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Введение. В процессе функционирования клетки генерация активных форм кислорода 
(АФК) происходит в ходе разнообразных метаболических реакций, протекающих во внутрикле-
точной и во внеклеточной средах. Помимо генерации АФК, образование супероксидного анион-
радикала, пероксида водорода и других активных кислородных метаболитов в клетках может 
наблюдаться в результате переноса электронов в митохондриальной дыхательной цепи, в реак-
циях микросомального окисления при обезвреживании продуктов метаболизма и чужеродных 
веществ с участием цитохрома Р-450, в реакциях самопроизвольного (неферментативного) окис-
ления веществ (гемоглобина, ферредоксинов, адреналина катехоламинов, флавинов, гидрохино-
нов и др.) при избытке ионов металлов с переменной валентностью [1−3]. Биологические эффек-
ты АФК, как правило, реализуются через каскад окислительных реакций [1, 3]. Обладая различ-
ными донорно-акцепторными свойствами, АФК, взаимодействуя с биологически важными 
молекулами (липидами, белками, нуклеиновыми кислотами), не только приводят к развитию 
окислительного стресса в клетках, но и способны осуществлять регуляцию широкого класса 
физиологических реакций [4]. В то время как АФК, приводящие к развитию окислительного 
стресса, индуцируют нарушение функционального состояния [5] и гибель клеток [6], в диапазо-
не физиологических концентраций АФК могут стимулировать пролиферацию клеток [7−10], 
в частности, влиять на направление дифференцировки МСК [11, 12]. Образование АФК в клетках 
находится под регуляторным контролем и осуществляется в количествах, необходимых для реа-
лизации соответствующих функций. Поддержание содержания АФК на оптимальном физиоло-
гическом уровне, локализация и ограничение зоны их действия в клетках обеспечиваются анти-
оксидантной системой клетки, включающей низкомолекулярные антиоксиданты и ферменты 
антиоксидантной защиты [1, 3, 4]. Следовательно, причиной развития окислительного стресса 
в клетках является не только продукция АФК как таковая, но и нарушение баланса между их об-
разованием и элиминацией [1, 4]. 

Как правило, антиоксиданты снижают выраженность окислительного повреждения клеток, 
подавляя образование АФК в случае их избыточной генерации. Для предотвращения развития 
окислительного стресса в клетках в биологии и медицине широко используются синтетические 
антиоксиданты, которые ингибируют не только процессы свободнорадикального окисления, но 
и влияют на систему природных антиоксидантов, изменяя их биологическую активность [13]. 

Доступным источником мезенхимальных стволовых клеток (МСК), которые могут накапли-
ваться в условиях культуры, дифференцироваться в разные типы клеток и использоваться в кли-
нической медицине, является жировая ткань (ЖТ) [14]. Эффективность применения МСК в тера-
певтической практике во многом определяется их жизнеспособностью, пролиферативной актив-
ностью и устойчивостью к неблагоприятному воздействию окислительного стресса, 
индуцируемого АФК, образующимися при развитии воспалительных процессов в зоне повреж-
дения [15]. 
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Исходя из важной роли АФК в функционировании клеток, представляется целесообразным 
изучить возможные биологические эффекты антиоксидантов на МСК при их культивировании 
in vitro. Данные сведения важны также с позиции прогнозирования эффективности использова-
ния МСК в регенеративной медицине при лечении различных заболеваний в сочетании с прове-
дением антиоксидантной лекарственной терапии. 

В качестве антиоксиданта был выбран эмоксипин – водорастворимое синтетическое произ-
водное 3-оксипиридина, относящийся к соединениям биогенного типа, аналогам витамина В6. 
Антиоксидантные свойства эмоксипина обусловлены наличием в структуре его азотистого гете-
роцикла гидроксильной группы. В настоящее время эмоксипин широко применяется в клиниче-
ской практике для лечения патологических состояний ЦНС, инфаркта миокарда, в офтальмоло-
гии, при нарушениях функционирования органов эндокринной системы [16−20]. Препарат ис-
пользуется как с целью быстрого достижения терапевтического эффекта, так и для снижения 
частоты побочных реакций. Обычные дозы эмоксипина – 3%-ный раствор (2−10 мл) для внутри-
мышечного введения 2–3 раза в сутки в течение 20 дней, или внутривенно 3%-ный раствор 
(20−30 мл) в 200 мл изотоническом растворе натрия хлорида. Механизмы влияния эмоксипина 
на клетки до конца не изучены, но в основном его эффект связывается со снижением протекания 
окислительного стресса в патологически измененных тканях.

