
Оптика и спектроскопия, 2021, том 129, вып. 6

20

Оценка эффективности противоопухолевого воздействия и индукции

апоптоза в клетках карциномы почки человека биологически

активными добавками, содержащими ресвератрол, индол-3-карбинол

и кордицепин, флуоресцентными методами визуализации
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С использованием флуоресцентных методов визуализации апоптоза и некроза в опухолевых клетках чело-

века in vitro выполнено сравнение эффективности противоопухолевого воздействия и индукции апоптоза на

клетки карциномы почки человека А498 экстрактов растительного сырья крестоцветных (индол-3-карбинол),
китайского гриба (кордицепин), французского красного вина (ресвератрол) в низких концентрациях через

24 и 48 h. В качестве красителей использовали йодистый пропидий и акридиновый оранжевый в тесте

”
живые и мертвые“, что позволило выявить количество погибших клеток и клеток, в которых запустился

апоптоз. Установлено, что индол-3-карбинол в низких концентрациях (0.0288 и 0.1152mg/ml) обладает

выраженной цитотоксической и цитостатической активностью в отношении клеток рака почки человека,

значительно превышая действия ресвератрола при тех же концентрациях. В то же время кордицепин при

данных концентрациях не обладает цитотоксической и цитостатической активностью. Наиболее выражена

апоптотическая активность также у индол-3-карбинола при концентрациях 0.0144−0.1152mg/ml, через 48 h

количество клеток рака почки в апоптозе возрастает в 6.8−10 раз по сравнению с контролем. Сделан вывод

о том, что индол-3-карбинол является перспективным противоопухолевым средством для применения в

комплексной терапии больных с раком почки.
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Введение

Развитие злокачественных новообразований издавна

является актуальной проблемой для специалистов раз-

личного профиля, поскольку даже на данный момент

разработанные концепции в их лечении не являются

совершенными. Почечно-клеточная карцинома составля-

ет около 90% всех злокачественных новообразований

почки и соответствует 13 месту в общей структуре

онкозаболеваемости [1]. Заболеваемость раком почки

имеет значительную географическую вариабельность и

может отличаться у мужчин более чем в 25 раз и

более чем в 15 раз у женщин в различных странах и

регионах [2].

Базисной терапией большинства опухолей является

применение препаратов цитостатического действия. Од-

нако, несмотря на их широкое применение, существует

большое количество побочных эффектов, связанных с

отсутствием целевой точки приложения. Так, механизмы

противоопухолевой активности алкалоидов основаны на

их способности связываться с нитями веретена деления

на стадии метафазы или разрушать топоизомеразу во

время репликации ДНК, притом не только опухолевых

клеток, но и любых пролиферирующих, что приводит

к остановке клеточного цикла и гибели клеток путем

некроза [3].

В настоящее время известно, что перспективными

противоопухолевыми средствами являются лекарствен-

ные средства, содержащие биофлавоноиды, обладающие

широким спектром биологической активности, в том

числе и способностью активировать апоптоз. Так, ка-

техин (галлат эпигаллокатехин) экстракта зеленого чая

обладает тремя основными механизмами противоопухо-

левой активности: антипролиферативным механизмом,

торможением фазы G1 подготовки клетки к делению,

механизмом индукции апоптоза [4–6]. Экстракт аврана

лекарственного, полученный способом, позволяющим

снижать токсичность и повышать выход флавоноидов

из растительного сырья, обладает противоопухолевым,

антикахетическим и иммуномодулирующим действиями.

При этом были описаны механизмы воздействия на опу-

холь и опухолевые клетки экстракта аврана, остановка

клеточного цикла на стадии G0, запуск апоптоза, инду-
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цированного геном p53, и подавление цитопротекторной

аутофагии [7–15].
Апоптоз раковых клеток через каспазу 2 может ак-

тивировать и полифенол красного вина (ресвератрол),
что было показано в экспериментах in vitro [16]. На раз-

личных культурах опухолевых клеток человека было

показано, что воздействие ресвератрола значительно

зависит от типа клеточной культуры. Значительное ци-

тотоксическое действие ресвератрола было отмечено в

лейкемических клетках U937 и MOLT-4, клетках рака

молочной железы MCF-7, печени HepG2 и легкого A549.

