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АННОТАЦИЯ
Обоснование. Важным аспектом методологических подходов к изучению внутриклеточного метаболизма явля-

ется оценка метаболического профиля клеток. Один из показателей, которые можно использовать для получения 
такого профиля, — интенсивность поглощения кислорода при разложении и трансформации субстратов клетками.

Цель исследования — разработка метода оценки физиолого-биохимических характеристик клеток, основанно-
го на регистрации их респираторной активности и формировании метаболического профиля, а также анализ при-
менения этого метода для оценки угнетения и восстановления клеток паренхимы печени в результате воздействия 
различных веществ.

Материалы и методы. Разработанный метод включал применение кислородного электрода Кларка с исследуе-
мыми клетками, локализованными в области его рабочей зоны, для измерения концентрации растворённого кис-
лорода в непосредственном окружении живых интактных клеток, что обеспечивает оценку их метаболического про-
филя и физиологического состояния. Эксперименты выполняли на фрагментах среза паренхимы печени крыс линии 
Wistar. Было поставлено 3 серии экспериментов: в первой (серии А) получали метаболический профиль паренхимы 
печени; во второй (серии Б) определяли стабильность сигнала паренхимы на цитрат натрия в зависимости от вре-
мени; в третьей (серии В) регистрировали и оценивали воздействие гепатотоксических соединений на ткань пече-
ни в режиме реального времени. В качестве субстратов для определения оптимального метаболического профиля 
ткани печени использовали растворы глюкозы, фруктозы, сахарозы, цитрата натрия, пирувата натрия, L-глутамина, 
этанола и гидрохинона, в качестве токсических агентов — растворы метанола и кларитромицина.

Результаты. Продемонстрированы формирование метаболического профиля ткани на примере паренхимы пече-
ни и возможность отслеживания изменений состояния клеток при токсическом воздействии в режиме реального 
времени.

Заключение. Разработанный метод оценки физиолого-биохимических характеристик клеток может исполь-
зоваться для отслеживания метаболической активности, угнетения и восстановления клеток паренхимы печени 
при воздействии субстратов и токсических соединений.

Ключевые слова: физиология и биохимия клеток; метаболический профиль; респираторная активность; токсич-
ность.

Для цитирования:
Ильясов П.В., Гусева О.С., Курицына А.П., Лимарева Л.В. Оценка физиолого-биохимических характеристик клеток на основе регистра-
ции их респираторной активности при воздействии субстратов и токсических веществ // Гены и клетки. 2022. Т. 17, № 4. С. 115–124. DOI:  
https://doi.org/10.23868/gc375310

Рукопись получена: 27.09.2022 Рукопись одобрена: 12.12.2022 Опубликована: 13.05.2023



116

Article can be used under the CC BY-NC-ND 4.0 International License
© Eco-Vector, 2022

Genes & cellsVol. 17 (4) 2022ORIGINAL STUDY ARTICLE

Received: 27.09.2022 Accepted: 12.12.2022 Published: 13.05.2023

DOI: https://doi.org/10.23868/gc375310

An assessment of physiological and biochemical 
characteristics of cells based on the respiratory 
activity under substrates and toxic substances 
impact
Pavel V. Iliasov, Olga S. Guseva, Anna P. Kuricyna, Larisa V. Limareva
Samara State Medical University, Samara, Russian Federation

ABSTRACT
BACKGROUND: Metabolic profiling of cells is an essential aspect of studies of intracellular metabolism. One 

of the parameters which can be used for this purpose is a rate of oxygen consumption during degradation or transformation 
of substrates by cells.

AIM: This study was aimed at the development of a method for assessment of cell physiology and biochemistry based 
on the metabolic profiling via registration of the cell respiratory activity, and use of this method for evaluation of inhibition and 
recovery of liver parenchyma cells affected by different compounds. 

