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Введение
Оценка биологических эффектов от различных пре-
паратов, в том числе, лекарственных средств, играет
ключевую роль при их разработке и изучении. Раз-
нообразные биологические эффекты препаратов ис-
следуют как in vivo — в экспериментах на лабора-
торных животных, так и in vitro — на модельных тест-
системах [1].

В последние десятилетия тест-модели на основе куль-
тур клеток находят все более широкое применение в
связи с этическими проблемами, возникающими при
проведении экспериментов на животных, что особен-
но характерно для стран США и ЕС. В связи с этим роль
исследований на культивируемых клетках в оценке 
биологически активных препаратов с каждым годом
неуклонно возрастает. Модельные системы на основе
культивируемых клеток используются для оценки 
биодоступности, антиоксидантных, иммуномодулиру-
ющих, химиопрофилактических, про- и пребиотичес-
ких и других свойств различных биологически актив-
ных веществ [1].

Многочисленные in vitro и in vivo исследования по-
казывают, что препарат «Мексидол» является ингиби-

тором свободнорадикальных процессов, ПОЛ и об-
ладает выраженным антигипоксантным, антиокси-
дантным, мембраностабилизирующим и анксиоли-
тическим действиями [2]. Механизм антиоксидантно-
го действия «Мексидола» включает в себя повышение
активности эндогенных антиоксидантных систем, на-
пример, фермента супероксиддисмутазы, который ка-
тализирует дисмутацию супероксида в кислород и пе-
роксид водорода. Кроме того, антигипоксическое
действие «Мексидола» обусловлено не только его
собственными антиоксидантными свойствами, но и
входящим в его состав сукцинатом, который в усло-
виях гипоксии, поступая во внутриклеточное прост-
ранство, способен окисляться дыхательной цепью 
[2, 3]. Однако к настоящему моменту отсутствуют ис-
следования in vitro на культивируемых клетках че-
ловека и других млекопитающих, доказывающие ан-
тиоксидантное действие препарата «МЕКСИДОЛ-ВЕТ»
непосредственно на уровне клеток.

Цель исследования 
Протестировать биологические эффекты препарата
«МЕКСИДОЛ-ВЕТ» in vitro на культивируемых клет-
ках человека и собаки и определить его потенциальное
антиоксидантное действие.

Материалы и методы
Объектами исследования являлись антиоксидантные
свойства препарата «МЕКСИДОЛ-ВЕТ» in vitro в тест-
моделях на основе культивируемых клеток человека
(линия аденокарциномы кишечника НТ-29) и собаки
(линия эпителия почки собаки MDCK1). 

Модели для изучения антиоксидантных свойств
in vitro. СРО играет важнейшую роль в развитии раз-
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Объектами исследования являлись антиоксидантные свойства препарата «МЕКСИДОЛ-ВЕТ» in vitro в тест-моделях
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почки собаки MDCK1). 
В ходе выполнения работы использовался метод анализа антиоксидантных свойств in vitro в культивируемых
клетках, основанный на флуориметрической детекции интенсивности свободно-радикального окисления в культуре
после внесения азоинициатора свободно-радикальных реакций.
В результате исследования было выявлено, что концентрации 0,05...0,5 мМ препарата «МЕКСИДОЛ-ВЕТ» оказывают
достоверное in vitro антиоксидантное действие в культивируемых клетках линий НТ-29 и MDCK1.
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личных хронических заболеваний, включая сердеч-
но-сосудистую патологию, сахарный диабет, катарак-
ту, нейродегенеративные заболевания и опухолевые
процессы. Кроме того, окислительный стресс явля-
ется одной из составляющих процесса старения. Ин-
тенсивность СРО в организме модулируется целым
рядом антиоксидантов — соединений, которые спо-
собны блокировать СРО в концентрациях, сопоста-
вимых с таковыми для окисляемых молекул-мише-
ней [1]. Антиоксиданты снижают интенсивность СРО
важнейших макромолекул клеток — липидов, белков
и ДНК, приводящего к их повреждению.

К настоящему времени описано множество соеди-
нений, относящихся к антиоксидантам и объединен-
ных в различные классы. Это витамины (С, А, Е), мик-
ро- и макроэлементы (медь, марганец, цинк, селен,
железо), каротиноиды, флавоноиды, фенольные и дру-
гие соединения.

Центральная роль в оценке антиоксидантной ем-
кости биологически активных веществ принадлежит
методикам в пробирке. К настоящему моменту раз-
работаны модели для анализа антиоксидантных
свойств in vitro на основе культивируемых клеток.
Методы in vitro позволяют оценивать процессы СРО
непосредственно в живых клетках, моделирующих
процессы в организме.

