
СТМ ∫ 2017 — том 9, №2  145

 клиническая медицина  

новые пРедставления о механизмах  
действия доксоРубицина и озона  
на злокачественные клетки печени
DOI: 10.17691/stm2017.9.2.18 
УДК 616.36–006.6:612.014.464+615.2.244 
Поступила 22.12.2016 г.

А.В. Алясова, д.м.н., профессор кафедры онкологии1;
И.Г. Терентьев, д.м.н., профессор, зав. кафедрой онкологии, проректор по научной работе1;
С.Н. Цыбусов, д.м.н., профессор, зав. кафедрой оперативной хирургии и топографической анатомии,  
проректор по учебной работе1;
М.В. Ведунова, д.б.н., директор Института биологии и биомедицины2;
Т.А. Мищенко, к.б.н., старший научный сотрудник ЦНИЛ1;
К.А. Шахова, к.б.н., ассистент кафедры клинической лабораторной диагностики1;
К.Н. Конторщикова, д.б.н., профессор, зав. кафедрой клинической лабораторной диагностики1

1Нижегородская государственная медицинская академия, Н. Новгород, 603005, пл. Минина и Пожарского, 10/1; 
2Национальный исследовательский Нижегородский государственный университет им. Н.И. Лобачевского,  
 Н. Новгород, 603950, пр. Гагарина, 23

Цель исследования — экспериментально подтвердить схожесть пусковых механизмов действия озона и доксорубицина на 
культуре злокачественных клеток печени человека.

Материалы и методы. В экспериментах на культуральной среде изучали влияние химиопрепарата доксорубицина, озона и их 
сочетаний на злокачественные клетки печени (SK-HEP-1).

Результаты. Установлено сходное повышение показателей свободнорадикального окисления при действии озона и доксору-
бицина как изолированно, так и в сочетании. Их введение во всех вариантах повышало также содержание фермента каспазы-3, 
при этом уровни каспазы-3 были существенно выше при введении доксорубицина. Полученные результаты показывают новые ме-
ханизмы влияния озона и доксорубицина на жизнеспособность и морфологические изменения в злокачественных клетках печени: 
активация свободнорадикального окисления вызывает в этих клетках изменения как некротические, так и апоптотические — через 
увеличение количества каспаз.
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The aim of the investigation was to verify the similarity of triggering mechanisms of ozone and doxorubicin action on the culture of 
human malignant hepatic cells.

Materials and Methods. The effect of chemotherapeutic agent doxorubicin, ozone and their combination on malignant hepatic cells 
(SK-HEP-1) has been studied experimentally on the culture medium.

Results. A similar increase of free radical oxidation has been established to occur under the action of ozone and doxorubicin both 
separately and in combination. Their introduction in all variants elevated also the content of caspase-3 enzyme, and the levels of caspase-3 
were substantially higher than in doxorubicin introduction. The results obtained show new mechanisms of ozone and doxorubicin effect 
on the viability and morphological alterations in malignant hepatic cells: activation of free radical oxidation induces necrotic and apoptotic 
changes in these cells via the increase of caspase quantity.

Key words: malignant hepatic cells; ozone; doxorubicin; caspase.

В проведенных ранее экспериментах [1] на лабо-
раторных животных (крысах), которым перевивался 
штамм рака молочной железы, исследовалось вли-
яние на опухоль химиопрепарата доксорубицина, 
озона и их комбинированного введения. Полученные 
результаты продемонстрировали, что сочетанное воз-
действие низких терапевтических концентраций озона 
в составе озонированного физиологического раствора  
и доксорубицина оказывало наиболее выраженный 
деструктивный эффект на опухоль. Использование 
озонированного физиологического раствора потенци-
ровало противоопухолевую активность доксорубици-
на, что проявлялось в выраженном угнетении мито-
тической активности опухолевых клеток и снижении 
числа их жизнеспособных элементов. Исследование 
ИК-спектров тканей опухоли, печени, легких, мозга 
животных-опухоленосителей [2] также подтвердило 
более высокий терапевтический эффект сочетанного 
действия доксорубицина и озона.

