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Оксидативный стресс — составная часть 
патогенеза многих заболеваний, таких как 
ишемическое и реперфузионное повреждение 
тканей, воспалительные процессы, сосудистые 
нарушения, атеросклероз, нейродегенератив-
ные и онкологические заболевания, а также 
процессов адаптации и старения [4]. Актив-
ные формы кислорода (АФК) участвуют в 
прямом повреждении дезоксирибонуклеино-
вой кислоты (ДНК), могут нарушать процес-
сы апоптоза, редокс-баланс, регуляцию путей 
передачи клеточных сигналов и др. [15].

На сегодняшний день онкологические за-
болевания занимают второе место по смерт-
ности после сердечно-сосудистых заболеваний 
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Цель. Экспериментальный подбор оптимальной концентрации водорода пероксида, способной эффективно 

индуцировать развитие окислительного стресса и запуск программированной гибели максимального количества 
лимфоцитов крови, но не их элиминацию по пути некроза.

Методы. Объектом исследования служила опухолевая клеточная линия Jurkat (Т-лимфобластный лейкоз чело-
века), и лимфоциты, выделенные из крови здоровых доноров (15 мужчин и 18 женщин) в возрасте от 18 до 25 лет. 
Для подтверждения объекта исследования (лимфоциты крови) использовали типирование изучаемых клеток по 
CD5 при помощи метода проточной цитофлуориметрии. Для моделирования окислительного стресса in vitro лим-
фоциты крови инкубировали в присутствии водорода пероксида в конечной концентрации 0,3; 0,5; 1,0 и 2,0 мМ. 
Оценивали содержание восстановленного и окисленного глутатиона, соотношение между этими фракциями, а 
также уровень активных форм кислорода в лимфоцитах крови для сравнительной оценки степени окислительно-
го стресса с опухолевыми клетками.

Результаты. Установлена оптимальная конечная концентрация водорода пероксида — 0,5 мМ. При ней за-
регистрированы нарастание концентрации активных форм кислорода в клетке, сопоставимое с уровнем в опухо-
левых клетках, образование максимального количества аннексин-положительных клеток и минимальное пропи-
дий-положительных, сопоставимое значение соотношения восстановленного глутатиона к окисленному.

Вывод. Подобрана оптимальная концентрация водорода пероксида (0,5 мМ) для формирования окислитель-
ного стресса в лимфоцитах крови с целью изучения дизрегуляции апоптоза при окислительном стрессе в опухоле-
вых клетках линии Jurkat (Т-лимфобластный лейкоз человека).
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[8]. Присущая опухолевой трансформации 
дизрегуляция летальной программы клеток 
обусловлена изменением соотношения про- и 
антиапоптогенных белков, возникающим в 
результате последовательной активации ре-
докс-зависимых элементов сигнальной транс-
дукции различными факторами как внутри-, 
так и внеклеточного происхождения, приво-
дящими к изменению окислительно-восста-
новительного баланса клетки и адекватного 
функционирования различных систем [9]. 
Несмотря на многочисленные исследования 
в области идентификации молекулярных ми-
шеней для регулирования процесса гибели 
клеток при опухолевом росте [6, 7, 11–13], на 
данный момент вопрос остаётся открытым. 
Значительную долю в этой области занима-
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ют исследования, направленные на изу чение 
активации апоптоза опухолевых клеток. Для 
объяснения молекулярных механизмов реали-
зации и регуляции апоптоза опухолевых кле-
ток необходимо учитывать изменение в систе-
ме глутатиона. Восстановленный глутатион не 
только способен снижать деструктивное и ци-
тотоксическое действие АФК при опухолевой 
трансформации, но и участвовать в передаче 
внутриклеточных сигналов, редокс-регуляции 
транскрипционных факторов, экспрессии ге-
нов и активности процессов, приводящих к 
апоптозу [5, 9].

Для исследования участия окислитель-
ного стресса при различных патологических 
процессах применяют методы моделирования 
данного состояния как in vitro, так и in  vivo 
[2]. Одним из способов индукции апоптоза 
служит воздействие водорода пероксида на из-
учаемые клетки [1].