Методики регистрации интенсивности СРО непо-
средственно в клетках многочисленны [4] и включают
в себя методы оценки эффектов от действия оксиданта
на уровне оксидативного повреждению структур клет-
ки, например, повышение проницаемости митохондри-
альной мембраны, фрагментацию генетического ма-
териала клетки, экспрессию различных проапоптичес-
ких белков-маркеров оксидативного стресса.

Удобной методикой оценки интенсивности СРО в
культуре является использование флуорохромов, ко-
торые способны проникать в живые клетки, где под
действием свободных радикалов из нефлуоресцирую-
щих соединений образуются флуоресцентные продук-
ты. В качестве самых широко распространенных флу-
орохромов необходимо отметить DCFDA (DCFH-DA),
дигидрородамин, гидроэтидин. Другие флуорохромы,
например, луминол, описанный в 1960 г. Totter с соавт.,
и луцигенин, имели широкое распространение в куль-
туральных экспериментах in vitro, однако в настоящее
время не используются в связи с низкой специфич-
ностью [4]. Так, для луцигенина описано ауто-форми-
рование радикада кислорода, что приводит к артефак-
там измерения СРО.

DCFH-DA является наиболее удобным флуорохро-
мом для детекции интенсивности непосредственно в
культуре. Соединение аккумулируется в цитозоле, где
под действием эстераз клетки деацетилируется в DCF.
Свободные радикалы (пероксильный, радикал NO2, кар-
бонат-радикал, гидроксил-радикал) конвертируют не-
флуоресцентное соединение в флуорохром с пиком флу-
оресценции около 525 нм при длине волны возбужда-
ющего света 498 нм. Данный метод получил широкое
распространение в связи с относительной простотой,
достаточно высокой чувствительностью и воспроиз-
водимостью результатов [1].

In vitro модели на основе культивируемых клеток для
определения антиоксидантной активности соединений

используют общую стратегию, которая заключается в
инкубации клеток в присутствии потенциального ан-
тиоксидантного агента, дальнейшее воздействие ини-
циатора СРО и методику для оценки активности ради-
калов в клетке [1]. Для генерации СРО в культуре ис-
пользуют различные синтетические радикалы, основ-
ным критерием выбора которых служат стабильность
и длительность жизни. Наиболее часто используемы-
ми в культуре соединениями являются ААРН, ABTS,
DPPH.

Азосоединение ААРН 2,2'-азобис(2-амидино-пропан)
дигидрохлорид вызывает в клетках реакции ПОЛ. Рас-
пад ААРН сопровождается генерацией в среде перок-
сильных радикалов, вызывающих, в свою очередь, ок-
сидативное повреждение внутриклеточных соединений
(рис. 1). Ранее было показано, что добавление ААРН в
культуральную среду, в которой культивировали LLC-
PK, приводит к стабильной генерации пероксильного
радикала, который вызывает гибель клеток и образова-
ние в среде соединений, реактивных в отношении 
тиобарбитуровой кислоты [5]. В целом, преимуществом
АРРН перед пероксидом водорода является большая
стабильность генерации соединением пероксильных ра-
дикалов.

Данная стратегия была использована в работе по тес-
тированию антиоксидантных свойств препарата «МЕК-
СИДОЛ-ВЕТ». В качестве инициатора СРО использо-
вали ААРН. Для исследования на тест-модели была взя-
та методика, описанная Elisia I., Kitts D.D. (2008) и мо-
дифицированная Samaranayaka A.G.P. с соавт. (2010),
для определения антиоксидантной активности гид-
ролизата хека на культивируемых клетках аденокар-
циномы кишечника человека Сасо-2 [6]. Согласно дан-
ной методике, клетки культивировали на 96-луночном
черном планшете в присутствии раствора гидролизата
течение 2 ч, далее аспирировали раствор и вносили
на 30 мин DCFH-DA. После аспирации раствора в куль-
туру вносили ААРН и определяли флуоресценцию не-
посредственно после внесения, через 1 и 2 ч после ин-
кубации. В тест-системе данная методика была мо-
дифицирована с сокращением интервалов считывания
до 30 мин (0, 30, 60, 90 мин инкубации). 

Анализ антиоксидантного эффекта препарата «МЕК-
СИДОЛ-ВЕТ» в тест-моделях на основе клеток линий
НТ-29 и MDCK1. Для создания биотест-систем для оп-
ределения цитопротективного действия использовали
две линии культивируемых клеток — аденокарциномы
кишечника человека линии НТ-29 и почки собаки ли-
нии MDCK1.
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Рис. 1. Химическое строение молекулы ААРН
Fig. 1. The chemical structure of the AARN molecule
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Концентрации препарата «МЕКСИДОЛ-ВЕТ», не ока-
зывающие цитотоксических эффектов, были выбра-
ны для дальнейших исследований антиоксидантных
свойств. С этой целью из 2,5%-го и 5%-го стерильных
растворов препарата «МЕКСИДОЛ-ВЕТ» готовили раст-
воры с концентрациями 0,005…0,5 мМ, разбавляя ис-
ходный раствор стерильным солевым раствором.

