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астроглиальных клеток (рис. 6). При сочетанном действии стати-
на и гроприносина на клетки выявлялся протективный эффект 
препаратов. При концентрации статина С8 (0,01 нг/мл) и Г3(63 
мкг/мл) (рис. 7) это проявляется в преобладании апоптотиче-
ских клеток над некротическими в суспензии АК (С8-Г3, С8-Г5). 
Использование статина в концентрации С9 (0,001 нг/мл) (рис. 
8) приводит к увеличению количества жизнеспособных клеток 
и снижению некротических для всех концентраций гроприноси-
на. При этом если в концентрации Г5 гроприносин в отсутствии 
статина оказывал токсическое действие на АК, то в комбинации 
со статином – выраженное протективное. О защитном дейст-
вии препаратов при их комбинированном применении свиде-
тельствует также снижение окислительных процессов в АК по 
сравнению с контролем (рис. 7, рис. 8). Существенного влияния 
гроприносина, статина в данных дозах и их сочетанных комби-
наций на связывание потенциал-чувствительного зонда Мц540 
не наблюдается, что свидетельствует об отсутствии изменения 
трансмембранного потенциала клеток под воздействием пре-
паратов (рис. 5, рис. 9). 

Выводы

1. Дана морфо-функциональная характеристика культиви-
руемых астроцитов мозга в условиях нормоксии и гипоксии.

2.  Культивирование астроцитов в питательной среде при 
уменьшении содержания в ней сыворотки снижает количество 
жизнеспособных клеток, при этом значительно увеличивается 
количество некротических и апоптических клеток.

3.  Выявлена особенность действия препарата гроприноси-
на на клетки мозга в культуре в условиях нормоксии, которая 
выражается в индукции к дифференцировке предшественников 
астроглиальных клеток, появлении у последних ветвящихся от-
ростков, формирующих глиальные сети. 

Литература

1. Аронов, Д. М. Плейотропные эффекты статинов. Русский медицин-
ский журнал. – 2001. – T. 9, № 13. – С. 2–7. 

2. Квачева, З. Б., Недзьведь М. К., Рытик П. Г. и др. Длительное куль-
тивирование клеток мозга человека и их морфологическое изучение. – Ма-
териалы I Всесоюзного симпозиума «Возбудимые клетки в культуре тка- 
ни». – Пущино, 1984, с. 108–111.

3. Лосев, Ю. П., Федулов А. С., Мезен Н. И. Ингибиторы перекисного 
окисления липидов с внутримолекулярным синергизмом. – Доклады Нацио-
нальной академии наук Белоруси 1999, т. 3, № 3, с. 5.

4. Мезен, Н. И., Федулов А. С., Квачева З. Б., Лобанок Е. С., Шукано-ва Н. А.,  
Илькевич Ю. Г., Шадыро О. И. Нейропротективные свойства антиоксиданта 
Т-3 из группы двухатомных фенолов при гипоксическом повреждении астро-
цитовin vitro. – Сборник материалов симпозиума «Биоантиоксидант», Тюмень, 
сентябрь 1997.

5. Мезен, Н. И., Квачева З. Б., Федулов А. С., Олешкевич Ф. В Шадыро О. И.,  
Тимощук В. А. Влияние гипоксии на морфо-функциональные параметры 
астроцитов в монослойной культуре. – Бюл. Экспер. Биологии и медицины 
1996, № 11, т. 122, с. 581–584.

6. Полтавцева, Р. А, Рокицкий П. Ф. Биологическая статистика. – Минск: 
Высшая школа. – 1967. – 322 с.

7. Федулов, А. С., Мезен Н. И., Квачева З. Б., Илькевич Ю. Г., Полещук Н. Н.,  
Карапетян Г. М. Влияние гипоксии на морфофункциональное состояние 
культуры астроцитов и протекторный эффект диафена. Сб. материалов кон-
ференции «Молекулярная генетика и биотехнология» 6–8 апреля 1998 г.,  
г. Минск, с. 118–121.