В то же время влияние ресвератрола на жизнеспо-

собность клеток рака толстой кишки Caco-2, HCT116

и SW480 было незначительным [17]. При пероральном

применении эффективность данного препарата не дока-

зана, что, возможно, обусловлено его низкой биодоступ-

ностью, поэтому ресвератрол чаще используется для

профилактики опухолевых заболеваний [18,19].
Действующим веществом экстракта китайского гриба

является кордицепин, который также обладает проти-

воопухолевыми свойствами: во-первых, его сходство с

аденозином позволяет нарушать репликацию ДНК, во-

вторых, он способствует активации апоптоза в опу-

холевых клетках. Известно также, что кордицепин в

небольших дозах подавляет процесс неконтролируемого

роста и деления клеток, а в больших концентрациях

не дает клеткам срастаться, что также подавляет рост

опухоли [20]. В работе [10] было показано, что корди-

цепин подавляет экспрессию генов, обусловливающих

рост опухоли и ее метастазирование. В исследованиях

ряда авторов была показана способность кордицепина

вызывать апоптоз в опухолевых клетках [10–13].
Перспективным противоопухолевым агентом являет-

ся ароматическое соединение индол-3-карбинол, выде-

ленный из сырья растений семейства крестоцветных.

На различных клеточных культурах была показана его

противоопухолевая активность за счет остановки проли-

ферации опухолевых клеток и индукции в них апопто-

за [14,15].
Среди механизмов клеточной гибели апоптоз является

более предпочтительным, поскольку не оказывает воз-

действия на клеточное микроокружение и на соседние

клетки. Его исходом является дегидратация, пикноз и

формирование апоптотических телец. Для некроза, в

свою очередь, характерно токсическое влияние продук-

тов клеточного метаболизма на окружающие клетки,

поскольку происходит разрушение клеточной мембраны

с последующим выходом цитоплазмы с содержащимися

в ней ферментами, внутриклеточными органеллами и

продуктами внутриклеточного обмена веществ [7].
Применение флуоресцентных способов окраски с ис-

пользованием двойного окрашивания акридиновым оран-

жевым и йодистым пропидием в тесте
”
живые и мерт-

вые“ позволяет выявлять общее количество клеток,

погибших как путем некроза (окрашенные в красный

цвет), так и путем апоптоза (зеленый цвет), а также

клеток, в которых запустился апоптоз: апоптотические

тельца, пикноз ядра. Следовательно, двойное окраши-

вание может служить методом скрининговой оценки

эффективности препаратов, относящихся к классу про-

тивоопухолевой терапии.

Цель исследования

С использованием флуоресцентных методов визуали-

зации апоптоза и некроза в опухолевых клетках че-

ловека in vitro предполагалось сравнить эффективность

противоопухолевого воздействия на клетки карциномы

почки человека А498 следующих экстрактов (в низких

концентрациях через 24 и 48 h): сырья растений се-

мейства крестоцветных (действующее вещество индол-

3-карбинол), флавоноидов французского красного вина

(ресвератрол), китайского гриба (кордицепин).

Материалы и методы

Объектом исследования послужили клетки карцино-

мы почки A498, полученные из банка опухолевых куль-

тур Национального медицинского исследовательского

центра онкологии им. Н.Н. Блохина. Исследование было

проведено на базе лаборатории клеточных технологий

СГМУ им. В.И. Разумовского.

В исследовании использованы биологически активные

добавки (БАД) с предполагаемой противоопухолевой

активностью —- экстракты растений семейства кре-

стоцветных (индол-3-карбинол), французского красного

вина (ресвератрол, полифенолы, включая антоцианы,

флавоноиды), китайского гриба (кордицепин) в низких

концентрациях (mg/ml) 0.0018, 0.0036, 0.0072, 0.0144,

0.0288, 0.0576, 0.1152 [12]. Выбор низких концентраций

для исследования противоопухолевой активности БАД

обусловлен их сравнительно низкой биодоступностью

при пероральном применении, в результате чего к точке

приложения могут доходить только низкие концентра-

ции.

Культивирование проводили в пластиковых флаконах

в среде RPMI 4 (Roswell Park Memorial Institute),
содержащей 10% эмбриональной сыворотки, ампицил-

лин, пируват натрия, глутамин. Культивировали в CO2-

инкубаторе при 37◦C в течение 24 и 48 h, после чего

окрашивали. В качестве красителей использовали йо-

дистый пропидий (проникающий в нежизнеспособные

клетки за счет разрушения их мембраны) и акридиновый

оранжевый для окрашивания живых клеток.