Для определения интенсивности свободно-ради-
кального окисления в культуре использовали 2',7'-дих-
лородигидрофлуоресцеин диацетата (DCFH-DA, «Sig-
ma», США). Готовили стоковый раствор DCFH-DA с
концентрацией 5 мМ в этиловом спирте. Непосред-
ственно перед введением в лунки планшета из сто-
кового раствора готовили 10 мкМ раствор на соле-
вом растворе Хэнкса. 

СРО индуцировали в лунках, добавляя в них по
100 мкл 1 мМ азоинициатора AAPH (AAПГ, или 2,2' азо-
бис (2-метилпропионамидин) дигидрохлорид). С этой
целью непосредственно перед внесением в культуру го-
товили 100 мМ раствор ААРН, из которого получали
1 мМ раствор на солевом растворе Хэнкса.

Для определения in vitro антиоксидантной актив-
ности в лунках стерильных черных 96-луночных план-
шет с высокими адгезивными свойствами поверхнос-
ти («Brande», США) проводили пассаж 100 мкл кле-
точной суспензии с цитозом 106 клеток/мл. Краевые
лунки планшета заполняли бесклеточной культураль-
ной средой для создания одинаковых условий влаж-
ности во всех опытных лунках планшета. Планшет
инкубировали в термостате в течение 12…24 ч для
осаждения клеток и прикрепления клеток к поверх-
ности культурального пластика.

Далее аспирировали содержимое лунок и вноси-
ли в лунки по 100 мкл раствора препарата «МЕКСИ-
ДОЛ-ВЕТ» в концентрациях 0,05…0,5 мМ. В качест-
ве контроля выступали клетки, культивируемые в
100 мкл солевого раствора без добавления препара-
та. Планшет инкубировали в термостате в течение
2 ч, далее аспирировали содержимое лунок и добав-
ляли 100 мкл рабочего раствора DCFH-DA (30 мин),
после чего аспирировали раствор и индуцировали пе-
рекисное окисление, внося в лунки 100 мкл рабоче-
го раствора ААРН.

Определяли интенсивность флуоресценции при
длине волны возбуждения 485 нм и длине волны эмис-
сии 528 нм на спектрофотометре-флуориметре «Syn-
ergy 2» фирмы BioTek (США) сразу после добавления
AAPH («0»), через 30, 60 и 90 минут. 

Все исследуемые разбавления препарата «МЕКСИ-
ДОЛ-ВЕТ» и контроль добавляли в шести повторнос-
тях. Рассчитывали среднее значение флуоренсценции
в лунках опыта и контроля и стандартное отклоне-
ние, далее пересчитывали значения флуоресценции
в процентах по отношению к значению контроля пос-
ле 90 мин инкубации, которое считали 100 % (соле-
вой раствор).

Результаты и обсуждение
Результаты, полученные при тестировании антиокси-
дантного действия препарата «МЕКСИДОЛ-ВЕТ» in
vitro на культивируемых клетках НТ-29, представ-
лены на рисунке 2. Как видно из представленных дан-
ных, препарат «МЕКСИДОЛ-ВЕТ» в концентрациях
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Рис. 2. Антиоксидантное действие препарата «МЕКСИДОЛ�ВЕТ» in vitro
на культивируемых клетках НТ�29 (2 ч прединкубации)
Fig. 2. Antioxidant action of the drug «MEXIDOL�VET» in vitro on cultured
cells of HT�29 (2 h preincubation)

Рис. 3. Антиоксидантное действие препарата «МЕКСИДОЛ�ВЕТ»
in vitro на культивируемых клетках MDCK1 (2 ч прединкубации)
Fig. 3. Antioxidant action of the drug «MEXIDOL�VET» in vitro on cultured
cells of MDCK1 (2 h preincubation)

1. Результаты анализа цитопротективных свойств препарата «МЕКСИДОЛ�ВЕТ» 
в тест�системе на основе клеток линий НТ�29 
1. Results of the analysis cytoprotective properties of the drug «MEXIDOL�VET» 
in the test�system based on HT�29 cell lines

Концентрация 
препарата, 

мМ

Интенсивность флуоресценции в лунках, рассчитанная 
по отношению к контролю, %

30 мин 60 мин 90 мин

контроль 38,1 ± 1,79 80,96 ± 3,29 100 ± 4,92

0,05 34,03 ± 1,99 * 72,59 ± 3,18 * 90,18 ± 3,56 *

0,1 33,66 ± 1,49 * 69,63 ± 2,83 * 86,02 ± 3,94 *

0,2 32,37 ± 2,01 * 70,43 ± 2,63 * 88,02 ± 2,87 *

0,4 27,91 ± 1,83 * 65,95 ± 4,38 * 83,17 ± 5,28 *

Примечание. * — достоверно значимые результаты.

