 
средств радиозащиты М.В. Васин выделяет следующие 
категории: радиомитигаторы (ускоряют восстановление 
облучённых тканей путём активации провоспалитель-
ных сигналов), радиомодуляторы (повышают общую 
радиационную устойчивость организма), противорвот-
ные, антидиарейные средства, сорбенты и комплексоны 
радионуклидов [3].

Одним из основных биологических эффектов воз-
действия ионизирующего излучения является возник-
новение в клетках организма процессов окислительного 
стресса, ведущих к повреждению всех структур клеток, 
в том числе генетического аппарата [4]. Окислительный 
стресс возникает в клетках в результате радиолиза моле-
кул и следующих за ним каскадов свободно-радикаль-
ных реакций, главным образом – перекисного окисления 
липидов мембран [4, 5].

В связи с этим не ослабевает интерес к веществам, 
имеющим антиоксидантные свойства [6, 7]. Антиокси-
данты способны останавливать реакции перекисного 
окисления липидов, приводящие к возникновению в 
клетках организма окислительного стресса [6‒11]. Ток-
сичность многих антиоксидантов на порядки ниже по 
сравнению с таковыми у веществ из группы собственно 
радиопротекторов [6].

В качестве примера антиоксиданта можно привести 
исследуемую в настоящей работе янтарную кислоту. 
Анализируя данные о токсичности янтарной кислоты 
в сравнении с амифостином, являющимся табельным 
радиопротектором в США [2], приведём данные об экс-
периментах на мышах и крысах. Так, согласно данным 
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из архива [12], значения дозы LD50 (означает смерть  
50 % подопытных) янтарной кислоты равно 2260 мг/кг 
при оральном введении у крыс и 2702 мг/кг при внутри-
брюшинном введении у мышей [12, 13], в то время как 
значения дозы LD50 амифостина равны 826 мг/кг при 
оральном введении у крыс и 321 мг/кг при внутрибрю-
шинном введении у мышей [12].

Цель настоящей работы – изучение способности 
аскорбиновой, яблочной и янтарной кислот к нивелиро-
ванию процессов окислительного стресса, вызванного 
воздействием ионизирующего излучения на культуры 
клеток на модели клеточной линии A549 – аденокарци-
номы легкого человека. Структурные формулы изучае-
мых веществ приведены на рис. 1.

Рис. 1. Структурные формулы изучаемых веществ: а) аскорбиновая 
кислота, б) яблочная кислота, в) янтарная кислота

Fig. 1. Structural formulas of the studied substances: a) ascorbic acid,  
б) malic acid, в) succinic acid

В ходе достижения указанной цели нами были реше-
ны следующие задачи:
1.	 Провести флуориметрическое исследование влияния 

яблочной, янтарной и аскорбиновой кислот на выра-
женность процессов радиационно-индуцированного 
окислительного стресса на модели культуры клеток 
А549, подвергнутой воздействию рентгеновского из-
лучения.

2.	 Сравнить эффект воздействия изучаемых веществ на 
облучённые и необлучённые клетки.
Выбор изучаемых в настоящей работе веществ об-

условлен тем, что для них всех описана способность 
нивелировать свободно-радикальные реакции в клетке. 
Например, аскорбиновая кислота является классиче-
ским примером антиоксиданта [7]. Авторы [14] сообща-
ют, что аскорбиновая кислота в концентрациях от 0,75 
до 3 мМ способна полностью подавлять окислительный 
стресс в костной ткани человека. Также существует 
ряд работ, свидетельствующих о том, что аскорбиновая 
кислота снижает оксидативный стресс в разных тканях 
организма [15, 16]. Для янтарной кислоты описано по-
вышение антиоксидантного потенциала клеток при её 
применении [17], схожие сведения приводятся и для ма-
лата [10, 11]. При этом имеются сообщения о наличии у 
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аскорбиновой [7] и янтарной [17] кислот непосредствен-
но радиозащитных свойств.