8. Шахтмейстер, И. Я.: Новый иммуно-корректор гроприносин в тера-
пии дерматозов Новые лек. преп., Москва 1994, 5, стр. 9–19. – 3. Тезисы до-
кладов VII Росс. Съезда дерматовенерологов. Новое в лечении хронических 
и системных заболеваний. Казань, Медицина 1996, часть I.

9. Bacigaluppi, M., Hermann D. M. New targets of neuroprotection in ische-
mic stroke. Scientific World Journal 2008; 13; 8: 698–712.

10. Ginsberg, M. D Neuroprotection for ischemic stroke: past, present and 
future. Neuropharmacology 2008. [Epub ahead of print]

11. Donnan, G. A A New Road Map for Neuroprotection. The 2007 Feinberg 
Lecture. Stroke 2008; 39: 242.

12. Wahlgren, N. G., Ahmed N Neuroprotection in cerebral ischaemia: 
facts and fancies – the need for new approaches. Cerebrovasc Dis 2004;  
17 Suppl 1: 153–66

13. Zacco, A., Togo J., Spence K. et al. 3-Hydroxy-3-Methylglutaryl Coen-
zyme A Reductase inhibitors protect cortical neurons from excitotoxicity The J.  
of Neuroscience. – 2003. – V.23, N 35. – P. 11104–11111. 

14. Yi-Bing, Ouyang, Ludmila A. Voloboueva, Li-Jun Xu, and Rona G. Gif
fard Selective Dysfunction of Hippocampal CA1 Astrocytes Contributes to De
layed Neuronal Damage. after Transient Forebrain Ischemia.The Journal of Neu
roscience, 18 April 2007, 27(16): 4253–4260. 

Поступила 19.12.2014 г.



60 

Оригинальные научные публикации Гигиена и физиология военного труда

Гипоксия – один из факторов и ведущее звено механиз-
мов повреждения клеток нервной ткани, возникающих 

при многих патологиях нервной системы, а так же и при ин-
сультах. Именно астроциты сейчас являются главной мишенью 
изучения при моделировании условий гипоксии и разработке 
новых подходов к антигипоксическим препаратам. В послед-
нее время особое внимание уделяется другому направлению 
исследований – изучению возможностей расширения «терапев-
тического окна» [8, 9, 10]. Наибольший интерес для изучения  
в этом направлении представляют такие группы препаратов, 
как антагонисты глутамата, антиоксиданты, блокаторы кальци-
евых каналов, хелаторы кальция и некоторые другие [1, 7, 8, 9, 
13]. Реализация такого подхода на практике обозначает необ-
ходимость подбора не одного или двух нейропротективных пре-
паратов, а целой схемы нейропротективного лечения, то есть 
подбор комбинации препаратов с разнонаправленным протек-
тивным действием, что, по мнению многих авторов, позволит 
совершить прорыв в изучении проблемы нейропротекции при 
инсультах и др. патологиях ЦНС [1, 11, 12]. Однако большинство 
таких средств в международных клинических испытаниях не по-
казали убедительных результатов и на клеточном уровне изуче-
ны недостаточно [8, 9, 13].

Таким образом, целью данной работы явилось: разра-
ботка модели стрессовых воздействий на астроглиальные 
клетки в культуре, и изучение протективного эффекта раз-
личных лекарственных препаратов и их сочетаний (гропри-
носина, симвастина (статина), цефтриаксона ) в данных мо-
дельных условиях.

Материалы и методы

Приготовление культур клеток мозга крысы проводилось 
как описано ранее [2–5].