Цель данной работы − изучение влияния эмоксипина на пролиферативную активность, жиз-
неспособность и антиоксидантную защиту в МСК ЖТ в условиях культуры.

Объекты и методы исследования. Работа проведена на МСК из ЖТ крысы. Для выделения 
МСК была проведена ферментативная обработка гомогената жировой ткани 0,25%-ным раство-
ром коллагеназы в фосфатно-солевом буфере (ФСБ), рН 7,2 при 37 °С в течение 30 мин. 
Полученную клеточную суспензию фильтровали через капроновый фильтр (100 мкм) и центри-
фугировали при 1500 об/мин в течение 10 мин. После удаления супернатанта осадок заливали 
полной ростовой средой ДМЕМ (среда Игла, модифицированная по способу Дульбекко), содер-
жащей 10 % эмбриональной телячьей сыворотки, 2 мМ L-глютамина, 0,01 мл базового раствора 
комплексного антибиотика-антимикотика. Затем клетки высевали в количестве 8· 104 кл/мл 
в культуральные флаконы (Sarstedt, Германия) и культивировали при 37 °С в СО2-инкубаторе 
во влажной атмосфере при постоянном давлении 5 % СО2. Полную смену ростовой среды прово-
дили каждые 72 ч. При достижении 70−80 % конфлуентности монослоя клетки переводили в су-
спензию с использованием растворов трипсина (0,25 %) и ЭДТА (0,02 %) (Gibсo, США) и рассе-
вали в соотношении 1 : 3 на следующий пассаж. Клетки второго пассажа растили при посевной 
плотности 3 тыс. клеток на 1 см2 поверхности культурального флакона в полной ростовой среде 
в течение 4 сут, после чего материал отбирали в эксперимент. 

В работе использовали 1%-ный раствор эмоксипина производства Республиканского унитар-
ного предприятия «Белмедпрепараты» (г. Минск). Дальнейшей очистке препарат не подвергали. 
Судя по измерениям спектров поглощения и флуоресценции раствора эмоксипина в ФСБ содер-
жание посторонних примесей в препарате не превышало 1 %. Продолжительность культивиро-
вания МСК с эмоксипином составляла 96 ч до достижения в контроле 70%-ной конфлуентности 
монослоя.

Наблюдение за ростом клеток и их морфологическим статусом проводили ежедневно с ис-
пользованием инвертированного микроскопа Olympus CKX 41 (Япония). Оценивали форму, раз-
мер клеток, наличие и длину отростков. Пролиферативную активность клеток характеризовали 
по индексу пролиферации, равному отношению количества клеток после 4 сут культивирования 
к количеству клеток при посеве. 

Жизнеспособность МСК определяли на проточном цитофлуориметре FACSСanto II (Becton 
Dickinson, США) с использованием красителей пропидиум иодида и флуоресцеин диацетата [21]. 
При этом оценивалась доля живых и погибших клеток по механизмам некроза и апоптоза. Для 
определения фенотипа МСК клетки второго пассажа в количестве 1· 105 ресуспендировали 
в 100 мкл ФСБ, вносили в суспензию меченые флуорофорами антитела к антигенам CD29 (FITC, 
флуоресцеинизотиоцианат), CD44 (FITC), CD90 (РЕ, фикоэритрин), CD105 (FITC), CD34 (FITC) 
и CD45 (FITC) в разведениях согласно инструкциям фирм-производителей (СD29, СD44, СD105 – 
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Thermo Scientific, СD90, CD34, СD45 – RD Systems). Затем образцы инкубировали в течение 
30 мин в темноте при комнатной температуре, отмывали центрифугированием 2 раза ФСБ 
(1500 об/мин ç 10 мин), ресуспендировали в 300 мкл ФСБ и анализировали с помощью проточ-
ного цитофлуориметра. Для каждого антигена анализу подвергалось не менее 10 000 клеток. 
Анализ их иммунофенотипа с помощью проточной цитофлуориметрии показал, что клетки 
культуры экспрессируют маркеры CD90 (> 95 %), CD105 (> 99 %), CD29 (> 85 %) и CD 44 (> 95 %) 
типичные для МСК, в то время как экспрессия маркеров гемопоэтических клеток была незначи-
тельна: CD34 (< 3 %), CD45 (< 2 %).