MATERIALS AND METODS: The method used a Clark-type oxygen electrode with the cells located at its working area, 
in order to measure dissolved oxygen concentration in the immediate surrounding of living intact cells thereby ensuring their 
metabolic profiling and physiological status assessment. The experiments were performed using Wistar rat liver parenchyma 
fragments. Three experimental series were performed: first (series A) was aimed at metabolic profiling of the liver parenchyma; 
the second (series B) determined the stability of parenchyma’s response to sodium citrate over time; and the third (series 
C) ensured real-time recording and assessment of the effect of hepatotoxicants on the liver tissue. Solutions of glucose, 
fructose, sucrose, sodium citrate, sodium pyruvate, L-glutamine, ethanol and hydroquinone were used as the substrates for 
liver tissue metabolic profiling, and solutions of methanol and clarithromycin as the toxic agents.

RESULTS: During the experiments, a metabolic profiling of tissue and real-time monitoring of toxicity effect on liver 
parenchyma cells have been demonstrated.

CONCLUSION: The developed method for assessing the physiological and biochemical characteristics of cells can be 
used to track the metabolic activity, inhibition and restoration of liver parenchyma cells when exposed to substrates and toxic 
compounds.
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To cite this article: 
Iliasov PV, Guseva OS, Kuricyna AP, Limareva LV. An assessment of physiological and biochemical characteristics of cells based on the respiratory activity 
under substrates and toxic substances impact. Genes & cells. 2022;17(4):115–124. DOI: https://doi.org/10.23868/gc375310



DOI: https://doi.org/10.23868/gc375310

117
ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ Гены и клетки Том 17, № 4, 2022

ВВЕДЕНИЕ
При исследовании регенерации клеток и тканей ис-

пользуют различные подходы к оценке состояния кле-
ток-мишеней в зависимости от оказываемого на них 
воздействия. Общеизвестно, что живые клетки и тка-
ни любых организмов характеризуются разнообразием 
метаболических путей за счёт синтезируемых ими фер-
ментов, активность которых обеспечивает жизнеспо-
собность клеток и опосредует все происходящие в них 
процессы. Количественные характеристики таких про-
цессов отражают физиолого-биохимическое состояние 
клеток и имеют определённую ценность с точки зрения 
диагностики и прогнозирования дальнейшего хода ме-
таболических внутриклеточных реакций. Информация 
об этих характеристиках может применяться в меди-
цине, биотехнологии, клеточных технологиях, а также 
в биомедицинских фундаментальных и прикладных ис-
следованиях [1].

Важный аспект методологических подходов к изуче-
нию внутриклеточного метаболизма — оценка метабо-
лического профиля клеток. Наиболее всеобъемлющие 
варианты такой оценки лежат в области метаболоми-
ки — направления клеточной биохимии и физиоло-
гии, занимающегося исследованием всей совокупности 
метаболитов и биохимических путей, присутствующих 
в клетке. В наиболее распространённом варианте ме-
таболомные исследования сводятся к высвобождению 
клеточного содержимого, хроматографическому разде-
лению компонентов и их идентификации посредством 
масс-спектрометрии, спектрометрии в инфракрасном 
спектре (ИК-спектрометрии) и ядерного магнитного 
резонанса [2]. Хотя этот подход — трудоёмкий и доро-
гостоящий, он позволяет получить исчерпывающую ин-
формацию о биохимических особенностях клеток. Вместе 
с тем интенсивное развитие метаболомики не исключает 
применения других подходов к определению метаболи-
ческой активности клеток. Так, ряд вторичных метабо-
литов, образующихся при разложении специфических 
субстратов в клетках, представляют собой pH-активные 
соединения, что даёт возможность их обнаружения с по-
мощью pH-индикаторов [3, 4] или электрохимическим 
методом (например, с помощью pH-электрода) [5]. Кро-
ме того, многие ферменты, вовлечённые в катаболизм, 
относятся к классу оксидоредуктаз, т.е. осуществляют 
окислительно-восстановительные реакции, сопрово-
ждающиеся переносом электронов. Такие реакции мож-
но отслеживать с помощью субстратов, образующихся 
при окислении или восстановлении окрашенного про-
дукта (что, например, характерно для пероксидазы хре-
на, широко применяемой в качестве ферментной метки 
в иммуноферментном анализе), а также за счёт электро-
химических электродов, содержащих медиаторы пере-
носа электронов — вещества, способные служить акцеп-
тором электронов для таких ферментов с последующим 

электрохимическим окислением на электроде. Электро-
химическая реакция приводит к возникновению элек-
тродвижущей силы в цепи электрода, пропорциональ-
ной концентрации субстрата [6, 7]. Этот же подход в ряде 
случаев применим не только по отношению к выделен-
ным ферментам, но и к целым клеткам, если целевой 
фермент располагается в клеточной стенке и (или) мем-
бране либо если клеточная стенка проницаема для ме-
диатора.