Продолжением исследований явились эксперимен-
ты на культуре нормальных клеток печени Chang liver 
и злокачественных клеток печени SK-HEP-1 человека 
[3]. Установлено, что введение озона в культуральную 
среду оказывает сходный с доксорубицином выражен-
ный цитостатический эффект на жизнеспособность 
клеток, что подтверждалось морфологическими дан-
ными о необратимых изменениях в структуре кле-
точных элементов некротического или апоптотиче-
ского происхождения. Несмотря на доказательный 
материал по жизнеспособности и патоморфозу зло-
качественных клеток под действием анализируемых 
факторов, внутриклеточный механизм запуска гибели 
клеток остается неясным. Про доксорубицин извест-
но, что это цитостатик антрациклинового ряда с ан-
тимитотическим и антипролиферативным действием. 
Механизм действия препарата объясняют его реакци-
ей с ДНК, образованием свободных радикалов и пря-
мым воздействием на мембраны клеток с подавлени-
ем синтеза нуклеиновых кислот. В плане активации 
свободнорадикальных реакций действие доксоруби-
цина может быть сопоставимо с действием озона как 
сильного окислителя, регулирующего про- и антиокси-
дантный баланс [4–6].

Другим возможным механизмом, запускающим 
гибель клеток, является ферментативный путь с 

участием каспаз. Каспазы — это семейство аспар-
татспецифических цистеиновых протеаз, они присут-
ствуют во всех клетках, взаимодействие этих протеаз 
с олигомерными рецепторами ведет к их активации. 
Активные каспазы могут запускать протеолитический 
каскад, расщепляющий белки, необходимые для вы-
живания. Конечным итогом сигнального пути является 
активация контролируемой гибели клеток — апоптоз. 
Каспазы, вовлеченные в апоптоз, делятся на ини-
циаторные и эффекторные. Одной из эффекторных 
каспаз является каспаза-3, расщепляющая субстрат 
на карбоксильном конце по остаткам аспартата. 
Ингибирование процесса апоптоза может приводить к 
развитию онкологических заболеваний [7].

Исходя из результатов собственных исследований 
и данных литературы можно предположить сопостави-
мость пусковых механизмов действия озона и доксо-
рубицина внутри клеток.

Цель исследования — экспериментально под-
твердить схожесть пусковых механизмов действия 
озона и доксорубицина на культуре злокачественных 
клеток печени человека.

Материалы и методы. Эксперименты проводили 
на культивированных клетках аденокарциномы пе-
чени человека SK-HEP-1, морфология — эпителио-
подобная, культивирование осуществляли в среде 
«Игла МЕМ» с солями «Эрла» («ПанЭко», Россия) с 
добавлением 10% сыворотки эмбриональной телячь-
ей («ПанЭко», Россия) и 1% заменимых аминокислот 
(«ПанЭко», Россия), оптимальная плотность — (2,0–
4,0)·106 кл./см2. Поддержание жизнеспособности кле-
ток осуществлялось в СО2-инкубаторе при 5% содер-
жании СО2. После 3–5 пассажей клетки рассаживали 
на 48- или 6-луночные планшеты. При достижении 
60% монослоя среду, в которой клетки выращивались, 
заменяли на испытуемые среды. Первая среда гото-
вилась добавлением химиопрепарата доксорубицина 
в дозе 0,004 мг; вторая — введением 150 мл кисло-
рода; третья — введением 150 мл озоно-кислородной 
смеси с концентрацией озона 25 мг/л; четвертая — 
введением 150 мл кислорода и 0,004 мг доксоруби-
цина; пятая — введением 150 мл озоно-кислородной 
смеси и 0,004 мг доксорубицина. Дозы доксорубицина 
и озона определены в эксперименте на животных при 
оценке патоморфоза злокачественной опухоли [1].
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При озонировании культуральной среды озо-
но-кислородная газовая смесь поступала со скоро-
стью 1 л/мин в течение 5 мин из генератора озона 
(«Квазар», Россия). Через 48 ч культивирования кле-
точная среда убиралась, клетки промывались по-
лифосфатным буфером PBS (pH=7,4) и заливались 
250 мл смеси Версен (0,02%):трипсин (0,25%) (3:1). 
Через 10 мин инкубации в СО2-инкубаторе клетки пи-
петировали и добавляли в каждую лунку по 250 мл 
8% формальдегида. После этого подсчитывали коли-
чество клеток на автоматическом анализаторе Septer 
(Мillipore, Великобритания).