Приготовление стоковых растворов и разведений препа-
ратов симстатина, гроприносина и цефтриаксона проводили 
следующим образом: гроприносин (Гр): 500 мг препарата (та-
блетка) растворяли в 50 мл среды DMEM/F-12 (1:1) до концен-
трации 10000 мкг/мл (стоковый раствор), из которого готовили 
дальнейшие разведения. Исследовали влияние на культуры 
клеток мозга крысы концентраций: 80 мкг/мл (Г7 ), 40 мкг/мл 
(Г6), 250 мкг/мл (Г5). 125 мкг/мл (Г4), 63 мкг/мл (Г3).

Симвастатин (С): 20 мг препарата (таблетка) растворяли  
в 20 мл среды DMEM/F-12 (1:1) до концентрации 1000 мкг/мл 
(стоковый раствор). Далее проводили последовательные разве-
дения стокового раствора (100) в 10 раз до 10–6 и 10–7, 10–8, 10–9, 
что соответствовало 4-ем исследуемым концентрациям пре-
парата 0,001 мкг = 1 нг/ мл (С6); 0,1 нг/мл (С7); 0,01 нг/мл(С8); 
0,001 нг/мл(С9);

Цефтриаксон (Ц): 1 г препарата (порошок) растворяли в 
100 мл среды DMEM/F-12 (1:1) до концентрации 10000 мкг/мл 
(стоковый раствор). Исследовали действие концентрации) – 
1–0,001 нг/мл, (разведение в 200 раз.)

Внесение препаратов симстатина, гроприносина и цефт-
риаксона в культуры клеток мозга крысы. Культуры клеток 
мозга крысы 5-ого пассажа для последующего измерения ан-
тиоксидантного статуса и вязкости мембранных липидов культи-
вировали на 24-луночных планшетах или на стеклах в пенфлако-
нах для последующей фиксации и оценки морфологии культиви-
ровали в среде DMEM с 10% FBS на протяжении 3 суток. Затем 
проводили смену среды на DMEM (1:1) с 2% FBS (контрольные 
лунки) либо на DMEM с 2% FBS и различными концентрация-
ми и сочетаниями 3-х препаратов. Учет результатов проводили 
через 18 часа культивирования после внесении препаратов  
в условиях нормоксии и гипоксии.

Моделирование условий гипоксии: культуры клеток мозга 
крысы 2 – 5-ого пассажей культивировали в среде DMEM/F-12 
(1:1) с 10% FBS на протяжении 3 суток в СО2-инкубаторе при 
+37 °С и 95% влажности (условия нормоксии) до достижения 
конфлюэнтности монослоя, затем культуры переносили в гипок-
сическую камеру с газовой смесью: 95% азота и 5% кислорода 
или 12% кислорода, подающейся в камеру с помощью смеси-
теля-дозатора газов при +37 °С, на 18–24 часов. Оценку гипок-
сического воздействия на культуры нейроглиальных клеток по 
исследуемым показателям проводили, извлекая их из гипокси-
ческой камеры и перенося на 90 мин в обычный термостат при 
37 °С для создания условий реоксигенации. Контролем служили 
культуры астроцитов, которые инкубировали в течение соответ-
ствующего периода времени в условиях нормы СО2 инкубатор, 
37 °С. Через указанные сроки оценивали морфологию живых 