Ключевая особенность аэробного метаболизма 
живых клеток состоит в том, что практически любой 
катаболический процесс, связанный с получением 
энергии из химических соединений, в конечном ито-
ге замыкается на компонентах электрон-транспортной 
дыхательной цепи, и это приводит к поглощению кис-
лорода клетками из окружающей среды. При интен-
сивных метаболических процессах поглощение кисло-
рода способно приводить к существенному снижению 
его концентрации в среде, что может влиять на рост 
клеток. Этот факт, например, учитывается в обла-
сти микробиологии и биотехнологии, в особенности 
при культивировании различных клеток в жидких сре-
дах, когда во избежание нарушений процессов фер-
ментации приходится контролировать уровень кисло-
рода, интенсивно перемешивая культуральную среду. 
При этом уровень поглощения кислорода пропорцио-
нален метаболической активности клеток и зависит, 
с одной стороны, от природы субстрата, а с другой — 
от ферментативного аппарата клетки и его состояния. 
Следовательно, поглощение кислорода при разложе-
нии и трансформации субстратов также можно исполь-
зовать для метаболического профилирования и полу-
чения уникальных характеристик клеток.

Таким образом, разработка метода оценки физиоло-
го-биохимического состояния клеток на основе электро-
химической регистрации их метаболической активно-
сти — перспективное направление. Настоящая работа 
посвящена разработке и экспериментальному примене-
нию такого методического подхода.

Цель исследования — разработка метода оценки 
физиолого-биохимических характеристик клеток, осно-
ванного на регистрации их респираторной активности 
и формировании метаболического профиля, а также 
анализ применения этого метода для оценки угнетения 
и восстановления клеток паренхимы печени в результате 
воздействия различных веществ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе изучали возможности использования подхо-

да, основанного на применении кислородного электро-
да Кларка с исследуемыми клетками, локализованными 
в области его рабочей зоны. Такое устройство может 
измерять концентрацию растворённого кислорода в не-
посредственном окружении живых интактных клеток, 
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что даёт возможность оценить их метаболический про-
филь и физиологическое состояние.

Исследование выполнено на базе ФГБОУ ВО Самар-
ского государственного медицинского университета 
Минздрава России в Научно-исследовательском ин-
ституте экспериментальной медицины и генетических 
технологий (лаборатория биохимии). Все эксперименты 
с использованием лабораторных животных проводили 
с соблюдением правил надлежащей лабораторной прак-
тики, утверждённых Приказом МЗ РФ от 01.04.2016 г. 
№ 199-Н, а также других международных и российских 
принципов и норм биоэтики.

В рамках настоящей работы выполнили 3 серии 
экспериментов: первая (серия А) посвящена полу-
чению метаболического профиля паренхимы печени; 
во второй (серии Б) определяли стабильность сигнала 
паренхимы на цитрат натрия в зависимости от време-
ни; в третьей (серии В) регистрировали и оценивали 
воздействие гепатотоксических соединений на ткань 
печени в режиме реального времени. В каждой серии 
экспериментов использовали по 6 крыс линии Wistar 
в возрасте 3 мес, таким образом, каждая точка чис-
ленных данных на графиках зависимости от времени 
представляет собой среднее значение ± стандартное 
отклонение по шести повторностям.