Для визуализации клеток использовали микроскоп

Nikon (Токио, Япония). Захват и анализ изображений

проводили с помощью цифровой видеокамеры Nikon

(Токио, Япония). Для подсчета клеток использовали

программное обеспечение Fiji ImageJ (Research Services

Branch of the National Institute of Mental Health USA) и

NIS-ElementsBR 4.60 (Токио, Япония).
Цитотоксическую активность оценивали по количе-

ству мертвых клеток в поле зрения. Цитостатическую
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Таблица 1. Сравнение цитотоксической, цитостатической и апоптотической активности БАД, содержащих индол-3-карбинол,

кордицепин и ресвератрол, через 24 h воздействия на клеточную культуру А498

Оценка

Группа

Контроль 0.0018mg/ml 0.0036mg/ml 0.0072mg/ml 0.0144mg/ml 0.0288mg/ml 0.0576mg/ml 0.1152mg/ml

воздействия Me Me Me Me Me Me Me Me

(кв25−кв75) (кв25−кв75) (кв25−кв75) (кв25−кв75) (кв25−кв75) (кв25−кв75) (кв25−кв75) (кв25−кв75)
[min-max] [min-max] [min-max] [min-max] [min-max] [min-max] [min-max] [min-max]

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Ресвератрол

Количество 133 172∗ 140 162.5∗ 146 180.5∗ 132 134.5

клеток в (112-143.5) (164.5-189.25) (126.25-156.5) (140-228) (119.75-168) (169.25-216.5) (112.75-148.25) (123-158.25)
поле зрения [112-148] [157-190] [124-191] [123-187] [119-171] [167-227] [109-161] [120-168]

Количество 2 12∗ 6.5∗ 13∗ 8∗ 9.5∗ 9.5∗ 12.5∗

мертвых (0.75-4.25) (5.5-13.25) (4.25-11.25) (6-22) (6.75-8.5) (7.25-10.25) (8-12.25) (3.75-16.25)
клеток в [0-5] [4-14] [2-15] [1-4] [6-10] [5-11] [5-13] [3-17]

поле зрения

Количество 130.5 159 128.5 149.5 138.5 170 121 121

живых (108.75-130.5) (116-183.5) (123.5-148.75) (130-206) (112.75-159.5) (161.5-207.75) (104-138.5) (116.75-146.5)
клеток в [108-148] [29-186] [119-184] [119-185] [112-161] [160-219] [104-149] [116-151]

поле зрения

Количество 2 8∗ 6∗ 15.5∗ 9.5∗ 15∗ 5∗ 6∗

клеток с (1.75-4.25) (5.75-9.25) (5-7.25) (13.25-18) (8.5-11.75) (13.25-16) (3.75-12.5) (4.75-7.75)
серпами [1-5] [2-10] [5-8] [11-21] [7-14] [11-16] [3-14] [4-13]

Количество 2.5 5.5∗ 3 3 4.5 5.5∗ 4.5 3.5

клеток (0.75-4) (4-6.75) (2.75-5.25) (1.75-6) (2.75-5.5) (4-7.25) (3-6) (2-6.5)
с пикнозом [0-4] [1-9] [2-6] [1-9] [2-7] [4-8] [0-6] [2-8]

ядра

Количество 1 6∗ 0 1 0 0 0 0.5

клеток в (0-3.5) (2.5-8.75) (0-0) (0-2.75) (0-0) (0-0) (0-0) (0-1.25)
апоптозе [0-8] [1-11] [0-0] [0-5] [0-0] [0-0] [0-0] [0-2]

Кордицепин

Количество 118.5 163 110.5 98 110 137 112 113

клеток в (114-145.75) (151.75-176.25) (98.5-125) (77.25-119.75) (93.25-158.75) (83.5-173) (91.75-118.75) (106-132.75)
поле зрения [108-202] [148-183] [79-134] [69-140] [85-173] [76-176] [82-121] [100-135]

Количество 4.5 3.5 5 5 5.5 7.5 7.5 7

мертвых (3-6.25) (2-5.5) (3.5-8.5) (3-6.25) (2.75-6.25) 2.5-10.5) (4.75-14.75) (3.75-12.25)
клеток в [3-7] [2-7] [2-13] [3-7] [2-7] [1-12] [4-17] [3-13]