Отсутствие данных литературы об особен-
ностях реагирования системы глутатиона в 
лимфоцитах крови в зависимости от концен-
трации водорода пероксида in  vitro, разноо-
бразие способов индикации фенотипических 
проявлений апоптоза и некроза в исследова-
ниях различных авторов определили цель 
исследования — экспериментальный подбор 
оптимальной концентрации Н

2
О

2
, способной 

эффективно индуцировать развитие окисли-
тельного стресса и запуск программированной 
гибели максимального количества лимфоци-
тов крови, но не их элиминацию по пути не-
кроза.

В качестве объекта исследования была 
использована опухолевая клеточная линии 
Jurkat (Т-лимфобластный лейкоз человека), 
полученная из Российской коллекции клеточ-
ных культур института цитологии Российской 
академии наук ( Санкт-Петербург), а также 
лимфоциты, выделенные из крови здоровых 
доноров (15 мужчин и 18 женщин) в возрасте 
от 18 до 25 лет.

Культивирование опухолевых клеток ли-
нии Jurkat проводили суспензионным мето-
дом в полной питательной среде, содержа-
щей 90% RPMI-1640 («Вектор-Бест», Россия), 
10% эмбриональной телячьей сыворотки 
(«Invitrogen», США), инактивированной при 
56 °С в течение 30 мин, 0,3 мг/мл L-глутамина 
(«Вектор-Бест», Россия) и 100 мкг/мл гентами-
цина («INS», США) при температуре 37 ºС и 
в 5% атмосфере СО

2
. Клетки поддерживали в 

логарифмической фазе роста и пересаживали 
через 3 сут.

Первоначально из венозной крови вы-
деляли мононуклеарные клетки путём 
центрифугирования на градиенте «Ficoll-
Paque» («Pharmаcia», Швеция, ρ=1,077 г/
см3) [10], далее на градиенте «Перколла» 
(«Sigma», США, ρ=1,130 г/см3) выделяли 
лимфоциты [14]. Затем полученные клетки 
культивировали с Н

2
О

2 
при 37 °С и 5% СО

2
 

в течение 1 ч в полной питательной среде  
RPMI-1640. Добавление Н

2
О

2 
в конечных кон-

центрациях 0,3; 0,5; 1,0 и 2,0 мМ инициирова-
ло окислительный стресс.

Для подтверждения объекта исследования 
(Т-лимфоциты крови) использовали типирова-
ние изучаемых клеток по CD5 при помощи ме-
тода проточной цитофлуориметрии и с исполь-
зованием анти-CD5, меченых флюоресцеином 
изотиоцианатом (FITC) («BD Pharmingen™», 
США). Для изотипического контроля приме-
няли подкласс иммуноглобулинов IgG1-FITC 
(«BD Pharmingen™», США).

Для сравнительной оценки степени окис-
лительного стресса между опухолевыми клет-
ками и лимфоцитами крови исследовали 
уровень АФК и отношение восстановленного 
глутатиона к окисленному. Уровень восстанов-
ленного и окисленного глутатиона определяли 
методом, предложенным M.E. Anderson (1985) 
в модификации Kojima S. и соавт. (2004). 
Определение концентрации внутриклеточных 
АФК проводили с помощью дихлорфлюоресце-
ина диацетата методом проточной цитофлуо-
риметрии. В основе метода лежит способность 
дихлорфлюоресцеина диацетата (изначально 
не флюоресцирующего) пассивно проникать 
внутрь клетки и под действием эстераз пере-
ходить в полярное соединение, не способное 
диффундировать обратно из клетки, которое 
после реакции с Н

2
О

2
 превращается во флюо-

ресцирующий метаболит.
Определение количества аннексин- и про-

пидия йодид-положительных клеток прово-
дили методом проточной цитофлуориметрии 
с использованием FITC-меченого аннексина V 
и пропидия йодида («Beckman Coulter», Фран-
ция). Метод основан на способности аннекси-
на V специфически связываться с фосфати-
дилсерином, экспрессированным на внешней 
стороне цитоплазматической мембраны, что 
указывает на возможность вступления клетки 
в апоптоз или воспринимается как сигнал к 
фагоцитозу. Молекулы же пропидия йодида 
(Pi) способны проникать в повреждённые клет-
ки и интеркалировать с дефрагментированной 
ДНК при некрозе клетки.

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили при помощи программы 
Statistica 6.0. Проверку нормальности распре-
деления количественных показателей осущест-
вляли с использованием критерия Шапиро–
Уилка. Достоверность различий оценивали с 
помощью непараметрического критерия Ман-
на–Уитни. Статистически значимыми счита-
ли различия при р <0,05.