Рис. 10. Морфологические проявления гипоксического воздействия (18 час.) 
на астроглиальные клетки (отек клеток, апоптоз, укорочение отростков)
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клеток, архитектонику монослоя, а также клетки фиксировали 
спиртом, окрашивали гемотоксилином и эозином и анализиро-
вали митотическую активность. Оценивали форму, размер кле-
ток, ядер, наличие и длину отростков, архитектонику монослоя. 
Пролиферативную активность клеток на разных вариантах сред 
оценивали по митотической активности и средним данным на-
копления клеток в 3-х культуральных флаконах и пересчету их 
количества на 1 мл культуральной среды общепринятым мето-
дом в камере Горяева и соотнесении количества к посеянным, 
выражали индексом пролиферации. Жизнеспособность клеток 
определяли с использованием пропидиум иодида (PI) и флуорес-
цеин диацетата (FDA) методом проточной цитофлуориметрии. 
Пропидиум иодид (2 мкг/мл) добавляли в суспензию клеток за 
2 мин перед измерением, флуоресценцию клеток регистриро-
вали в диапазоне 675/30 нм (канал регистрации PerCP) при 
возбуждении 488 нм. В присутствии флуоресцеин диацетата 
(0,5 мкг/мл) клетки инкубировали в течение 20 мин, флуорес-
ценцию регистрировали в диапазоне 530/30 нм (канал реги-
страции FITC) при возбуждении 488 нм. К жизнеспособным 
относили клетки, положительные по FDA и отрицательные по PI 
на двойной диаграмме интенсивности флуоресценции в кана-
ле FITC и PerCP. Клетки, отрицательные по FDA и положитель-
ные по PI (гейт Р3), относили к некротическим, а отрицатель-
ные по FDA и PI – к оптотическим. При обработке эксперимен-
тальных данных вычисляли среднеарифметические величины, 
их доверительные интервалы и проводили оценку достоверно-
сти различий между исследуемыми группами с помощью кри-
терия Стьюдента [6]. 

Результаты и обсуждение

Изучение протективного эффекта различных  
концентраций препаратов и их сочетаний на астроглиальные 

клетки культур мозга крысы в условиях гипоксии  
(5% содержание кислорода)

Моделирование и отбор критериев гипоксического по-
вреждения астроглиальных клеток. Выбор условий и критери-
ев оценки гипоксического влияния на различные типы клеток 
мозга в условиях культуры зависит от поставленных экспери-
ментатором задач. Анализ литературных данных показал, что 
в настоящее время существует несколько подходов к модели-
рованию условий ишемии на клетки мозга в условиях культуры. 
Одни из них заключаются в снижении содержания кислорода 
до 2–5% в газовой смеси. Культуры клеток могут подвергаться 
депривации кислорода от 15 минут до 24 часов в зависимости 
от того, какие параметры планируют оценивать исследователи. 
Ранние эффекты гипоксического влияния связаны с изменения

ми внутри- и внеклеточной концентрации различных ионов, 
метаболитов, активации экспрессии генов, вовлеченных в за-
щитный ответ клетки и др. Более поздние эффекты, например 
изменение морфологии клеток, их жизнеспособность можно 
оценивать как сразу после длительного воздействия низких 
концентраций кислорода (например, спустя 16–24 часа), так  
и в период реоксигенации культур в течение нескольких суток. 
Помимо депривации кислорода, можно усугублять повреждаю-
щее влияние гипоксии удалением энергетического субстрата 
(глюкозы) из среды культивирования. Также существует модель 
метаболических условий гипоксии, окистительного стресса  
и глутаматной эксайтотоксичности. Кроме оптимизации и стан-
дартизации условий моделирования ишемии важным аспектом 
является выбор типа клеток, на которых in vitro оцениваются 
различные параметры. Локальная ишемия мозга ведет к пато-
логическим изменениям, которые запускают каскад биохими-
ческих реакций. Следствием является активация механизмов 
некроза и апоптоза нейронов и необратимое повреждение 
нервной ткани. 

Гипоксическое воздействие на культуры при содержании  
в камере 5% кислорода и 95% азота в течение 18 часов не вы-

Рис. 11. Влияние гипоксии на митотическую активность нейроглиальных клеток

Рис. 12. Протективное действие препаратов гроприносина и симвастина  
в исследуемых дозах, инкубируемых с клетками в условиях гипоксии. Со-
хранность клеток и ядер, хорошо развитая глиальная сеть, сформированная 

из отростков астроглиальных клеток, в стадии дифференцировки
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зывает выраженной деструкции монослоя клеток. Характерны-
ми морфологическими признаками раннего проявления гипок-
сии на клетки является клеточный отек, замедление деления 
клеток деструкция отростков. Так, нами установлено, что клеточ-
ный отек имеет локальный характер в монослое. Гипертрофиро-
ванных клеток (отек клеток) содержалось 10–15%, кроме того 
20–23% имели пикнотические и апоптические фрагменирован-
ные ядра, укороченные отростки (рис. 10). При этом отмеча-
лось снижение митотической активности клеток по сравнению  
с контролем на 62%.