Животных умерщвляли путём декапитации с после-
дующим вскрытием брюшной полости и извлечением 
печени. Фрагмент среза паренхимы печени крысы мас-
сой ~15 мг и размером ~3,0×3,0×0,5 мм локализовали 
в области рабочей зоны кислородного электрода Клар-
ка и механически фиксировали с помощью капроновой 
сетки с плотностью 30 ячеек/см2 и прижимного кольца. 
Электрод с клетками помещали в кювету, содержащую 
2 мл рабочей среды (физиологический раствор с фосфат-
ным буфером, рН=7,6), ставили на магнитную мешалку 
и тщательно промывали, несколько раз меняя раствор 
до установления стабильной концентрации растворённо-
го кислорода в окружении клеток (5–6 мг/л). В качестве 
субстратов для определения оптимального метаболи-
ческого профиля ткани печени использовали растворы 
глюкозы, фруктозы, сахарозы, цитрата натрия, пирува-
та натрия, L-глутамина, этанола и гидрохинона (ч.д.а., 
ООО АО «РЕАХИМ», Россия), конечная концентрация суб-
стратов в кювете составляла 50 мМ. Регистрацию и об-
работку сигналов осуществляли на ПК с использованием 
программного обеспечения «Эксперт-00х» (ООО «Эко-
никс-Эксперт», Россия) в течение примерно 5–10 мин. 
В качестве измеряемого параметра сигнала и условного 
показателя активности клеток ткани в данной системе 
применяли максимальную скорость изменения концен-
трации растворённого кислорода после внесения суб-
страта (мг·O2/л·с), рассчитанную с помощью программ-
ного обеспечения «Эксперт-00х». После регистрации 
каждого сигнала электрод вместе с фрагментом ткани 
промывали путём многократной смены рабочей среды 

до восстановления исходного равновесного уровня кис-
лорода в кювете (~5–15 мин). Данный подход обеспе-
чивал многократное использование фрагмента ткани 
без его замены, что в экспериментах серии А позволило 
получать метаболический профиль, включавший 8 вы-
шеуказанных субстратов, в трех повторностях для одно-
го и того же фрагмента ткани. Для удобства сравнения 
данных и нивелирования погрешностей, вызванных раз-
личиями в количестве взятой ткани и метаболической 
активности печени у разных животных, сигналы на суб-
страты в составе профиля приводили в процентах от сиг-
нала на цитрат натрия.

В экспериментах серии Б по определению стабиль-
ности сигнала фрагмент паренхимы печени находился 
на электроде в течение 46 ч, и на протяжении этого 
времени периодически регистрировали сигнал клеток. 
В качестве рабочего субстрата в этих экспериментах, 
а также в экспериментах серии В выбрали цитрат натрия 
в связи с максимальной активностью клеток паренхимы 
печени в его отношении по сравнению с другими со-
единениями, оцениваемыми в составе метаболического 
профиля в данной работе. Это позволяло рассчитывать, 
что в случае выраженного токсического действия тести-
руемых соединений на ткань применение цитрата натрия 
обеспечит высокую информативность оценки остаточной 
метаболической активности по сравнению с остальными 
субстратами.

Для оценки воздействия гепатотоксических соеди-
нений на паренхиму печени выполнили эксперименты 
серии В с использованием фрагментов ткани одного 
и того же животного и двух токсических агентов — ме-
танола и кларитромицина. Непосредственно перед ре-
гистрацией гепатотоксического воздействия провели 
контрольное измерение метаболической активности 
клеток в присутствии цитрата натрия в трёх повторно-
стях. Затем, после отмывки, в кювету добавляли рас-
твор метанола (Sigma-Aldrich, США) в конечной кон-
центрации 9,6% (об./об.) или насыщенную (100 мг/мл 
в пересчёте на действующее вещество) суспензию кла-
ритромицина (Клацид®, «ЭббВи С.р.Л.», Италия) и ин-
кубировали в течение 20 мин, регистрируя снижение 
фоновой респираторной активности в результате уг-
нетения клеток (которое отображалось в режиме ре-
ального времени как постепенное повышение уровня 
кислорода в растворе). Затем ткань отмывали до уста-
новления стабильной концентрации растворённого 
кислорода в окружении клеток (5–6 мг/л) и для оценки 
процесса восстановления метаболизма вносили цитрат 
натрия с интервалом 30 мин, измеряя скорость потре-
бления кислорода клетками. Общее время эксперимен-
та составило 150 мин.