Материал и методы
Эксперимент проводился в черном плоскодонном 

96-луночном планшете с использованием клеточной ли-
нии аденокарциномы легкого человека A549 (American 
Type Culture Collection, США), и заключался в оценке 
влияния яблочной, янтарной и аскорбиновой кислот на 
выраженность процессов радиационно-индуцированно-
го окислительного стресса, определённой как отноше-
ние интенсивности флуоресценции DCF (возбуждение 
светом длиной волны 480 нм, регистрация эмиссии на 
длине волны 520 нм) к интенсивности флуоресцен-
ции Hoechst-33342 (возбуждение светом длиной волны 
355 нм, регистрация эмиссии на длине волны 460 нм) 
c использованием планшетного флуориметра FLUOstar 
Omega (BMG LABTECH, Германия). В качестве рефе-
ренсных проб выступали пробы с неокрашенными клет-
ками, находящимися на протяжении всех этапов экспе-
римента, предшествующих работе на планшетном флуо-
риметре, в питательной среде. 

В ячейки планшета мы вносили по 25 тыс. клеток в 
100 мкл полной среды RPMI 1640 без сыворотки. Сре-
да была приготовлена путем добавления к 500 мл сре-
ды RPMI Medium 1640 1x (GIBCO (Invitrogen), США) 
146 мг L-глутамина (ПанЭко, РФ), смеси 25000 ед. пе-
нициллина и 25 мг стрептомицина (ПанЭко, Россия). 
Далее планшеты инкубировались в течение 12 ч в CO2-
инкубаторе при 37 °C. 

После инкубации в ячейки планшета было внесено 
по 100 мкл растворов яблочной, аскорбиновой или ян-
тарной кислот в концентрациях 0,2, 1, 2 и 4 мМ. В кон-
трольные пробы вносилось по 100 мкл среды. 

Далее планшеты инкубировались в течение 2 ч 
при 37 °C, после чего были подвергнуты воздействию 
рентгеновского излучения в дозе 8 Гр. Планшеты с 
контрольными пробами, не подвергнутыми воздей-
ствию излучения, инкубировались в течение 30 мин 
при комнатной температуре. После этого из каждой 
пробы было отобрано 180 мкл среды и внесено 30 мкл  
6.7 мкМ H2DCFDA. Указанный раствор был приготов-
лен путем добавления к 300 мкл 200 мкМ H2DCFDA 
(Life Technologies Inc. (Invitrogen), США) 8700 мкл PBS. 
После внесения красителя планшеты инкубировались  
30 мин при 37°C. Затем в пробы было внесено по 50 
мкл Hoechst-33342 (ThermoFisherScientificInc., США) 
концентрацией 2 мкг/мл. После внесения Hoechst-33342 
планшеты инкубировались 10 мин 

После инкубации из проб было отобрано по 90 мкл 
среды, а затем внесено по 90 мкл бессывороточной RPMI 
1640 и по 100 мкл растворов изучаемых веществ, анало-
гичных внесенным после 12-ти часовой инкубации, по-
сле чего планшеты инкубировались 1 час при 37 °C. Да-
лее из всех проб, включая референсные, было отобрано 
по 190 мкл среды и внесено по 50 мкл PBS. После этого 
была зарегистрирована интенсивность флуоресценции 
при возбуждении длиной волны 355 нм и регистрации 
эмиссии на длине волны 460 нм (коэффициент усиле-
ния 1300) и при возбуждении проб длиной волны 485 
нм и регистрации эмиссии на длине волны 520 нм (ко-
эффициент усиления 2300). Каждая проба выполнялась  
в 8 повторностях.

Статистическая обработка результатов эксперимен-
та производилась средствами MS Excel. Статистически 
значимыми считаются различия при p = 0,95. Данные 
представлены в виде: среднее арифметическое результа-
тов ± погрешность среднего.