Влияние препаратов в условиях гипоксии  
(5% содержание кислорода) на морфофункциональные  

характеристики астроглиальных клеток

Инкубация культур клеток при нормальном содержании сы-
воротки (10%) с препаратами статином и цефриаксоном и их 
сочетаниями не предотвращала гипоксических повреждений 
клеток: число отечных и клеток с морфологическими призна-
ками апоптоза достоверно не изменялось (Р < 0,5) и остава-
лось на одном уровне с контролем: 12–17% и 23–27%, соответ- 
ственно.

Отмечено снижение митотической активности астрогли-
альных клеток, инкубированных со статином по сравнению с 
контрольными культурами, находящимися в условиях гипоксии 
без препарата (Р > 0,5), (рис. 10).

Инкубация клеток с гроприносином (дозы 80 мкг\мл и 63 
мкг\мл,) и статином 

(0,01 нг\мл и 0,001 нг\мл) одновременно наблюдалось 
защитное действие, которое проявлялось в снижении отечных 
клеток и сохранении уровня митотической активности, прибли-
жаясь к контрольным (рис. 11).

В условиях 18 часового гипоксического воздействия на 
нейроглиальные клетки с последующим переводом их в условия 
реоксигенации, присутствие в питательной среде препаратов 
гроприносина и статина, а также их комбинации, приводило к 
более значительному сохранению жизнеспособности клеток, 
что проявлялось снижением числа некротических и апоптозных 
клеток (рис. 12). 

Более выраженное протекторное действие данных лекар-
ственных препаратов на жизнеспособность нейроглиальных 
клеток проявлялось при инкубации клеток в условиях метабо-
лического стресса, индуцированного переводом клеток в пита-

тельную среду без сыворотки. Инкубация астроцитов в бессы-
вороточной среде в течение 90 мин при 37С приводила к гибе-
ли клеток. Так инкубация в такой среде НК, культивированных 
в условиях нормоксии, приводила к гибели 39% клеток, культи-
вированных в условиях гипоксии количество жизнеспособных 
клеток снижалось на 32%. Препараты Г, С и их сочетание уве-
личивали устойчивость клеток к стрессовому воздействию: сни-
жение количества жизнеспособных клеток в этих условиях со-
ставляло 26%, 28% и 20%, соответственно (рис. 13). Препарат 
цефтриаксон напротив значительно увеличивал гибель клеток 
в условиях метаболического стресса: количество жизнеспо-
собных клеток снижается на 45%, при этом гроприносин и ста-
тин. оказывали некоторое защитное действие, снижая гибель 
клеток до 40%.

Выводы

1. Установлено протекторное действие комбинации пре-
паратов гроприносина в дозах 80–40 мкг/мл и статина – 
1–0,001 нг/мл, при инкубации их с клетками в условиях гипок-
сии и метаболического стресса, что проявлялось в увеличивали 
устойчивости клеток к стрессовому воздействию: снижение 
количества жизнеспособных клеток в этих условиях составляло 
26%, 28% и 20%, соответственно, а при гипоксии 32% .