Статистический анализ. Статистическую обработ-
ку результатов проводили с использованием программ 
Microsoft Office Excel 2016 и IBM SPSS Statistics 25, США 
(лицензия № 5725-А54).
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РЕЗУЛЬТАТЫ
Метаболический профиль паренхимы печени крысы, 

полученный с использованием одного образца ткани, 
представлен на рис. 1.

Как следует из данных, полученных в эксперимен-
тах серии А, клетки паренхимы печени характеризуются 
высокой активностью метаболизма цитрата и пирувата 
натрия — солей органических кислот, являющихся не-
посредственными продуктами аэробного метаболизма 
углеводов. Вместе с тем аэробный метаболизм моноса-
харидов (глюкозы, фруктозы) и сахарозы в данной тка-
ни осуществляется на следовом уровне или отсутствует. 
Кроме того, имеет место заметная активность ферментов, 
участвующих в метаболизме этанола (возможно, алко-
гольдегидрогеназы) и глутамина, и слабая активность, 
связанная с окислением ароматических соединений, 
на примере гидрохинона (вероятно, за счёт цитохрома 

Р450). Данный метаболический профиль стабильно вос-
производился в паренхиме печени шести животных 
(p <0,05). Коэффициент вариации для всех субстратов 
не превышал 25%, что указывает на высокую воспроиз-
водимость профиля как в пределах одного фрагмента 
ткани, так и для тканей, полученных от различных жи-
вотных, а также на то, что данный профиль адекватно 
отражает метаболическую активность паренхимы печени 
крысы (рис. 2).

Результаты оценки динамики изменений сигнала па-
ренхимы печени в зависимости от времени (серия экс-
периментов Б) демонстрируют градуальное снижение 
активности клеток вследствие их постепенной гибели, 
однако в течение первых 6 ч скорость этого снижения 
не превышала 1% исходной активности в 1 ч, что было 
сопоставимо с погрешностью, полученной при оценке 
воспроизводимости в ходе экспериментов и приведён-
ной в виде показателей разброса на рис. 1 и 2. Таким 

Рис. 1. Метаболический профиль паренхимы печени крысы (данные получены с использованием одного образца ткани).

Рис. 2. Метаболический профиль паренхимы печени (объединённые данные для 6 животных). Сигналы нормированы по сиг-
налу на цитрат натрия.

Ак
ти

вн
ос

ть
 к

ле
то

к,
 м

г·O
2/л

·с

Субстрат, 50 мМ

Ци
тр

ат

0,012

0,010

0,008

0,006

0,004

0,002

0

Ф
ру

кт
оз

а

Гл
юк

оз
а

Пи
ру

ва
т

Са
ха

ро
за

L-
гл

ут
ам

ин

Эт
ан

ол

Ги
др

ох
ин

он

Ак
ти

вн
ос

ть
 к

ле
то

к 
в 

пе
ре

сч
ёт

е 
на

 ц
ит

ра
т 

на
тр

ия
, %

Субстрат, 50 мМ

Ци
тр

ат

120

100

80

60

40

20

0

Ф
ру

кт
оз

а

Гл
юк

оз
а

Пи
ру

ва
т

Са
ха

ро
за

L-
гл

ут
ам

ин

Эт
ан

ол

Ги
др

ох
ин

он



DOI: https://doi.org/10.23868/gc375310

120
ORIGINAL STUDY ARTICLE Genes & cellsVol. 17 (4) 2022

образом, на протяжении нескольких часов (например, 
рабочего дня) резкие изменения величины сигнала, 
которые могли бы помешать регистрации токсического 
или стимулирующего воздействия, отсутствовали. Сле-
довательно, используемую схему эксперимента можно 
было применять для поставленной задачи (рис. 3).

Сигналы, отражающие реакцию паренхимы печени 
на гепатотоксические соединения (серия эксперимен-
тов В), представлены на рис. 4. Для сравнения приведён 
сигнал на цитрат натрия до введения гепатотоксическо-
го агента.

При введении цитрата натрия происходило снижение 
концентрации растворённого кислорода ввиду усиления 
его потребления дыхательной цепью клеток при активи-
зации их метаболизма, причём это снижение продолжа-
лось до достижения нового равновесного уровня (опре-
деляемого по достижению значения скорости изменения 
сигнала не более 0,0001±0,000009 мг·O2/л·с; рис. 4, б). 