Результаты
Окислительный стресс оценивался по отношению 

интенсивности флуоресценции DCF к интенсивности 
флуоресценции Hoechst-33342. Таким образом мы про-
изводили оценку среднего содержания активных форм 
кислорода (АФК) в одной клетке. На рис. 2 представ-
лены графики зависимости отношения интенсивности 
флуоресценции DCF к Hoechst-33342 (ex485em520)/(ex-
355em460) от концентрации изучаемых веществ в среде 
с клетками.

Как видно из данных, представленных на рис. 2, в 
пробах с добавлением янтарной кислоты наблюдается 
статистически значимое снижение относительной ин-
тенсивности флуоресценции DCF.

В пробах с добавлением аскорбиновой кислоты не 
наблюдается статистически значимого отличия интен-
сивности флуоресценции от проб облучённого контро-
ля. Однако при добавлении аскорбиновой кислоты в 
концентрациях 0,5 и 2 мМ также не наблюдается ста-
тистически значимого отличия интенсивности флуо-
ресценции облучённых проб от интактных клеток, что 
свидетельствует о присутствии эффекта снижения кон-
центрации АФК в клетках.

Аналогичный эффект можно наблюдать и в пробах 
клеток, инкубированных с яблочной кислотой. Более 
того, интенсивность флуоресценции проб с яблочной 
кислотой не имеет статистически значимого отличия от 
интактных клеток ни при одной из концентраций соеди-
нения, на основании чего также можно сделать вывод о 
способности яблочной кислоты к снижению концентра-
ции АФК в культуре клеток, подвергнутой воздействию 
ионизирующего облучения.

Окислительный стресс является одним из ключевых 
биологических аспектов влияния радиации на живые ор-
ганизмы [4, 5]. Так как повышение концентрации АФК 
является свидетельством интенсификации процессов 
окислительного стресса в культуре клеток, снижение 
интенсивности флуоресценции DCF в контексте дан-
ной работы свидетельствует о возможности наличия у 
яблочной, янтарной и аскорбиновой кислот радиозащит-
ных свойств.

При добавлении яблочной и аскорбиновой кислот в 
концентрации 100 мкМ наблюдается статистически зна-
чимое увеличение выраженности окислительного стрес-
са в необлучённых пробах по сравнению с интактными 
клетками. При более высоких концентрациях данного 
эффекта не наблюдается, а интенсивность флуоресцен-
ции не имеет статистически значимого отличия от проб 
интактных клеток.

Обсуждение
Результаты, полученные в ходе проведенных иссле-

дований, могут свидетельствовать о наличии радио-
защитных свойств у янтарной кислоты. Наблюдается 
практически двукратное снижение интенсивности отно-
шения флуоресценции DCF к интенсивности флуорес-
ценции Hoechst-33342, что свидетельствует о снижении 
интенсивности протекания процессов радиационно-ин-
дуцированного окислительного стресса в культуре кле-
ток аденокарциномы легкого человека (А549). Несмотря 
на то, что итоговые значения имеют статистически зна-
чимое отличие от интактных клеток в сторону более вы-
раженного окислительного стресса, положительное воз-
действие янтарной кислоты стоит считать ощутимым. 
Данный эффект может быть объяснен наличием у янтар-
ной кислоты антиоксидантной активности, описанной в 
работе [18].
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Снижение выраженности окислительного стресса 
под действием янтарной кислоты может быть объяснено 
не только наличием у неё непосредственных антиокси-

дантных свойств, но и её ролью в клеточном дыхании. 
Сукцинат участвует в цикле трикарбоновых кислот (ци-
кле Кребса) [19]. При этом фермент сукцинат-дегидро-
геназа, являясь вторым ферментным комплексом цепи 
переноса электронов, восстанавливает убихинон [19]. 
Таким образом, увеличение концентрации сукцината в 
митохондриях способно привести к ускорению синте-
за АТФ, что в свою очередь способствует повышению 
эффективности как систем репарации, так и скорости 
синтеза антиоксидантных ферментов. И это снижает вы-
раженность в том числе окислительного стресса.