Для оценки в МСК внутриклеточного содержания АФК (Н2О2, супероксид-анион-радикал) 
использовали флуоресцентные зонды СМ-H2DCFDA [22] и гидроэтидин (HE) [23]. Для определе-
ния Н2О2 в суспензию МСК вносили 8 мкМ СМ-H2DCFDA, инкубировали в темноте в течение 
15 мин при 37 °С, отмывали клетки 2 раза от несвязавшегося зонда в ФСБ (1500 об/мин, 10 мин) 
и выдерживали 2 ч при 37 °С в среде ДМЕМ. За это время молекула СМ-H2DCFDA гидролизова-
лась внутриклеточными эстеразами до непроникающего через плазматическую мембрану по-
лярного соединения СМ-H2DCF, которое после взаимодействия с Н2О2 приобретает способность 
к флуоресценции с максимумом при 530 нм (возбуждение 488 нм). Интенсивность флуоресцен-
ции нагруженных зондом МСК оценивали на проточном цитофлуориметре. Для анализа выби-
рали гейт жизнеспособных клеток (отрицательные по PI). Для оценки внутриклеточного содер-
жания супероксид-анион-радикалов МСК инкубировали в присутствии 20 мкМ HE в течение 
20 мин в темноте при 37 °С, отмывали центрифугированием 2 раза в ФСБ (1500 об/мин ç 10 мин) 
и инкубировали в среде ДМЕМ в течение 40 мин при 37 °С. Флуоресценцию окисленного НЕ 
регистрировали на проточном цитофлуориметре при 636 нм (возбуждение 488 нм).

Гистограммы распределения клеток по интенсивности флуоресценции оценивали с помо-
щью программного обеспечения DIVA-6,1 (Becton Dickenson, США).

Перекисное окисление липидов (ПОЛ) оценивали по образованию продуктов, реагирующих 
с 2-тиобарбитуровой кислотой (ТБК-пр.), концентрацию которых рассчитывали принимая вели-
чину коэффициента молярной экстинкции при λ = 535 нм, равную 1,56 ⋅ 105 М–1· см–1. Содержание 
небелковых SH-групп (представленных в основном восстановленным глутатионом) оценивали 
с использованием реактива Элмана, принимая коэффициент молярной экстинкции окрашенного 
продукта при λ = 412 нм, равным 1,36 ⋅ 104 М–1· см–1. Активность супероксиддисмутазы (СОД) 
определяли по степени торможения реакции окисления кверцетина [24]. 

Результаты и их обсуждение. Первичная суспензия клеток, полученных из ЖТ с помощью 
ферментативной обработки, представляет собой смесь различных клеток. При ее посеве в куль-
туральные флаконы и последующем культивировании в среде ДМЕМ часть клеток адсорбирует-
ся к пластику флакона. Ко второму пассажу после смыва неадсорбированного материала в куль-
туре остаются преимущественно МСК, имеющие фибробластоподобную морфологию. 

На рис. 1 представлены микрофотографии МСК после культивирования в присутствии эмок-
сипина в концентрации 0,0005−0,25 %. Как видно из рисунка, содержание эмоксипина в среде 
не изменяет морфологию клеток: МСК имеют фибробластоподобную, веретеновидную форму 
во всем диапазоне концентраций. Однако при концентрациях 0,05−0,25 % обнаруживается зна-
чительное снижение количества клеток в культуре по сравнению с контролем. Определение ин-
декса пролиферации (рис. 2) показало, что при концентрациях эмоксипина 0,01−0,25 % наблюда-
ется значительное снижение пролиферативной активности МСК (при 0,25 % регистрируется ко-
личество клеток более низкое, чем при посеве). При концентрациях препарата 0,0005−0,005 % 
пролиферативная активность МСК увеличивается: на 22, 17 и 12 % в присутствии 0,0005, 0,001 
и 0,005%-ного препарата соответственно. Снижение пролиферативной активности МСК при вы-
соких концентрациях эмоксипина связано с проявлением его токсического действия, о чем сви-
детельствует увеличение количества некротических клеток в культурах (рис. 2). Токсическое 
действие препарата при высоких концентрациях, вероятно, реализуется посредством нарушения 
прооксидантно/антиоксидантного баланса в клетках в сторону интенсификации окислительных 
процессов, о чем свидетельствуют результаты определения внутриклеточного содержания АФК 
в МСК. Если содержание пероксида водорода в МСК при высоких концентрациях эмоксипина 
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Рис. 1. Микрофотографии МСК ЖТ, культивируемые в среде ДМЕМ, содержащей различные концентрации  
эмоксипина. Клетки второго пассажа. Время инкубации клеток с эмоксипином 96 ч при 37 °С, 5 % СО2, 10 % ЭТС, 