поле зрения

Количество 118 160.5 104 93 106 132.5 96.5∗ 102

живых (111.5-141.5) (147.5-171.5) (92-118.75) (74.25-113.5) (87-154.25) (73-169) (84-114) (95.75-129.5)
клеток в [101-197] [146-176] [74-130] [66-133] [78-170] [64-169] [75-117] [95-131]

поле зрения

Количество 1.5 6∗ 5∗ 9∗ 7.5∗ 8.5∗ 7∗ 9.5∗

клеток с (0-3) (4.75-8.25) (2.75-9.5) (4.75-13.25) (4.75-9.25) (6.5-19.5) (5.75-8.25) (7.5-13)
серпами [0-3] [4-9] [2-17] [4-17] [4-10] [5-21] [5-9] [6-16]

Количество 3 2.5 3 5 5.5 5 4.5 10

клеток с (3-4.75) (1.75-3.25) (3.75-7.75) (3.75-6.5) (3.75-6.25) (3-6.75) (3.5-5.25) (5.75-11.25)
пикнозом [3-7] [1-4] [3-10] [3-8] [3-7] [3-9] [2-6] [2-12]

ядра

Количество 3.5 0∗ 5 3 2 6 2.5 4.5

клеток в (1.5-4.25) (0-1.5) (0.75-7.25) (1-5.25) (1-3.5) (1.75-7.25) (1.75-4) (2-9.5)
апоптозе [0-5] [0-3] [0-11] [1-6] [1-5] [1-8] [1-4] [2-17]
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Таблица 1 (продолжение).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Индол-3-карбинол

Количество 118.5 160∗ 120.5 117.5 101∗ 99.5∗ 75.5∗ 68∗

клеток в (114-145.75) (144.75-178.25) (105-176.5) (110.25-134.75) (97.25-107.25) (95.25-105.25) (63-97.75) (41-73.5)
поле зрения [108-202] [144-185] [96-181] [102-137] [92-108] [90-109] [63-106] [35-78]

Количество 4.5 5.5 4.5 3 32∗ 11.5∗ 18.5∗ 43.5∗

мертвых (3-6.25) (2.75-11) (3.25-9.75) (2-6.25) (5.25-65) (7.5-14) (13.25-28.5) (24.25-47)
клеток в [3-7] [2-14] [1-21] [2-7] [3-83] [6-14] [8-36] [16-47]

поле зрения

Количество 114 154 113 113.5 71∗ 89.5∗ 59.5∗ 23.5∗

живых (110-141.5) (141.25-170.25) (95.5-171) (107.5-128.75) (29-100.25) (85.75-92) (34.5-86.25) (18.25-28)
клеток в [101-197] [139-171] [91-177] [100-134] [17-101] [82-95] [27-87] [16-31]

поле зрения

Количество 1.5 7.5∗ 5 4 2 3.5 2 4.5∗

клеток с (0-3) (5.75-10.25) (2.25-6.25) (3.25-4.5) (0.75-3.25) (1.75-4.25) (0.75-3.25) (3.75-11)
серпами [0-3] [5-11] [0-10] [1-6] [0-4] [1-5] [0-4] [3-14]

Количество 3 3 3.5 2.5 2 1.5∗ 1 1.5∗

клеток с (3-4.75) (2-3.25) (2.75-4) (1.75-5) (0.75-3) (0.75-2) (0-4) (0-2.25)
пикнозом [3-7] [2-4] [2-4] [1-5] [0-3] [0-2] [0-4] [0-3]

ядра

Количество 3.5 1 0 0.5 17∗ 1 3.5 18.5∗

клеток в (1.5-5.25) (0-2) (0-0.25) (0-1.25) (0-40.5) (0-2) (0.75-7) (11.5-24.5)
апоптозе [0-5] [0-2] [0-1] [0-2] [0-54] [0-2] [0-7] [10-29]

Примечание. ∗ Достоверность различий между контрольной и экспериментальной группами рассчитывалась с помощью критерия Манна−Уитни,

p < 0.05.

активность оценивали по общему количеству клеток в

поле зрения и количеству живых клеток, активность

фиксировали при понижении хотя бы одного из этих

показателей. Апоптотическую активность оценивали по

количеству клеток, распавшихся на апоптотические

тельца, а также по количеству клеток с ядрами в пикнозе

или в виде серпа. Активность наблюдали при повышении

хотя бы одного из этих показателей.

