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Введение. Процессы химического и биохимического взаимодействия свободных радикалов, 
а также окислителей нерадикальной природы с клеточными компонентами постоянно привлекают 
внимание исследователей. Многочисленные повреждающие эффекты окислительных агентов 
на молекулярном (окисление белков, перекисное окисление липидов, повреждение ДНК), кле-
точном (нарушение трансдукции клеточного сигнала, влияние на экспрессию генов) и ткане- 
вом (развитие патологии, старение) уровнях хорошо известны. Эти эффекты лежат в диапазоне 
от тонкой регуляции многочисленных каскадов внутриклеточной сигнализации до индукции 
мгновенной гибели клетки. Неспецифическая окислительная модификация клеточных структур 
представляет один из наиболее потенциально опасных процессов для клетки [1]. Генерация ра-
дикалов в клетке определяется ее метаболической активностью, концентрацией кислорода, до-
ступностью ионов переходных металлов, уровнем клеточных восстановителей [2].

В качестве модельного окислительного агента в многочисленных исследованиях широко 
используют органический гидропероксид, терт-бутил гидропероксид (tBHP) (водорастворимый 
аналог гидроперекисей липидов, легко проникающий через клеточную мембрану) [3–6]. Ранее 
нами исследованы процессы, индуцируемые tBHP в эритроцитах человека [4, 5], митохондриях 
печени крыс [6].

Повреждающие эффекты tBHP в клетках различных типов хорошо изучены [4–7], известны 
также механизмы генерации и типы образующихся радикалов [8, 9]. Предполагается, что воз-
можными механизмами цитотоксичности tBHP являются нарушение внутриклеточного каль- 
циевого гомеостаза и Ca2+-сигнализации [7], которое следует за окислением восстановленного 
глутатиона (GSH, важнейшего редокс-регулятора в клетке), окисление белковых тиолов клетки, 
восстановленных пиридиннуклеотидов, образование двойных и одиночных разрывов в молеку-
лах ДНК [10, 11], перекисное окисление мембранных липидов [12], возрастание внутриглобуляр-
ной подвижности мембранных белков [13]. Ранее было показано, что метаболизм гидропероксида 
приводит к резкому возрастанию содержания окисленной формы глутатиона (GSSG) и наруше-
нию редокс-баланса GSH/GSSG в клетке [14], что является причиной выхода цитохрома с из мито-
хондрий в цитоплазму, изменения уровня экспрессии про/антиапоптатических белков Bax/Bcl 2 
и кинетически связано с активацией каспазы-3 [14]. Эти процессы в итоге приводят к апоптотиче-
ской гибели клеток [14]. Экспонирование клеток tBHP вызывает целый ряд токсических событий 
в клетке: ингибирование клеточной пролиферации, морфологические трансформации, диссипа-
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цию митохондриального мембранного потенциала, нарушение респираторной функции, форми-
рование митохондриальных пор высокой проницаемости, гибель клетки по некротическому или 
апоптотическому механизму [4–6, 13, 15]. В то же время клеточные мишени, в первую очередь 
взаимодействующие с окислителем, последовательность событий от окислительной модифика-
ции первичной мишени до гибели клетки, механизмы окислительных процессов, факторы анти-
оксидантной защиты требуют дальнейшего изучения. 

Цель настоящей работы – определение биохимических закономерностей окислительных про-
цессов, индуцируемых tBHP, в клетках млекопитающих.

Материалы и методы исследования. Реактивы и клеточные культуры. В работе использо-
вали tBHP (Sigma-Aldrich GmbH, Германия), флуоресцентный зонд 2′,7′-дихлородигидрофлуорес- 
цеин диацетат (DCFH-DA) (Molecular Probes, Inc., США), а также другие реактивы аналитической 
степени чистоты (POCH, Польша). Растворы готовили, используя воду, очищенную с помощью 
системы Milli-Q. Клетки линии B14 китайского хомячка выращивали в монослое в сбалансиро-
ванной солевой среде Хэнкса, содержащей 10 мМ глюкозы (HBSS-глюкоза), pH 7,4, и 10 %-ную сы-
воротку новорожденных телят. Культуры клеток выращивали в увлажненной атмосфере возду-
ха, содержащей 5 % CO2, при 37 °C. Перед экспериментом экспоненциально растущие клетки 
суспензировали при помощи 0,1 %-ного трипсина, дважды промывали средой и помещали в све-
жеприготовленную среду HBSS–глюкоза (500 000 клеток/мл). 