При введении метанола, напротив, имело место увели-
чение концентрации растворённого кислорода в рабочей 
кювете из-за угнетения фоновой активности клеток. В слу-
чае с кларитромицином клетки вначале, по-видимому, 
воспринимали его как субстрат (известно, что при фарма-
кологическом применении кларитромицин метаболизи-
руется в печени до N-десметилкларитромицина и 14-(R)-
гидроксикларитромицина) и активизировали потребление 
кислорода, но через 8–10 мин этот эффект сменялся на-
растающим угнетением метаболизма, сопоставимым 
по величине с угнетением при введении метанола 
(0,0011±0,00008 и 0,0009±0,00009 мг·O2/л·с соответствен-
но), что можно было наблюдать в режиме реального 
времени (рис. 4, a). Затем электрод с фрагментом ткани 
промывали и с целью демонстрации восстановления ме-
таболической активности клеток повторно регистрирова-
ли ответ на цитрат натрия каждые 30 мин четырёхкратно. 
Результаты представлены на рис. 5.

Рис. 3. Динамика изменений сигнала паренхимы печени на цитрат натрия в зависимости от времени эксперимента.

Рис. 4. Типичная реакция паренхимы печени на гепатотоксические агенты (a) и цитрат натрия (б). Стрелками на графиках 
отмечен момент ввода соединения в кювету.
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В первые 30 мин после воздействия метанола и клари-
тромицина метаболическая активность клеток паренхимы 
печени крысы в ответ на добавление цитрата натрия сни-
жалась на 37 и 25% от исходного уровня соответственно 
(p <0,05). При этом активность клеток, подвергшихся воз-
действию метанола, оставалась на этом уровне и при по-
вторном добавлении цитрата натрия в течение следующих 
2 ч (рис. 5, оранжевые столбики). По-видимому, измене-
ния, вызванные метанолом в ткани паренхимы печени, 
были необратимыми. В случае с кларитромицином на-
блюдалось некоторое постепенное восстановление актив-
ности клеток, хотя и не достигавшее исходного уровня 
за указанный период (рис. 5, зеленые столбики).

Таким образом, полученные данные продемонстри-
ровали возможность отслеживания угнетения ткани 
печени в результате токсического воздействия и её ча-
стичного восстановления в случае, если это воздействие 
не являлось необратимым.

ОБСУЖДЕНИЕ
Первые работы, в которых описаны аналоги данного 

метода оценки физиолого-биохимического состояния 
клеток, относятся к периоду начального этапа изуче-
ния окислительного фосфорилирования. В то время ряд 
авторов использовали электрохимическое измерение 
растворённого кислорода в выделенных митохондриях, 
микросомах и лизатах клеток с целью анализа харак-
теристик метаболических путей, вовлечённых в энер-
гетический метаболизм, а также ферментов-оксидаз 
[8–11]. Такие методы позволяли, например, оценивать 
связь респираторной активности и синтеза аденозин-
трифосфата и определять относительную активность 
ферментов цикла Кребса по потреблению кислорода 
при введении соответствующих субстратов [8], а также 
изучать кинетику уриказы [12] или моноаминоксидазы 