Статистическую обработку проводили в программе

SPSS Statistics 17.0. Нормальность распределения при-

знака по группам оценивали с помощью критерия

Шапиро−Уилка. Было выявлено, что распределение

признаков не соответствует нормальному, в связи с

чем для оценки достоверности отличий от контрольной

группы был использован непараметрический критерий

Манна−Уитни. В группах определяли медиану, квартили

0.25 и 0.75, максимальное и минимальное значения.

О достоверности отличий судили при p < 0.05.

Результаты

Клетки карциномы почки человека А498 в контроль-

ной группе были прикреплены к подложке и имели

овальную форму, что характерно для интактных клеток

(рисунок).

В ходе проведения флуоресцентной микроскопии че-

рез 24 h установлено, что под действием ресвератрола

количество мертвых клеток рака почки А498 в поле

зрения увеличивалось в 3.25 и 6.25 раз по сравнению

с контролем при концентрациях соответственно 0.0036

и 0.1152mg/ml (табл. 1, 2, рисунок), что свидетельствует

о наличии у ресвератрола цитотоксической активности

в отношении клеток рака почки. При этом цитоток-

сическая активность ресвератрола заметно снижалась

через 48 h воздействия. В то время как цитостатиче-

ский эффект ресвератрола, наоборот, проявился только

через 48 h. Так, через 48 h отмечено уменьшение количе-

ства живых клеток рака почки в 2.5 и 7.75 раза по срав-

нению с контролем при концентрациях соответственно

0.0576 и 0.0072mg/ml (табл. 1, 2). Ни через 24 h, ни че-

рез 48 h воздействия клеток рака почки в апоптозе не вы-

явлено, однако выявлены клетки, находящиеся в стадии,

предшествующей апоптозу, а именно с ядрами в виде

серпа и с пикнозом ядра. Через 24 h количество клеток

с серпами увеличивалось в 1.43 раза по сравнению с

контролем при концентрации 0.1152mg/ml (табл. 1, 2),

а количество клеток с пикнозом ядра — в 2.2 раза

при концентрациях 0.0018 и 0.0288mg/ml (табл. 1, 2).

Полученные данные свидетельствуют о наличии слабой

и медленной апоптотических реакций ресвератрола в
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Таблица 2. Сравнение цитотоксической, цитостатической и апоптотической активности БАД, содержащих индол-3-карбинол,

кордицепин и ресвератрол, через 48 h воздействия на клеточную культуру А498

Оценка

Группа

Контроль 0.0018mg/ml 0.0036mg/ml 0.0072mg/ml 0.0144mg/ml 0.0288mg/ml 0.0576mg/ml 0.1152mg/ml

воздействия Me Me Me Me Me Me Me Me

(кв25−кв75) (кв25−кв75) (кв25−кв75) (кв25−кв75) (кв25−кв75) (кв25−кв75) (кв25−кв75) (кв25−кв75)
[min-max] [min-max] [min-max] [min-max] [min-max] [min-max] [min-max] [min-max]

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Ресвератрол

Количество 155.5 136 124∗ 89∗ 108.5∗ 128∗ 117∗ 122.5∗

клеток в (137.5-167.5) (114.75-151.75) (115.25-134.5) (82.5-164) (97.75-128.25) (108.75-145) (109.25-129) (117-132)
поле зрения [133-169] [114-154] [110-148] [72-124] [97-129] [108-151] [107-147] [114-144]

Количество 5.5 8 14.5∗ 4.5 6 7.5 6.5 7.5∗

мертвых (3.5-6.75) (5.75-11.5) (10-19.75) (3.75-6.5) (4.5-8.25) (5.57-13.5) (3.75-10.5) (4.5-9.5)
клеток в [2-9] [5-13] [7-22] [3-8] [3-9] [5-21] [3-12] [3-11]

поле зрения

Количество 149.5 127 113.5∗ 100 103 119.5 109 116

живых (136.25-165) (104.75-146) (107.75-120.75) (78-157) (92.5-120) (97.75-139.25) (102.25-125) (108.25-123.75)
клеток в [128-165] [101-149] [98-126] [69-166] [91-123] [88-143] [97-140] [106-141]