Далеко не для всех типов клеток подобра-
ны оптимальные условия воссоздания окисли-
тельного стресса, в современной литературе от-
сутствуют данные об изменении метаболизма 
лимфоцитов крови под воздействием различ-
ных концентраций Н

2
О

2 
in vitro. Оптимальным 

индикатором степени формирования окисли-
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тельного стресса служит интегральный показа-
тель — отношение восстановленного глутатио-
на к окисленному [3].

Для моделирования окислительного стрес-
са in  vitro лимфоцитов крови, полученных от 
здоровых доноров, клетки инкубировали в при-
сутствии Н

2
О

2
 в конечной концентрации 0,3; 

0,5; 1,0 и 2,0 мМ.
В результате проведённого нами исследо-

вания было установлено, что максимальный 
уровень содержания АФК приходится на груп-
пу клеток, культивируемых с Н

2
О

2 
в конечной 

концентрации 2 мМ. При этих же условиях 
инкубирования определили самый низкий 
показатель отношения восстановленного глу-
татиона к окисленному (табл. 1). Однако сле-
дует учитывать, что данная модель разрабаты-
валась для изучения дизрегуляции апоптоза в 
условиях окислительного стресса в опухолевых 
клетках линии Jurkat. Таким образом, было 
необходимо не только определить наилучшие 
условия для моделирования окислительного 
стресса в клетке, но также сравнить их с со-
ответствующими показателями в опухолевых 
клетках.

Выявлено, что оптимальной конечной кон-
центрацией Н

2
О

2
 является 0,5 мМ. Данная 

концентрация вызывает нарастание образова-
ния АФК в лимфоцитах крови здоровых до-
норов, сопоставимое с уровнем в опухолевых 
клетках, а также индуцирует максимальное 
количество аннексин-положительных клеток, 
минимальное пропидий йодид-положитель-
ных и сопоставимое значение интегрального 
показателя отношения восстановленного глу-
татиона к окисленному (см. табл. 1, рис. 1–6).

ВЫВОД

В целом среди изученных нами концен-
траций Н

2
О

2
 для индукции в культуре лимфо-

цитов крови окислительного стресса  in  vitro, 

Таблица 1
Уровень исследованных показателей в лимфоцитах крови при различных условиях культивирования и опухоле-

вых клетках линии Jurkat [Me (Q1–Q3)]

Клеточная 
линия Jurkat

Конечная концентрация Н
2
О

2
 в культуральной среде лимфоцитов 

крови, мМ

0,3 0,5 1 2

Количество аннексин-по-
ложительных клеток, %

3,50
[2,70–4,20]

36,05
[21,05–37,09]*

67,90
[53,09–69,34]* 

15,04
[12,78–19,34]*

7,56
[6,09–11,98]*

Количество пропидия 
йодид-положительных 
клеток, %

0,35
[0,15–0,45]

6,98
[3,67–7,90]*

7,22
[6,45–8,09]*

44,44
[37,67–47,01]*

67,98
[43,20–82,23]*

Активные формы кисло-
рода, у.е.

0,65
[0,49–1,98]

0,45
[0,34–0,65]

0,71
[0,57–1,92]

0,81
[0,78–1,23]

1,56
[1,43–1,89]

GSH/GSSG, у.е.
13,14

[11,36–14,23]
13,50

[13,45–13,81]
12,46

[10,71–12,78]
17,48

[14,96–22,95]*
7,04

[5,36–10,96]*
Примечание: *  р <0,05 по сравнению с показателями опухолевой линии Jurkat.

Рис. 1. Влияние различных концентраций Н
2
О

2
 на со-

держание аннексин-положительных и пропидий-поло-
жительных лимфоцитов крови.

Рис. 2. Конечная концентрация водорода перокисида 
1 мМ; FITC — флюоресцеин изотиоцианат; АРС — ал-
лофикоцианин; А — канал на проточном цитофлуо-
риметре; Q1 — аннексин V-FITC–; пропидия иодид+; 
Q2 — аннексин V-FITC+; пропидия иодид+; Q3 — ан-
нексин V-FITC–; пропидия иодид–; Q4 — аннек-
син V-FITC+; пропидия иодид–.
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Рис. 6. Конечная концентрация опухолевых клеток 
линии Jurkat; FITC — флюоресцеин изотиоцианат; 
АРС — аллофикоцианин; А — канал на проточном 
цитофлуориметре; Q1 — аннексин V-FITC–; пропидия 
иодид+; Q2 — аннексин V-FITC+; пропидия иодид+; 
Q3 — аннексин V-FITC–; пропидия иодид–; Q4 — ан-
нексин V-FITC+; пропидия иодид–.