Генерация свободных радикалов. Образование свободных радикалов регистрировали по интен-
сивности флуоресценции зонда DCFH-DA, широко используемого для оценки количества обра-
зующихся внутриклеточных радикалов [16]. Нефлуоресцирующий DCFH-DA в клетке деацети-
лируется эстеразами до нефлуоресцирующего DCFH, который реагирует с активными формами 
кислорода/азота, окисляясь до интенсивно флуоресцирующего 2′,7′-дихлорофлуоресцеина (DCF). 
Известно, что DCFH непосредственно взаимодействует с гидроксильными радикалами, оксидом 
азота, пероксинитритом, реактивными формами кислорода, образующимися в системе H2O2–Fe2+, 
но не с супероксиданионом [16–18]. При отсутствии специфичности следует с осторожностью 
интерпретировать результаты окисления DCFH-DA в биологических системах, но в то же время 
это позволяет рассматривать зонд как удобный индикатор общего количества образующихся 
активных форм кислорода/азота [16–18]. В предварительных экспериментах нами показано отсут-
ствие в бесклеточной системе прямого окисления деацетилированного DCFH tBHP. Клетки ли-
нии B14 (500 000 клеток/мл) инкубировали в присутствии DCFH-DA (4 мкМ) в среде HBSS–глю-
коза при 37 °C в течение 20 мин. Флуоресценцию зонда регистрировали с помощью спектро- 
флуориметра Perkin Elmer LS55 (Германия), экспонируя клетки различным концентрациям tBHP 
в течение разных промежутков времени при разных температурах.

Морфология клеток. Морфологические изменения клеток линии B14 регистрировали с по-
мощью светового микроскопа Nikon Eclipse E400 (Япония) при 500-кратном увеличении, ис-
пользуя прикрепленные клетки, которые помещали в свежую среду HBSS-глюкоза, содержащую 
различные концентрации tBHP. Время экспонирования 1 ч при 37 ºC.

Результаты представляли как среднее значение 5–6 измерений ± SD. Для оценки результатов, 
демонстрирующих нормальное распределение (согласно тесту Шапиро–Вилка), использовали 
t-критерий Стьюдента, а также пакет программ GraphPad (http://www.graphpad.com/quickcals/con-
tMenu/).

Результаты и их обсуждение. Клетки линии B14 китайского хомячка широко используют- 
ся в исследованиях механизмов действия окислителей, антиоксидантов, токсических агентов 
[11, 19, 20]. Нами установлено, что в клетках линии B14 содержание GSH составляет 2,4 ± 0,3 мМ. 
GSH образует первую линию защиты от пероксидов в клетке и быстро истощается при экспони-
ровании клеток линии B14 tBHP (данные не представлены). Интенсивность окислительных про-
цессов в клетках линии В14, которая определяется уровнем антиоксидантной защиты и метабо-
лической активностью клетки, оценивали по интенсивности флуоресценции зонда DCF, про- 
порциональной количеству образующихся в присутствии окислителя (tBHP) активных форм 
кислорода. На рис. 1 представлены кинетические кривые образования радикалов при различных 
температурах экспонирования клеток окислителю. Обращает на себя внимание тот факт, что 
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в исследуемом диапазоне температур скорость процесса генерации радикалов минимальна при 
37 °С, что, вероятно, отражает максимальную активность ферментных систем, метаболизирующих 
tBHP, в первую очередь глутатионпероксидазы. С помощью уравнения Аррениуса k = A exp (–Ea/RT) 
(где k – константа скорости реакции, A – коэффициент, Ea – энергия активации реакции окисле-
ния DCFH-DA, R – универсальная газовая постоянная, T – температура), отражающего зависи-
мость константы скорости реакции от температуры, нами оценено кажущееся значение энергии 
активации процесса генерации радикалов в диапазоне 5–28 °С, которое равно 112,9 ± 14,3 кДж/моль. 
Ранее нами установлено, что энергия активации реакции взаимодействия tBHP с гемоглобином 
эритроцитов человека составила 108 ± 16 кДж/моль [4]. Вероятнее всего, активация tBHP в клет-
ке происходит при его взаимодействии с гемсодержащими белками и ферментами, цитохромами 
Р450 эндоплазматического ретикулума и цитохромами с митохондрий [8, 9, 21, 22].

В настоящее время для описания процесса взаимодействия гемсодержащих белков и фермен-
тов с органическими гидроперекисями предложено несколько схем, включая пероксидазный меха-
низм и гомолитическое расщепление гидроперекиси [8, 9]. В случае взаимодействия Fe3+-гематина 
с tBHP предполагают, что алкоксильный радикал, образуемый в результате гомолитического 
расщепления О–О связи гидроперекиси, является первичным радикалом [9]. Известно, что взаи-
модействие tBHP с митохондриями приводит к генерации метильного, терт-бутильного и терт-

Рис. 1. Образование активных форм кислорода клетками линии B14 китайского хомячка при экспонировании 
органическому гидропероксиду tBHP (100 мкМ) при различных температурах: 1 – 12 °С, 2 – 28 °С, 3 – 37 °С, 