В то же время результаты, полученные в ходе изуче-
ния влияния яблочной и аскорбиновой кислот на ради-
ационно-индуцированный окислительный стресс, явля-
ются не столь однозначными. Значения относительной 
флуоресценции DCF в пробах, подвергнутых действию 
рентгеновского излучения без обработки изучаемыми 
веществами, слабо отличаются от таковых значений для 
интактных клеток. Тем не менее, интенсивность флуо-
ресценции в пробах облучённого контроля имеет стати-
стически значимое отличие от таковой для интактных 
клеток, чего не наблюдается в пробах с добавлением 
аскорбиновой кислоты в концентрациях 0,5 и 2 мМ и 
яблочной кислоты во всех рассмотренных в ходе данной 
работы концентрациях. На основании данного эффекта 
можно сделать вывод, что данные соединения всё же 
имеют способность к снижению интенсивности про-
цессов радиационно-индуцированного окислительного 
стресса.

Интерес представляет повышение интенсивности 
флуоресценции в необлучённых пробах в присутствии 
яблочной и аскорбиновой кислот в концентрации 100 
мкМ. При этом выраженность процессов окислительно-
го стресса в остальных необлучённых пробах с данными 
веществами находится на уровне интактных клеток. 

Для объяснения данного эффекта следует обратиться 
к реакциям, в которые вступают антиоксиданты в клет-
ках. В качестве примера возьмём классический антиок-
сидант, изученный в настоящем исследовании, – аскор-
биновую кислоту.

Аскорбиновая кислота является эффективным во-
дорастворимым антиоксидантом в организме человека 
[14]. Она участвует в связывании свободных радикалов 
и разрушении перекисей, а также взаимодействует с 
глутатионом и липофильными антиоксидантами [20, 
21]. Однако в работе [22] сообщается, что аскорбиновая 
кислота способна ингибировать рост раковых клеток 
посредством образования внеклеточной перекиси во-
дорода. Происходит это посредством усиления реакции 
Фентона, продуктом которой является гидроксильный 
радикал [23]. Аскорбиновая кислота способна вернуть 
железо в сферу данной реакции путём восстановления 
Fe3+ до Fe2+. Таким образом, в некоторых обстоятель-
ствах аскорбиновая кислота за счёт своих антиокси-
дантных свойств может проявлять прооксидантный 
эффект. 

Авторы [24] наблюдали повышение скорости гене-
рации супероксид-аниона O2

●- в листьях огурца при до-
бавлении аскорбиновой кислоты. Кроме того, в статьях 
[25, 26] указывается на механизм образования перекиси 
водорода при спонтанном окислении аскорбиновой кис-
лоты в апопласте растений. Тем не менее, несмотря на 
отличие модельных систем в приведённых работах от 
использованной нами, можно предположить, что тен-
денции повышения интенсивности актуальны и для дру-
гих экспериментальных моделей.

Таким образом, есть определённые биохимические 
механизмы, благодаря которым аскорбиновая кислота 

Рис. 2. Влияние изучаемых веществ на выраженность процессов 
окислительного стресса (по критерию отношения флуоресценции 

DCF к флуоресценции Hoechst-33342) в культуре клеток аденокарци-
номы легкого человека A549 при воздействии рентгеновского излуче-
ния в дозе 8 Гр (черные линии, треугольные маркеры) или без такого 
воздействия (серые линии, круглые маркеры). (а) Яблочная кислота. 

(б) Аскорбиновая кислота. (в) Янтарная кислота. Данные представле-
ны в виде среднее±погрешность среднего при доверительной вероят-
ности 95 %. Горизонтальная сплошная и пунктирные линии – среднее 
значение для проб с клетками, не подвергнутых воздействию излуче-

ния и изучаемых веществ
Fig. 2. The effect of the studied substances on the severity of 

oxidative stress processes (according to the criterion of the ratio of 
DCF fluorescence to Hoechst-33342 fluorescence) in human lung 

adenocarcinoma cell culture A549 when exposed to X-ray radiation at a 
dose of 8 Gy (black lines, triangular markers) or without such exposure 

(gray lines, round markers). (а) Malic acid. (б) Ascorbic acid. (в) Succinic 
acid. The data is presented as an average±marginal error with a confidence 

probability of 95 %. Horizontal solid and dotted lines are the average 
value for samples with cells not exposed to radiation and the substances 

under study
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может повышать интенсивность протекания процессов 
окислительного стресса.