[13] и влияние различных соединений на процессы 
окислительного фосфорилирования [14, 15]. Этот под-
ход был близок к методике, использованной в данной 
работе, однако принципиально отличался от неё тем, 
что измерения выполняли в лизате или выделенных 
органеллах, а не в интактных клетках или тканях, и это 
резко ограничивало диапазон возможных вариантов 
его применения. В дальнейшем исследователи переш-
ли к более чувствительным и селективным, хотя и более 
дорогостоящим и требовательным к пробоподготовке 
и квалификации работника методам, используемым 
и в настоящее время: хроматографии, спектрофотоме-
трии, масс-спектрометрии, ядерному магнитному резо-
нансу и т.д., а основной областью применения подхода 
на основе регистрации респираторной активности кле-
ток стала разработка ферментных, микробных и ткане-
вых биосенсоров, а также биотопливных ячеек [16–19]. 
В настоящее время использование электрохимических 
детекторов кислорода в биохимии сводится к частным 
аспектам, связанным с дыхательной активностью клеток, 
например к анализу потребления кислорода тканями 
без привязки к конкретным метаболическим процес-
сам [20–24], оценке корреляции скорости потребления 
кислорода и метаболизма глюкозы [25], регистрации 
различий в эффективности окислительного фосфорили-
рования в митохондриях мышей различных линий [26], 
а также к дифференциации окислительного и гликоли-
тического метаболизма кардиомиоцитов [27]. При этом 
авторы в основном интерпретируют регистрируемую ре-
спираторную активность как отражение окислительного 
фосфорилирования или других процессов, происходя-
щих исключительно в митохондриях, и не связывают её 
с активностью клетки в целом и катаболическим профи-
лем [28–32]. Ещё один подход, лежащий в основе таких 
исследований, связан с регистрацией активных форм 
кислорода в целях оценки антиоксидантной активности. 

Рис. 5. Сигналы клеток на цитрат натрия до и после введения гепатотоксического агента. Стрелкой обозначено введение 
токсического агента (момент времени, соответствующий 0 мин).

Время по отношению к токсическому воздействию, мин

Ак
ти

вн
ос

ть
 к

ле
то

к 
в 

пе
ре

сч
ёт

е 
на

 ц
ит

ра
т 

на
тр

ия
, %

120

100

80

60

40

20

0
–30 30 60 90 120

■  метанол     ■  кларитромицин



DOI: https://doi.org/10.23868/gc375310

122
ORIGINAL STUDY ARTICLE Genes & cellsVol. 17 (4) 2022

Так, S.T. Rajendran с соавт. [17] использовали в этих целях 
клетки кишечника, содержащие каталазу, что позволило 
сравнить антиоксидантные свойства нескольких лекар-
ственных средств для перорального введения. Вместе 
с тем сфера применения описанного метода может быть 
существенно расширена, поскольку он предоставляет 
возможность количественного измерения процессов, 
происходящих в живых интактных клетках, в режиме 
реального времени, что невозможно для большинства 
других методов, входящих в арсенал современной био-
химии. Полученные нами результаты продемонстрирова-
ли способность описанного в настоящей работе устрой-
ства на основе электрода Кларка с иммобилизованными 
фрагментами ткани регистрировать активность фермент-
ных систем клеток при введении различных субстратов 
с возможностью составления метаболических профилей. 
Полученные профили, представляющие соотношение ве-
личин респираторной активности клеток в присутствии 
различных тестовых субстратов, можно использовать 
для оценки их состояния при воздействиях различной 
природы. Например, сопоставление полученного в ус-
ловиях эксперимента и эталонного профилей позволит 
выявить различия между ними, сделать выводы о про-
цессах, изменения в которых обусловливают эти раз-
личия, и, следовательно, о характере изменений в ходе 
исследуемого воздействия. Последовательное введение 
субстрата индуцируемого фермента или метаболическо-
го пути с регистрацией получаемого сигнала даст воз-
можность судить о скорости и степени индукции этих 
ферментов в режиме реального времени. Аналогичным 
образом введение ингибитора соответствующего фер-
мента может обеспечить отслеживание степени инги-
бирования и возможного последующего восстановления 
активности фермента. Резкое количественное снижение 

метаболической активности при воздействии цитоток-
сического фактора служит показателем степени и интен-
сивности гибели или повреждения клеток, а последую-
щее увеличение указанной активности при воздействии 
регенеративных стимулов, в том числе индуцируемых 
мультипотентными мезенхимальными стромальными 
клетками, — показателем их восстановления. Таким 
образом, данный способ может обеспечить ускоренную 
и точную оценку физиолого-биохимического состояния 
клеток в режиме реального времени в различных усло-
виях при минимальных затратах на оборудование и рас-
ходные материалы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе исследования разработан метод оценки физи-

олого-биохимических характеристик клеток, использо-
ванный для отслеживания метаболической активности, 
угнетения и восстановления клеток паренхимы печени 
при воздействии субстратов и токсических соединений.
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