4 – 48 °С (500 000 клеток/мл, HBSS–глюкоза, pH 7,4, концентрация флуоресцентного зонда DCFDA–DA – 4 мкМ, 
преинкубация зонда в суспензии клеток – 20 мин)

Рис. 2. Взаимодействие органического гидропероксида tBHP с клетками линии B14 китайского хомячка 
(500 000 клеток/мл, HBSS–глюкоза, pH 7,4, 37 °С, концентрация флуоресцентного зонда DCFDA–DA – 4 мкМ, 

преинкубация зонда в суспензии клеток – 20 мин (график двойных обратных координат))



107

бутилпероксильного радикалов в результате прямого 
восстановления химического окислителя цитохро-
мом с1 и/или цитохромом с дыхательной цепи ми- 
тохондрий [21]. Показано, что первый этап tBHP-
индуцируемой реакции представляет гомолитическое 
расщепление гидропероксида комплексом цитохром 
с/кардиолипин [22]. С другой стороны, восстанов- 
ление гидропероксида (как и гидроперекисей мем-
бранных липидов) системой глутатионпероксидаза/
глутатионредуктаза нарушает редокс-баланс клет- 
ки и клеточных органелл [23]. С помощью графика 
двойных обратных координат (график Лайнуивера–
Бэрка) для представления зависимости количества 
образованных активных форм кислорода от концент- 
рации окислителя нами рассчитано значение эффек-
тивной полумаксимальной концентрации tBHP в реак-
ции активации окислительного агента клетками ли-
нии В14 при 37 °С: EC50 = 37 ± 12 мкМ (рис. 2), что 
отражает достаточно высокое сродство органическо-
го гидропероксида к клеточным компонентам.

Экспонирование клеток линии В14 органическо-
му гидропероксиду приводит к выраженному наруше-
нию морфологии клеток (рис. 3). Клетки линии В14 
характерной биполярной формы теряют способность 
сорбироваться на субстрате и образовывать клеточ-
ные ассоциаты, приобретают сферическую форму 
и сжимаются уже при концентрации окислителя 
100 мкМ. При более высоких концентрациях окис-
лителя (500–1000 мкМ) сжатие, напротив, сменяется 
выраженным набуханием клеток с последующим 
разрушением их мембраны и лизисом. В независи-
мых экспериментах нами обнаружена полная депо-
ляризация клеток линии В14 при экспонировании 
окислителю. Мембранный потенциал уменьшался 
от (–23,7 ± 3,4) мВ для контрольных клеток до 0 
при концентрации tBHP 1000–1500 мкМ, что отра-
жает полное нарушение асимметричного распреде-
ления ионов К+ и Na+ по обе стороны клеточной 
мембраны и приводит к набуханию клеток. Истече-
ние ионов К+ из клетки и вхождение ионов Na+, как и набухание клеток, связано с некротическим 
механизмом гибели клеток [24].

Заключение. Окислительный стресс, индуцируемый в клетках линии В14 органическим гидро-
пероксидом, приводит к генерации активных форм кислорода в реакциях гидропероксида с гем-
содержащими белками. Рассчитана эффективная полумаксимальная концентрация tBHP в реак-
ции активации окислителя клетками: EC50 = 37 ± 12 мкМ. Определяемые метаболической актив-
ностью клетки окислительные процессы приводят к потере клетками способности сорбироваться 
на субстрате и формировать ассоциаты, а затем к набуханию клеток и лизису. Деполяризация 
и набухание клеток отражают формирование ион-неселективных пор в мембране и некротиче-
ский механизм гибели клеток при окислительном воздействии.

Рис. 3. Морфологические трансформации клеток 
линии В14 китайского хомячка при экспонирова-
нии различным концентрациям tBHP (а – кон-
троль, б – 100 мкМ tBHP, в – 500 мкМ tBHP). Клет-
ки обрабатывали окислительным агентом в тече-

ние 1 ч при 37 °С (HBSS–глюкоза, pH 7,4) 
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I. B. ZAVODNIK 

REACTIVE OxYGEN SPECIES GENERATION AND B14 CELLS MORPHOLOGICAL 
TRANSFORMATIONS UNDER OxIDATIVE TREATMENT 

BY ORGANIC HYDROPEROxIDE

Summary

Oxidative stress induced in B14 cells by organic tert-butyl hydroperoxide (tBHP) results in intracellular free radical 
generation in hydroperoxide reactions with haem–containing proteins. The half maximal effective concentration of tBHP 
in reaction with cellular components EC50 is equal to 37 ± 12 µM. Oxidative processes depends on cell metabolic activity 
and induces cell morphological impairments: cell detachment from the substrate, cell dissociations and swelling, which reflects 
necrotic mechanism of oxidative cell death.