увеличение ç 40

Рис. 2. Влияние эмоксипина на индекс проли-
ферации (А) и количество некротических 
клеток (В) в культуре МСК из ЖТ крысы вто-
рого пассажа. Время инкубации клеток 
с эмоксипином 96 ч при 37 °С, 5 % СО2, 10 % 
ЭТС: 1 – К (контроль); 2 – 0,0005 %; 3 – 
0,001 %; 4 – 0,005 %; 5 – 0,01 %; 6 – 0,05 %; 
7  – 0,1 %; 8 – 0,25 % концентрации эмокси-

пина в среде культивирования
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возрастает незначительно по сравнению с контролем, то содержание супероксид-анион-радика-
лов увеличивается на 25 и 28 % в присутствии 0,1%-ного и 0,25%-ного препарата соответственно 
(рис. 3). Механизм наблюдаемого эффекта связан с нарушением функционирования компонен-
тов антиоксидантной системы клеток. В пользу этого свидетельствуют полученные нами дан-
ные по влиянию эмоксипина на устойчивость МСК к окислительному стрессу. Ранее [6] нами 
показано развитие окислительного стресса в суспензиях МСК в присутствии микромолярных 
концентраций гидропероксида трет-бутила (ТБГП). Окислительный стресс проявлялся в по-
вреждении белков, окислении липидов, снижении количества жизнеспособных и увеличении 
апоптотических и некротических клеток. Изучение действия ТБГП на суспензию МСК показало 
значительное снижение устойчивости культивированных в присутствии высокой концентрации 
эмоксипина (0,1 %) клеток к окислительному стрессу. После инкубации с ТБГП (150 мкМ) в те-
чение 2 ч содержание ТБК-активных продуктов в суспензии (4· 105 кл/мл) культивированных 
в присутствии 0,1%-ного эмоксипина МСК возрастает на 2,20 ± 0,15 нмоль/мг белка, тогда как 
в контрольных клетках – на 1,73 ± 0,11 нмоль/мг белка. Количество жизнеспособных клеток 
в культурах снижается на 24 и 30 % соответственно для контрольных и культивированных 
в присутствии 0,1%-ного эмоксипина. Количество апоптотических и некротических после окис-
лительного воздействия ТБГП увеличивается, при этом отношение количества некротических 
клеток к апоптотическим составляет 0,13 для контрольных и 2,1 для культивированных в при-
сутствии 0,1%-ного препарата МСК. Развитие преимущественно некротической гибели при 
окислительном стрессе характерно для клеток со сниженной антиоксидантной защитой [6]. 
Представленные в таблице данные свидетельствуют о снижении в культивированных в присут-
ствии 0,1%-ного препарата МСК содержания одного из основных компонентов антиоксидантной 
системы − восстановленного глутатиона, а также супероксиддисмутазной активности по сравне-
нию с контролем. Эти результаты согласуются с данными о снижении под влиянием эмоксипина 
супероксиддисмутазной активности и стимулировании ПОЛ в клетках опухолевой ткани (про-
лиферативно-активные клетки) при химиотерапии перевиваемого рака крыс РС-1. Эффект на 
клетки опухолевой ткани проявлялся при высоких концентрациях эмоксипина – 25 мг/кг 
веса [25]. Использование низких концентраций эмоксипина (0,0005–0,005 %) при культивирова-
нии МСК приводит к снижению содержания в клетках как пероксида водорода, так и супер-
оксид-анион-радикалов (рис. 3), что указывает на увеличение антиоксидантного статуса клеток 
при данных условиях культивирования. Эти результаты хорошо согласуются с увеличением со-
держания восстановленного глутатиона, глутатионпероксидазной и супероксиддисмутазной ак-
тивности в культивированных МСК в присутствии низкой концентрации (0,001 %) эмоксипина 
по сравнению с контролем (таблица). Данные клетки проявляют также большую устойчивость 
к окислительному стрессу: в ответ на действие ТБГП количество продуктов ПОЛ составило 

