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Summary

Aim. To compare toxicity of spherical calcium phosphate bions (SCPB) and needle-shaped calcium phosphate bions (NCPB) for endothelial cells.

Materials and Methods. To assess endothelial toxicity of the bions, we first added equal concentrations of either SCPB or NCPB to: 1) non-confluent 

or confluent cultures of immortalized human venous endothelial cells EA.hy 926 with the exposure time of 24 h or 4 h, respectively; 2) confluent 

cultures of commercially available primary human coronary artery and internal thoracic artery endothelial cells, with the exposure time of 24 h. 

Endothelial toxicity was then evaluated by combined Hoechst 33342 and ethidium bromide staining following fluorescence microscopy and by 

colorimetric cytotoxicity assay. In addition, we attempted to determine the morphotype of bion-induced cell death utilizing flow cytometry.

Results. Both SCPB and NCPB provoked death of all three cell lines accompanied by an apoptotic morphotype. Notably, NCPB demonstrated a 

significantly higher cytotoxicity as compared to SCPB. Resistance of endothelial cells to CPB was defined by their confluence (confluent cultures 

demonstrated higher resistance), and cell type (internal thoracic artery endothelial cells were more resistant to the CPB as compared to the coronary 

artery endothelial cells). 

Conclusions. Endothelial toxicity of the CPB is defined by their shape: NCPB formed at severe supersaturation with calcium and phosphate evince 

considerably higher endothelial toxicity then SCPB formed under moderate supersaturation. Human internal thoracic artery endothelial cells are 
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Резюме

Цель исследования. Сравнение токсичности сферических кальций-фосфатных бионов (СКФБ) и игольчатых кальций-фосфатных бионов 

(ИКФБ) для культур эндотелиальных клеток.

Материал и методы. Эндотелиотоксичность бионов была изучена при помощи добавления равных концентраций СКФБ или ИКФБ к: 

1) разреженным или конфлюэнтным культурам иммортализованных венозных эндотелиальных клеток человека линии EA.hy 926 с после-

дующим культивированием в течение 24 или 4 часов соответственно; 2) конфлюэнтным культурам коммерческих первичных эндотели-

альных клеток коронарной и внутренней грудной артерии человека с последующим культивированием в течение 24 часов. Эндотелио-

токсические эффекты бионов оценивали при помощи сочетанного окрашивания клеток флюоресцентными красителями Hoechst 33342 и 

бромистым этидием, а также посредством колориметрического теста. Кроме того, методом проточной цитометрии определяли морфотип 

и стадии гибели клеток вышеуказанных культур.

Результаты. СКФБ и ИКФБ индуцировали гибель эндотелиальных клеток всех трех линий по апоптотическому морфотипу, при этом 

ИКФБ продемонстрировали значительно более высокую цитотоксичность, чем СКФБ. Устойчивость культур к токсическому действию 

кальций-фосфатных бионов (КФБ) определялась степенью их конфлюэнтности (конфлюэнтные культуры были более устойчивы, чем раз-

реженные) и типом клеточной линии (эндотелиальные клетки внутренней грудной артерии показали большую устойчивость в сравнении с 

эндотелиальными клетками коронарной артерии). 

Выводы. Токсичность КФБ для культур эндотелиальных клеток зависит от их формы: формирующиеся при тяжелом перенасыщении 

среды ионами кальция и фосфора ИКФБ обладают более высокой эндотелиотоксичностью, чем образующиеся при умеренном перена-

сыщении СКФБ. Эндотелиальные клетки внутренней грудной артерии менее чувствительны к воздействию СКФБ и ИКФБ в сравнении с 

эндотелиальными клетками коронарной артерии человека.

Список сокращений: КФБ — кальций-фосфатные бионы, СКФБ — сферические кальций-фосфатные бионы, ИКФБ — игольчатые каль-

ций-фосфатные бионы, HCAEC — первичные эндотелиальные клетки коронарной артерии человека, HITAEC — первичные эндотели-

альные клетки внутренней грудной артерии человека, ФСБ — фосфатно-солевой буфер.
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Введение

Из клинико-эпидемиологических исследований доста-
точно давно известно, что перенасыщение крови ионами 
кальция и фосфора, возникающее вследствие повышения 
абсолютного количества данных элементов (например, при 
гиперпаратиреозе или гипервитаминозе D) или по причи-
не снижения уровня основных ингибиторов эктопической 
кальцификации фетуина-А и альбумина (например, при 
терминальной хронической почечной недостаточности или 
выраженной хронической печеночной недостаточности), 
ассоциировано с атеросклерозом и его клиническими про-
явлениями (ишемическая болезнь сердца, острое наруше-
ние мозгового кровообращения по ишемическому типу и 
заболевания периферических артерий) [1, 2]. 