поле зрения

Количество 7 2.5∗ 5 3∗ 4 8.5 4 10∗

клеток с (4.75-8.5) (1.75-5.75) (3.5-5.5) (2-4) (2.5-5.5) (6.75-10.5) (3-10.25) (8.25-11.5)
серпами [4-10] [1-8] [2-7] [2-4] [1-7] [6-12] [3-11] [6-13]

Количество 4 4.5 3.5 3 6.5∗ 3.5 1.5∗ 4.5∗

клеток с (2.75-10.25) (3.75-6) (1.75-5.25) (2.75-4.25) (4.5-9) (2-5.25) (1-3) (3.75-7.5)
пикнозом [2-11] [3-6] [1-6] [2-5] [3-9] [2-6] [1-3] [3-9]

ядра

Количество 4.5 0∗ 1∗ 0∗ 0∗ 0∗ 0∗ 0∗

клеток в (1.75-7.5) (0-1.75) (0.75-2.25) (0-0) (0-0) (0-0.25) (0-0) (0-0)
апоптозе [1-9] [0-4] [0-2] [0-0] [0-0] [0-1] [0-0] [0-0]

Кордицепин

Количество 143 194∗ 148.5 145 155∗ 156∗ 156.5 146

клеток в (129-151) (190.5-199) (124.25-165.75) (129-154.75) (126.75-229.25) (149-165.75) (121.5-183.25) (129.25-156.5)
поле зрения [129-154] [189-202] [122-180] [126-172] [123-239] [143-168] [120-196] [124-158]

Количество 18 6.5 6 5.5 7 5 9.5 12.5

мертвых (3.75-85.5) (3.75-14.5) (5-7) (4.75-11.75) (5.5-17.25) (4.5-6.5) (7-13.5) (9.5-33)
клеток в [3-93] [3-25] [2-7] [4-17] [4-18] [3-8] [7-15] [8-39]

поле зрения

Количество 116.5 189∗ 142∗ 140.5∗ 149∗ 150.5∗ 142.5 125

живых (54.25-146.25) (179.75-191.75) (117.5-162.75) (115.25-149) (119.75-211.5) (144.75-160.75) (113.5-175.5) (111-141)
клеток в [46-150] [164-194] [116-174] [113-167] [119-222] [135-163] [109-189] [102-141]

поле зрения

Количество 6 14.5∗ 10 1.5∗ 13.5∗ 14∗ 10.5∗ 5.5

клеток с (1.5-9) (11.75-16.25) (8.75-11.25) (9.5-12.25) (7.75-22.75) (10.5-17.25) (8.75-15.25) (4-6.25)
серпами [0-12] [11-17] [8-12] [8-13] [7-37] [9-21] [8-16] [4-7]

Количество 1.5 3.5∗ 2 1 2 2.5 1 1

клеток с (0-3) (2.75-4.25) (1-3.25) (0.75-2.25) (0.75-2.25) (1-3.5) (0.75-2.25) (0.75-3)
пикнозом [0-3] [2-5] [1-4] [0-3] [0-3] [1-5] [0-3] [0-3]

ядра

Количество 2.5 0∗ 0∗ 0∗ 0∗ 0∗ 0.5∗ 0∗

клеток в (2-5.75) (0-0.25) (0-1) (0-0.25) (0-1) (0-0.25) (0-1) (0-1.25)
апоптозе [2-11] [0-1] [0-1] [0-1] [0-1] [0-1] [0-1] [0-2]
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Таблица 2 (продолжение).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Индол-3-карбинол

Количество 143 141 166∗ 136 54.5∗ 17.5∗ 35.5∗ 28∗

клеток в (129-151) (109.5-166.75) (151.25-171.5) (125.5-147) (40.5-69.5) (8-24.75) (28.75-42.5) (18.25-33.25)
поле зрения [129-154] [105-175] [146-179] [115-153] [33-77] [8-27] [28-50] [16-34]

Количество 18 9.5 7.5 21 43.5 9 30 24.5

мертвых (3.75-85.5) (6-14.25) (6.75-9.25) (16-25.5) (29.25-55.25) (4.75-20) (26-37.75) (15.5-29.5)
клеток в [3-93] [6-18] [6-10] [10-30] [24-68] [4-20] [23-49] [14-31]

поле зрения

Количество 116.5 131.5 158∗ 113.5 12.5∗ 4∗ 3∗ 3∗

живых (54.25-144.75) (97.5-158.5) (142.75-163.75) (105-124.25) (7-16.5) (2.5-8) (1.75-6.5) (1.75-4.5)
клеток в [46-150] [87-169] [139-172] [93-143] [1-18] [1-20] [1-11] [1-6]