Рис. 3. Конечная концентрация водорода перокисида 
2 мМ; FITC — флюоресцеин изотиоцианат; АРС — ал-
лофикоцианин; А — канал на проточном цитофлуо-
риметре; Q1 — аннексин V-FITC–; пропидия иодид+; 
Q2 — аннексин V-FITC+; пропидия иодид+; Q3 — ан-
нексин V-FITC–; пропидия иодид–; Q4 — аннек-
син V-FITC+; пропидия иодид–.

Рис. 4. Конечная концентрация водорода пероки-
сида 0,3 мМ; FITC — флюоресцеин изотиоцианат; 
АРС — аллофикоцианин; А — канал на проточном 
цитофлуориметре; Q1 — аннексин V-FITC–; пропидия 
иодид+; Q2 — аннексин V-FITC+; пропидия иодид+; 
Q3 — аннексин V-FITC–; пропидия иодид–; Q4 — ан-
нексин V-FITC+; пропидия иодид–.

Рис. 5. Конечная концентрация водорода пероки-
сида 0,5 мМ; FITC — флюоресцеин изотиоцианат; 
АРС — аллофикоцианин; А — канал на проточном 
цитофлуориметре; Q1 — аннексин V-FITC–; пропидия 
иодид+; Q2 — аннексин V-FITC+; пропидия иодид+; 
Q3 — аннексин V-FITC–; пропидия иодид–; Q4 — ан-
нексин V-FITC+; пропидия иодид–.

способствующего вступлению в апоптоз мак-
симального количества клеток, оптимальна 
концентрация 0,5 мМ, поскольку при этом 
не активируются процессы некротической 
гибели и создаются условия, позволяющие с 
наибольшей вероятностью воспроизвести вну-
триклеточный уровень активных форм кисло-
рода, характерный для опухолевых клеток.

Данное исследование выполнено при финан-
совой поддержке Минобрнауки РФ в рамках 

ФЦП «Научные и научно-педагогические кадры 
инновационной России на 2009–2013 гг.» 
а также в рамках гранта Президента  

РФ для государственной поддержки ведущих 
научных школ 
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Реферат
Цель. Выявление роли гормональных нарушений в развитии гипогликемии при воздействии прена-

тальной алкогольной интоксикации у крыс.
Методы. Изучали влияние пренатальной алкогольной интоксикации на регуляцию метаболизма угле-

водов у потомства крыс в возрасте 15, 30 и 60 сут. С этой целью самкам белых беспородных крыс интрага-
стрально вводили 40% раствор этанола в дозе 4 г/кг во время периода гестации. В плазме крови определя-
ли концентрацию глюкозы, уровень инсулина, глюкагона, кортизола, содержание гормонов щитовидной 
железы.

Результаты. У потомства, алкоголизированного в пренатальном периоде, выявлено увеличение кон-
центрации инсулина в крови в возрасте 30 и 60 сут, снижение концентрации глюкагона в возрасте 60 сут. 
Данные изменения сопровождались стойкой гипогликемией. Концентрация кортизола в плазме крови 
пренатально алкоголизированных крыс не имела статистически значимых различий со значениями кон-
трольной группы. Также установлено статистически значимое снижение концентрации трийодтиронина 
в возрасте 60 сут на фоне увеличения содержания в крови тироксина.

Вывод. Полученные результаты свидетельствуют о существенном влиянии пренатальной алкогольной 
интоксикации на процессы регуляции метаболизма углеводов в отдалённые сроки постнатального пе-
риода: установлено развитие разнонаправленных изменений уровня инсулина, глюкагона и тиреоидных 
гормонов в крови потомства, сохраняющихся в отдалённые периоды постнатального онтогенеза, что может 
играть немаловажную роль в развитии гипогликемии, а также определять высокий уровень мертворождён-
ности и ранней постнатальной летальности.

Ключевые слова: пренатальная алкогольная интоксикация, гипогликемия, инсулин, глюкагон, тирео-
идные гормоны.
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