2. Цефриаксон в условиях гипоксии в дозе 50 мкг/мл  
не оказывал протекторного действия на клетки.
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Рис. 13. Влияние препаратов (гроприносина, статина, цефтриаксона) и их сочетаний  
в условиях гипоксии на митотическую активность нейроглиальных клеток
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ВЛИЯНИЕ ТОЛУОЛА НА УЛЬТРАМИКРОСКОПИЧЕСКИЕ  
ПОКАЗАТЕЛИ ХРОМАФФИННЫХ КЛЕТОК МОЗГОВОГО ВЕЩЕСТВА 

НАДПОЧЕЧНЫХ ЖЕЛЕЗ ПОЛОВОЗРЕЛЫХ КРЫС

УО «Белорусский государственный медицинский университет»1, 
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Актуальным вопросом современной медицины является исследование влияния на организм ароматических углеводородов, 
которые являются антропогенными загрязнителями окружающей среды. К таким ароматическим углеводородам принад-
лежит толуол. Была изучена динамика изменений ультрамикроскопических показателей хромаффинных клеток мозгового 
вещества надпочечных желез половозрелых крыс-самцов после завершения шестидесятидневной затравки толуолом. Уста-
новлено, что ингаляционная затравка толуолом приводит к заметным изменениям ультрамикроскопических показателей 
надпочечных желез крыс-самцов на первые сутки после завершения ингаляций толуола. Было отмечено возрастание площади 
темных гранул эпинефроцитов на 16,2% (р < 0,05) и темных гранул норэпинефроцитов на 15,3% в сравнении с соответствую-
щими показателями у интактных крыс контрольной группы. Площадь светлых гранул эпинефроцитов и норэпинефроцитов 
на первые сутки не изменялась. На шестидесятые сутки после завершения процесса ингаляции толуола изменений показате-
лей не было выявлено.

Ключевые слова: надпочечные железы, ультрамикроскопическое строение, мозговое вещество, толуол.

S. N. Smirnov, I. A. Belik

INHALATION EXPOSURE OF TOLUENE ON THE FEATURES  
OF PECULIARITIES ULTRAMICROSCOPIC PARAMETERS OF THE CHROMAFFIN CELLS  

OF MEDULLA OF THE ADRENAL GLANDS IN RATS – MALES 

Actual problems of modern medicine is to study the health effects of aromatic hydrocarbons, which are man-made environmental pollutants. 
Toluene is one of these pollutants. Ultramicroscopic parameters of the chromaffin cells of medulla of the adrenal glands in rats – males after 
inhalation exposure of toluene was studied. It revealed, that inhalation exposure of toluene leads to marked changes ultramicroscopic parameters 
of adrenal glands in rats on the first day after inhalation exposure It was noted an increase in the area of dark granules epinefrocytes of 16,2% 
and dark granules norepinefrocytes of 15,3% in comparison with the corresponding figures in intact rats in the control group. Area light granules 
epinefrocytes and norepinefrocytes on the first day did not change. On the sixtieth day after the completion of the inhalation of toluene changes  
in indicators have been identified.

Key words: adrenal glands, ultramicroscopic structure, medulla, toluene.

В современном быстроразвивающемся мире как ни-
когда актуальным вопросом, требующим серьезного 

изучения, является исследование влияния на организм аро-
матических углеводородов, которые являются компонентами 
средств, применяемых в быту, в медицине, в промышленно-
сти, или возникающих в процессе производственных циклов. 
К таким ароматическим углеводородам принадлежит толуол 
[4; 5; 9]. 

Надпочечные железы служат основным эффекторным зве-
ном гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой системы и по 
состоянию этих желез можно судить об адекватности реагиро-

вания адаптивной системы на стрессорные воздействия [6; 7; 
8]. В литературных источниках имеется информация о наличии 
влияния толуола на надпочечные железы крыс, приводящего 
к глубокими структурными и метаболическим сдвигам в усло-
виях острого эксперимента. Реакция на сильные стрессорные 
воздействия характеризуется практически одновременным, 
но различным по степени вовлечением всех морфофункцио-
нальных зон надпочечной железы в единую адаптивную реак-
цию организма. Однако вопрос об особенностях изменений 
хромаффинных клеток мозгового вещества надпочечных желез 
при хроническом действии толуола остается открытым. 
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