Рис. 3. Влияние эмоксипина на интенсивность флуоресценции зондов CM-H2DCF-DA (А) и HE (В) в составе МСК 
из ЖТ крысы: 1 – К (контроль); 2 – 0,0005 %; 3 – 0,001 %; 4 – 0,005 %; 5 – 0,01 %; 6 – 0,05 %; 7 – 0,1 %; 8 – 0,25 % кон-

центрации эмоксипина в среде культивирования
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1,49 ± 0,14 нмоль/мг белка, количество жизнеспособных клеток снизилось на 21 %. Учитывая 
стимулирующее влияние АФК на пролиферативную активность клеток, важно отметить, что 
снижение внутриклеточного содержания АФК в присутствии низких концентраций эмоксипина 
наблюдается на фоне роста пролиферации МСК. 

Заключение. При культивировании мезенхимальных стволовых клеток (МСК) жировой тка-
ни (ЖТ) эмоксипин в низких концентрациях (0,0005−0,005 %) не влияет на морфологию клеток, 
оказывает стимулирующее влияние на их пролиферативную активность, стимулирует актив-
ность системы антиоксидантной защиты и приводит к уменьшению внутриклеточного содержа-
ния АФК (пероксида водорода и супероксид-анион-радикала). При концентрациях 0,01−0,25 % 
препарат оказывает токсическое действие на МСК, что проявляется в снижении пролифератив-
ной активности и жизнеспособности клеток, подавлении антиоксидантной защиты и возраста-
нии внутриклеточного содержания Н2О2 и супероксид-анион-радикалов. В этой связи следует 
отметить, что в клинической практике эмоксипин применяют в достаточно широком диапазоне 
концентраций – 1−50 мг/кг веса, используя при этом и внутривенное введение 1−3 раза в сутки. 
Препарат быстро распределяется в крови и характеризуется высокой скоростью элиминации 
(18 мин), которая может увеличиваться при патологических состояниях [26]. Распределение 
эмоксипина в других органах и тканях точно неизвестно и является предметом изучения [27]. 
Эти данные свидетельствуют о том, что терапевтическое действие эмоксипина реализуется при 
значительном изменении (на несколько порядков) его концентрации в организме, при этом мак-
симальная концентрация в крови может составлять приблизительно 0,1 % и выше. Полученные 
данные позволяют полагать, что при клеточной терапии различных заболеваний применение 
эмоксипина в дозах, при которых концентрация препарата в крови составит более 0,01 %, может 
привести к снижению эффективности лечения с использованием МСК ЖТ. При концентрациях 
эмоксипина в крови 0,0005−0,005 % эффективность клеточной трансплантации, наоборот, может 
увеличиться. В целом приведенные данные следует учитывать при клиническом применении 
МСК на фоне терапии эмоксипином, при культивировании МСК с целью увеличения их функци-
ональной активности. 
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I. B. VASILEVICH, S. V. PINCHUK, E. S. LOBANOK, I. D. VOLOTOVSKI

MORPHOLOGY-FUNCTION STATE OF RAT ADIPOSE-DERIVED MESENCHYMAL STEM CELLS UNDER 
THE SUPPRESSION OF OXIDATIVE STRESS 

Summary

The influence of emoxipine on proliferative activity, viability in rat adipose-derived mesenchymal stem cells (MSCs) in 
culture, as well as the state in the MSCs of the antioxidant protection system was investigated. It is shown that when 0.0005−
0.005 % concentrations of emoxipine in growth medium the proliferative activity of MSCs increased, did not influence the 
cell viability and reduced intracellular content of hydroperoxide and superoxide anion radicals. At concentrations of 0.01−
0.25 % a emoxipine revealed the toxic effects on MSCs, that manifested itself in reduced proliferative activity and cell viabil-
ity, increased intracellular content of superoxide anion radicals.