2. Результаты анализа цитопротективных свойств препарата «МЕКСИДОЛ�ВЕТ» 
в тест�системе на основе клеток линий MDCK1
2. Results of the analysis cytoprotective properties of the drug «MEXIDOL�VET» 
in the test�system based on cell lines MDCK1

Концентрация 
препарата, 

мМ

Интенсивность флуоресценции в лунках, рассчитанная 
по отношению к контролю, %

30 мин 60 мин 90 мин

контроль 26,6 ± 3,49 88,2 ± 3,67 100,0 ± 2,28

0,05 23,8 ± 4,56 81,5 ± 5,08 95,2 ± 4,61

0,1 24,0 ± 5,99 76,2 ± 9,16 87,5 ± 8,58 *

0,2 21,0 ± 4,35 75,1 ± 7,77 * 88,3 ± 7,64 *

0,5 20,9 ± 2,46 75,5 ± 4,01 * 86,4 ± 3,80 *

Примечание. * — достоверно значимые результаты.
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0,1…0,5 мг/мл обладал достоверно значимым антиок-
сидантным действием, выражающимся в снижении
интенсивности флуоресценции после 90 мин инку-
бации клеток. При этом антиоксидантное действие ха-
рактеризовалось дозо-зависимым характером, и са-
мый выраженный эффект ингибирования СРО был
отмечен для концентрации 0,5 мМоль, который сос-
тавил 86,4 ± 3,80 % в сравнении с контрольными зна-
чениями 100 ± 2,28 % (в пересчете на интенсивность
флуоресценции контрольных лунок). Результаты ана-
лиза антиоксидантных эффектов препарата «МЕК-
СИДОЛ-ВЕТ» в культуральной тест-системе на осно-
ве клеток НТ-29 представлены в таблице 1.

Достоверное in vitro антиоксидантное действие
препарата «МЕКСИДОЛ-ВЕТ» было выявлено в
культивируемых клетках почки собаки линии
MDCK1 (рис. 3). Как видно из представленных дан-
ных, препарат «МЕКСИДОЛ-ВЕТ» в концентраци-
ях 0,05…0,4 мг/мл обладал достоверно значимым
антиоксидантным действием, выражающимся в сни-
жении интенсивности флуоресценции после 90 мин
инкубации клеток в дозо-зависимым характере. На-
иболее выраженный эффект ингибирования СРО
был отмечен для концентрации 0,5 мМоль, который
составил 83,2 ± 5,28 % в сравнении с контрольны-
ми значениями 100 ± 4,92% (в пересчете на интен-
сивность флуоресценции контрольных лунок). Ре-
зультаты анализа антиоксидантных эффектов пре-
парата «МЕКСИДОЛ-ВЕТ» в культуральной тест-
системе на основе клеток НТ-29 представлены в
таблице 2.

Заключение
Таким образом, в результате проведенных эксперимен-
тов показано, что концентрации 0,05…0,5 мМ препара-
та «МЕКСИДОЛ-ВЕТ» также оказывают достоверное
in vitro антиоксидантное действие в культивируемых
клетках НТ-29 и MDCK1. Результаты тестирования пре-
парата в двух тест-системах характеризуются воспро-
изводимостью.
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Cytoprotective and Antioxidant Effect of «MEXIDOL�VET» on Cultured Cells of Human and Dog (Preclinical

Studies). The purpose of research was conducting the test of antioxidant effect «MEXIDOL�VET» in vitro on cultured cells of

human and dog.

The objects of research were the antioxidant properties of «MEXIDOL�VET» in test models in vitro based on cul�

tured cells of human (adenocarcinoma line of the intestine HT�29) and the dog (MDCK1 kidney epithelial line).

In the course of work, useded method to analyze antioxidant properties in vitro in cultured cells, based on fluori�

metric detection of the intensity of free radical oxidation in culture after the introduction of azoinitiator free radi�

cal reactions.

As a result of research, it was found that concentrations of 0.05…0.5 mM of the drug «MEXIDOL�VET» have a sig�

nificant antioxidant effect in vitro in cultured cells of HT�29 and MDCK1 lines.

Keywords: antioxidant, cell culture, proliferative, oxidative stress, test system, cytoprotective, MEXIDOL�VET.