поле зрения

Количество 6 5 4.5 5.5 2.5 0.5 1.5∗ 0.5∗

клеток с (1.5-9) (2-6.5) (3-5.25) (4.75-7) (0.75-4.5) (0-2.25) (0-3.75) (0-2)
серпами [0-12] [2-8] [3-6] [4-10] [0-6] [0-3] [0-6] [0-2]

Количество 1.5 1 2.5 1.5 0 0 0∗ 0∗

клеток с (0-3) (0-2) (1.75-3.5) (0-2) (0-0.25) (0-1.25) (0-2.25) (0-1)
пикнозом [0-3] [0-2] [1-5] [0-2] [0-1] [0-2] [0-3] [0-1]

ядра

Количество 2.5 0∗ 0∗ 9.5 22.5∗ 3∗ 17∗ 1∗

клеток в (2-5.75) (0-1) (0-1) (5.25-11.25) (16-28.75) (0-6.25) (6.75-19.25) (0-5)
апоптозе [2-11] [0-1] [0-1] [3-12] [13-34] [0-7] [6-23] [0-5]

Примечание. ∗ Достоверность различий между контрольной и экспериментальной группами рассчитывалась с помощью критерия Манна−Уитни,

p < 0.05.

отношении клеток рака почки человека в исследованном

диапазоне низких концентраций.

Кордицепин не проявил цитотоксической активности

ни через 24 h, ни через 48 h воздействия на клетки рака

почки человека в исследованных низких концентрациях,

что следует из отсутствия различий количества мерт-

вых клеток в поле зрения по сравнению с контролем

(табл. 1, 2, рисунок). Через 24 h воздействия кордицепи-

на количество живых клеток рака почки уменьшилось

в 1.22 раза по сравнению с контролем только при

концентрации 0.1152mg/ml (табл. 1, 2), что свидетель-

ствует о наличии у кордицепина слабой цитостатической

активности. Как через 24 h, так и через 48 h воздействия

кордицепином клеток рака почки в апоптозе не выяв-

лено, однако выявлены клетки, находящиеся в стадии,

предшествующей апоптозу, а именно с ядрами в виде

серпа. Через 24 h количество клеток с серпами увеличи-

валось в 3.3 и 6.33 раза по сравнению с контролем при

концентрациях соответственно 0.0036 и 0.1152mg/ml

(табл. 1, 2). Полученные данные свидетельствуют о на-

личии слабой и медленной апоптотической реакции

кордицепина в отношении клеток рака почки человека

в исследованном диапазоне низких концентраций.

Через 24 h воздействия индол-3-карбинолом установ-

лено, что количество мертвых клеток рака почки А498

в поле зрения увеличивалось в 2.56 и 9.67 раза по

сравнению с контролем при концентрациях соответ-

ственно 0.0288 и 0.1152mg/ml (табл. 1, 2, рис. 1), что

свидетельствует о наличии у индол-3-карбинола высокой

цитотоксической активности в отношении клеток рака

почки. При этом цитотоксическая активность индол-3-

карбинола, так же как и у ресвератрола, проявлялась

через 24 h воздействия. В то время как цитостатический

эффект индол-3-карбинола, так же как и у ресвератрола,

наоборот, возрастал только через 48 h — наблюдалось

уменьшение количества живых клеток рака почки в 9.32

и 38 раза по сравнению с контролем при концентра-

циях соответственно 0.0144 и 0.1152mg/ml (табл. 1, 2).
Через 24 h воздействия индол-3-карбинолом резко воз-

растает количество клеток рака почки в апоптозе —

в 5 раз по сравнению с контролем при концентраци-

ях от 0.0144 до 0.1152mg/ml (табл. 1, 2). Это сви-

детельствует о наличии у индол-3-карбинола высокой

апоптотической активности, которая даже возрастает

через 48 h воздействия. Через 48 h количество клеток

рака почки в апоптозе возрастает в 6.8−10 раз по

сравнению с контролем при концентрациях от 0.0144

до 0.1152mg/ml (табл. 1, 2). Кроме того, через 24 h

воздействия наблюдается увеличение количества клеток

с серпами в 3 раза по сравнению с контролем при кон-

центрации 0.1152mg/ml (табл. 1, 2). Полученные данные

свидетельствуют о наличии выраженной апоптотической

Оптика и спектроскопия, 2021, том 129, вып. 6



Оценка эффективности противоопухолевого воздействия и индукции апоптоза в клетках карциномы... 733