Для проведения анализа на активность свободно-
радикального окисления клеточную суспензию трижды 
промывали забуференным физиологическим раство-
ром и замораживали при –20°. Перед началом иссле-
дования проводили ее размораживание и гомогениза-
цию. Интенсивность свободнорадикального окисления 
оценивали по параметрам индуцированной железом 
и перекисью водорода хемилюминесценции на ап-
парате БХЛ-07 (Н. Новгород, Россия): Imax — макси-
мальная интенсивность свечения, S — cветосумма 
хемилюминесценции за 30 с [8]. Содержание продук-
тов перекисного окисления липидов — первичных 
диеновых конъюгатов (ДК), триеновых конъю гатов 
(ТК), конечных оснований Шиффа (ОШ) определя-
ли в гептан-изопропанольных фракциях по методу 
И.А. Волчегорского [9]. Количество фермента каспа-
зы-3 оценивали методом иммуноферментного ана-
лиза Human Caspase-3 Instant ELISA (ThermoFisher 
Scientific, США) и рассчитывали на количество клеток 
в мл (содержание клеток — 5·106/мл).

Полученные результаты были обработаны с помо-
щью пакета прикладных программ Biostat и представ-
лены в виде М±σ, где М — среднее арифметическое, 
σ — среднеквадратичное отклонение. Достоверность 
различий средних определяли по t-критерию 
Стьюдента. Различия считали статистически значимы-
ми при уровне значимости p<0,05.

Результаты. Введение в культуральную среду для 
выращивания клеток аденокарциномы печени чело-
века SK-HEP-1 доксорубицина (табл. 1) сопровожда-

лось статистически значимым повышением уровней 
показателей Imax — в 2,7 раза и S — в 2,5 раза, что 
указывало на активацию свободнорадикальных реак-
ций под действием цитостатика. Озонирование куль-
туральной среды сходным с доксорубицином образом 
активировало свободнорадикальные реакции и прояв-
лялось увеличением Imax в 2,6 раза и S — в 2,5 раза. 
Сочетанное введение в культуральную среду доксору-
бицина и кислорода, а также доксорубицина и озона 
статистически значимо не снижало высокие уровни 
показателей Imax и S, характерные для среды с док-
сорубицином, и составляло для Imax 1,8 и 2,2 раза, а 
для S — 2,1 и 2,5 раза соответственно.

Таким образом, предположение о том, что одним из 
механизмов, вызывающих снижение жизнеспособно-
сти злокачественных клеток печени и их морфологи-
ческие изменения [3], являются свободнорадикальные 
реакции, запускаемые как окислителем, так и токсич-
ным соединением доксорубицином, подтверждалось. 
Дополнительным доказательством этому явились дан-
ные по изучению уровней продуктов перекисного окис-
ления липидов (табл. 2).

Самые выраженные изменения в показателях, 
характеризующих активность перекисного окисле-

Т а б л и ц а  1
Показатели хемилюминесценции гомогената  
злокачественных клеток печени SK-HEP-1 человека

Культуральная среда Показатели хемилюминесценции
Imax, имп./с S за 30 с, мВ

Интактные клетки  
на стандартной среде

 
128,6±11,7

 
338,7±21,4

Доксорубицин 336,4±21,8* 867,6±49,3*
Кислород 143,6±26,8 386,9±51,1
Озон 327,4±43,4* 843,8±62,1*
Доксорубицин + кислород 245,3±55,2* 676,8±56,1*
Доксорубицин + озон 289,6±23,9* 683,1±61,2*

* — различия статистически значимы по сравнению с ин-
тактными клетками (р0,05).

Т а б л и ц а  2
Содержание продуктов перекисного окисления липидов в злокачественных  
клетках печени SK-HEP-1 человека, отн. ед.