Аскорбиновая кислота способна взаимодействовать 
как с активными формами кислорода, так и с другими 
веществами, включая металлы переменной валентно-
сти. Мы предполагаем, что усиление выраженности 
окислительного стресса при относительно низких кон-
центрациях аскорбиновой кислоты связано именно с за-
пуском реакции Фентона: антиоксидант взаимодейству-
ет с трёхвалентным железом, но его недостаточно для 
восстановления образующихся АФК. 

Но при более высоких концентрациях аскорбиновой 
кислоты ионов трёхвалентного железа в клетке уже не 
хватает, чтобы полностью израсходовать запас аскорба-
та. По этой причине образовавшиеся свободные радика-
лы и другие АФК быстро восстанавливаются молекула-
ми аскорбиновой кислоты. Это не позволяет развиться 
состоянию окислительного стресса.

Также подтверждением нашей гипотезы служит то, 
что в пробах облучённых клеток, подвергнутых воздей-
ствию аскорбиновой кислоты, отсутствует статистиче-
ски значимое отличие интенсивности флуоресценции 
DCF от интактных проб клеток. То есть, если в пробе из-
начально повышена концентрация АФК, аскорбиновая 
кислота с большей вероятностью прореагирует с АФК, 
чем с ионами железа, понижая интенсивность процессов 
окислительного стресса.

Аналогична оценка результатов измерения относи-
тельной флуоресценции DCF в пробах необлучённых 
клеток, в которые была добавлена яблочная кислота. 
В литературе имеется ряд сообщений о способности 
яблочной кислоты к подавлению окислительного стрес-
са [10, 27, 28]. Однако нами не было найдено достовер-
ной информации об участии яблочной кислоты в про-
цессах, способных интенсифицировать окислительный 
стресс.

Таким образом, несмотря на неоднозначность полу-
ченных результатов в отношении способности аскорби-
новой и яблочной кислот к ингибированию процессов 
окислительного стресса, можно сделать вывод о нали-
чии у данных соединений антиоксидантного эффекта, 

что позволяет сделать предположение о возможности их 
применения в комбинации с другими препаратами в це-
лях снижения радиационно-индуцированного оксидант-
ного стресса. Тем не менее, наблюдаемые в ходе данной 
работы эффекты говорят также о том, что при некото-
рых условиях данные вещества способны приводить к 
повышению концентрации активных форм кислорода в 
живых системах.

Заключение
В ходе данного исследования была изучена способ-

ность яблочной, янтарной и аскорбиновой кислот к ин-
гибированию процессов радиационно-индуцированного 
окислительного стресса в адсорбционной культуре кле-
ток аденокарциномы лёгкого человека.

Янтарная кислота продемонстрировала наиболее вы-
раженный эффект снижения интенсивности флуорес-
ценции DCF, позволяющий с высокой долей вероятно-
сти говорить о наличии у неё радиозащитных свойств. 
Однако выраженность процессов окислительного стрес-
са в облучённых клетках при действии янтарной кисло-
ты не снизилась полностью до значений, наблюдаемых 
в пробах с интактными клетками. Тем не менее, можно 
предположить перспективность использования янтар-
ной кислоты и сукцинатов для купирования побочных 
эффектов лучевой терапии.

Аскорбиновая и яблочная кислоты также продемон-
стрировали снижение интенсивности флуоресценции 
DCF, что говорит о снижении выраженности процессов 
окислительного стресса в обработанных ими клетках. 
Однако в силу слабой выраженности данного эффекта, а 
также неоднозначности литературных данных требуется 
дополнительное исследование радиопротекторного по-
тенциала данных веществ.
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