a

50 µm

b

50 µm

d

50 µm

f

50 µm

50 µm

hg

50 µm

50 µm

e

50 µm

c

Group/coloration Acridine orange Propidiun iodide

Control

Resveration
0.0144 mg/ml

Cordycepin
0.0144 mg/ml

Indol-3-carbinol
0.0144 mg/ml

Клетки культуры А498 через 24 h после воздействия экстрактами: a, c, e, g — окраска акридиновым оранжевым хроматина ядер

живых клеток; b, d, f, h — окраска мертвых клеток йодистым пропидием. Объектив ×20.

активности в отношении клеток рака почки, позволя-

ющей клеткам переходить в стадию апоптоза уже в

течение первых суток воздействия.

Обсуждение

Ранее в экспериментах in vitro для ресвератрола бы-

ло показано, что он способен активировать апоптоз

опухолевых клеток через каспазу 2 [16], однако при

пероральном применении эффективность данного препа-

рата не доказана [19]. Как показали наши исследования,

при низких концентрациях у ресвератрола наблюдалась

низкая апоптотическая активность в отношении клеток

рака почки человека, что вполне согласуется с данными

исследования Takashina M. et al. [18], в котором была

показано более выраженное слабое противоопухолевое
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действие ресвератрола в отношении культур лейке-

мических клеток по сравнению с культурами клеток

солидных опухолей.

Для кордицепина ранее было показано, что за счет

его сходства с аденозином он способен нарушать ре-

пликацию ДНК и подавлять процесс неконтролируемого

роста и деления опухолевых клеток [8,9]. Однако в

проведенном нами исследовании кордицепин совсем не

обладал цитотоксической и цитостатической активностя-

ми в отношении клеток рака почки в диапазоне иссле-

дуемых нами концентраций, что может быть связано

с использованием нами слишком низких концентраций.

В то же время наблюдалась апоптотическая активность

кордицепина в отношении клеток рака почки, что согла-

суется с данными ряда авторов

Наиболее выраженная противоопухолевая активность

в отношении клеток рака почки человека была выявлена

нами у индол-3-карбинола, которая проявилась как в

цитотоксическом, цитостатическом, так и апоптотиче-

ском эффектах. Так, под действием индол-3-карбинола

через 48 h количество клеток рака почки в апоптозе

возрастало в 6.8−10 раз по сравнению с контролем.

Противоопухолевая активность в отношении клеток

рака почки индол-3-карбинола сходна с воздействием

экстракта аврана лекарственного [6], однако даже пре-

восходит его по силе воздействия. Полученные нами

данные вполне согласуются с известными ранее для

индол-3-карбинола в том, что он обладает противоопу-

холевой активностью за счет остановки пролиферации

опухолевых клеток и индукции в них апоптоза [14,15,21].
Учитывая выраженную противоопухолевую активность

индол-3-карбинола даже при низких концентрациях, он

может быть весьма перспективен в комплексной терапии

больных с раком почки.

Выводы

Таким образом, использование флуоресцентных мето-

дов в тесте
”
живые и мертвые“ позволило визуализи-

ровать и сравнить цитотоксическую, цитостатическую и

апоптотическую активности растительных БАД в отно-

шении клеток карциномы почки человека А498. Наибо-

лее перспективным противоопухолевым средством яв-

ляется индол-3-карбинол, который при концентрациях

0.0288 и 0.1152mg/ml показал выраженную цитоток-

сическую и цитостатическую активности в отношении

клеток рака почки человека, значительно превышаю-

щую эффекты ресвератрола при тех же концентрациях.

Наиболее выраженная апоптотическая активность была

обнаружена также у индол-3-карбинола при концен-

трациях 0.0144−0.1152mg/ml — при его воздействии

через 48 h количество клеток рака почки в апоптозе

возрастало в 6.8−10 раз по сравнению с контролем.

Изучение механизмов индукции апоптоза в опухолевых

клетках под воздействием индол-3-карбинола является

перспективным для его клинического применения в

комплексной терапии больных с раком почки.

Соблюдение этических стандартов

Настоящая статья не содержит каких-либо исследова-

ний с участием людей в качестве объектов исследований.
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