Продукты  
перекисного  

окисления липидов
Интактные Кислород озон Доксорубицин Кислород +  

доксорубицин
озон +  

доксорубицин

ДК 0,06±0,005 0,05±0,001 0,71±0,12* 0,22±0,08* 0,21±0,040* 0,37±0,11*

ТК 0,03±0,001 0,02±0,0025 0,41±0,11* 0,14±0,011* 0,13±0,012* 0,15±0,09*

ОШ 4,43±1,71 2,36±0,49 25,78±3,05* 33,0±4,20* 15,53±3,09* 29,73±3,11*

            ОШ   
ДК + ТК

 
49,0±9,1

 
33,7±10,07

 
23,0±8,1

 
91,2±11,4*

 
46,0±13,2

 
58,3±8,9*

* — различия статистически значимы по сравнению с интактными клетками (р0,05).
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ния липидов в культуре злокачественных клеток, 
наблюдались в клетках, находящихся в среде с док-
сорубицином. Уровни ДК в этих клетках увеличива-
лись почти в 4 раза, ТК — в 4,5 раза, ОШ — в 4 раза. 
Коэффициент ОШ/(ДК+ТК), представляющий собой 
количественное отношение конечных продуктов к пер-
вичным, повысился в 2 раза, что свидетельствовало 
о сдвиге реакций в сторону накопления жестких ток-
сичных ОШ, вызывающих повреждение клеточных 
мембран. Озонирование культуральной среды стати-
стически значимо увеличивало в клетках содержание 
ДК в 11,8 раза, ТК — в 13,3 раза, ОШ — в 4,5 раза, 
коэффициент ОШ/(ДК+ТК) снижался по сравнению 
с исходным уровнем в 2 раза, что свидетельствова-
ло о преобладании первичных продуктов перекисно-
го окисления липидов и, следовательно, об активно 
продолжающемся процессе на этапах инициации. 
Сочетанное введение доксорубицина с кислородом 
и доксорубицина с озоном практически не вызывало 
различий по уровням ДК и ТК, в то время как для уров-
ней ОШ и коэффициента ОШ/(ДК+ТК) (см. табл. 2) бо-
лее значимые различия наблюдались при сочетании 
доксорубицина и озона. Высокие уровни ОШ и коэф-
фициента ОШ/ДК+ТК свидетельствуют о накоплении 
конечных продуктов перекисного окисления, которые 
могут повреждать клетки, что может отражаться на по-
казателях жизнеспособности и морфологии клеток.

Помимо повреждающего действия свободнора-
дикального окисления на внутриклеточные струк-
туры нельзя исключать губительного действия 
ферментов, вызывающих апоптоз. Одним из таких 
ферментов является каспаза-3. В нашем исследо-
вании оценивалось содержание данного фермента в 
гомогенате клеток, содержащихся на культуральных 
средах, в которые вводили доксорубицин, озон, кис-
лород и их сочетания. Самая высокая концентрация 
каспазы-3 отмечалась при воздействии на злокачест-
венные клетки доксорубицином (4,76±0,06 пг/мл), она 
в 30 раз превышала содержание фермента в клетках 
интактной серии (<0,16 пг/мл). Данный факт явился 
подтверждением высокой апоптотической активности 
доксорубицина, выявляемой при морфологических 
исследованиях. Озонирование среды для культиви-
рования клеток увеличивало количество каспазы в 
11 раз (1,82±0,01 пг/мл). При смене среды для выра-
щивания клеток на среду, содержащую доксорубицин 
и озон, количество каспазы увеличивалось в 13 раз 
(2,04±0,03 пг/мл), а на среду, содержащую доксоруби-
цин и кислород, — в 16,6 раза (2,67±0,02 пг/мл).

Полученные результаты свидетельствуют о том, что 
основной причиной запуска апоптотического процесса 
в наших экспериментах со злокачественными клетка-
ми, которые содержатся в средах, подвергшихся воз-
действию доксорубицина или окислителей, служит 
повышение уровней каспазы-3. В свою очередь увели-
чение концентрации каспазы, скорее всего, является 
следствием активации свободнорадикального окисле-
ния под действием как доксорубицина, так и озона.

Заключение. Введение в культуральную среду для 
выращивания клеток доксорубицина или озона акти-
вирует в злокачественных клетках печени процессы 
свободнорадикального окисления, что сопровождает-
ся увеличением продуктов липопероксидации. Их вве-
дение повышает концентрацию фермента каспазы-3 
как при изолированном, так и при сочетанном дейст-
вии, при этом в случае использования доксорубицина 
повышение количества каспазы-3 более существенно. 
Активация свободнорадикального окисления вызыва-
ет как некротические, так и апоптотические изменения 
в клетках культуры печени — через увеличение коли-
чества каспаз.
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