В ряде экспериментальных исследований было выяв-
лено, что искусственное перенасыщение сыворотки крови 
ионами кальция и фосфора приводит к опосредованному фе-
туином-А формированию кристаллических частиц губчатой 
структуры диаметром 500 нм и менее, состоящих из гидрок-
сиапатита, карбонат-гидроксиапатита и ряда сывороточных 
белков помимо собственно фетуина-А [3, 4]. Данные части-
цы были отнесены к семейству бионов – минералооргани-
ческих частиц, формирующихся в биологических жидкостях 
при их перенасыщении определенными положительно и 
отрицательно заряженными ионами, и были соответственно 
названы кальций-фосфатными бионами (КФБ) [3, 4].

Поскольку перенасыщение крови ионами кальция 
и фосфора одновременно является фактором риска раз-
вития атеросклероза и приводит к формированию КФБ, 
нами была выдвинута гипотеза о триггерной роли КФБ в 
развитии атеросклероза путем повреждения ими эндоте-
лия [5], так как нарушение целостности эндотелия явля-
ется обязательным инициирующим фактором патогенеза 
атеросклероза [6–8]. Обнаружено, что КФБ после своего 
формирования интернализируются эндотелиальными 
клетками, индуцируя ими секрецию провоспалительных 
цитокинов интерлейкина-6 и интерлейкина-8, запуская 
процесс апоптоза по внутреннему пути и вызывая разви-
тие гипертрофии интимы брюшной аорты крыс [5]. Кро-
ме того, КФБ выделяются из 75% атеросклеротических 
бляшек крупных артерий человека [5] и также могут быть 
синтезированы искусственно для экспериментального мо-
делирования эндотелиотоксичности [4, 5].

Проведенные ранее эксперименты позволили пред-
положить, что при умеренном перенасыщении крови 
ионами кальция и фосфора могут образовываться КФБ 
сферической формы (СКФБ), а при тяжелом перена-
сыщении — КФБ игольчатой формы (ИКФБ) [9]. При 
этом известно, что форма наночастиц гидроксиапатита 
является одним из основных факторов, определяющих 
их токсичность; в частности, наночастицы игольчатой 
формы значительно токсичнее сферических [10], при-
чем данная зависимость также характерна и для других 

Сведения об авторах:
Кутихин Антон Геннадьевич — к. м. н., зав. лабораторией фундаментальных аспектов атеросклероза отдела экспериментальной и клиниче-

ской кардиологии федерального государственного бюджетного научного учреждения «Научно-исследовательский институт комплексных 

проблем сердечно-сосудистых заболеваний», Сосновый бульвар, д. 6, г. Кемерово, 650002, Российская Федерация, +79609077067, http://

orcid.org/0000-0001-8679-4857, antonkutikhin@gmail.com. 

Великанова Елена Анатольевна — к. б. н., научный сотрудник лаборатории клеточных технологий отдела экспериментальной и клинической 

кардиологии федерального государственного бюджетного научного учреждения «Научно-исследовательский институт комплексных про-

блем сердечно-сосудистых заболеваний», Сосновый бульвар, д. 6, г. Кемерово, 650002, Российская Федерация, +79505702873, http://orcid.

org/0000-0002-1079-1956, velikanova_ea@mail.ru. 

Шишкова Дарья Кирилловна — мл. научный сотрудник лаборатории фундаментальных аспектов атеросклероза отдела эксперименталь-

ной и клинической кардиологии федерального государственного бюджетного научного учреждения «Научно-исследовательский инсти-

тут комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний», Сосновый бульвар, д. 6, г. Кемерово, 650002, Российская Федерация, 

+79516121144, http://orcid.org/0000-0002-1518-3888, shishkovadk@gmail.com. 

Матвеева Вера Геннадьевна — к. м. н., вед. научный сотрудник лаборатории клеточных технологий отдела экспериментальной и клиниче-

ской кардиологии федерального государственного бюджетного научного учреждения «Научно-исследовательский институт комплексных 

проблем сердечно-сосудистых заболеваний», Сосновый бульвар, д. 6, г. Кемерово, 650002, Российская Федерация, +79069276601, https://

orcid.org/0000-0002-4146-3373, matveeva_vg@mail.ru. 

Григорьев Евгений Валерьевич — д. м. н., проф., зам. директора по научной работе федерального государственного бюджетного научного 

учреждения «Научно-исследовательский институт комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний», Сосновый бульвар, д. 6, г. Ке-

мерово, 650002, Российская Федерация, +73842643308, https://orcid.org/0000-0002-3898-0740, grigorievev@mail.ru. 

Барбараш Ольга Леонидовна — член-кор. РАН, д. м. н., проф., директор федерального государственного бюджетного научного учрежде-

ния «Научно-исследовательский институт комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний», Сосновый бульвар, д. 6, г. Кемерово, 

650002, Российская Федерация, +73842643308, http://orcid.org/0000-0002-4642-3610, barbol@kemcardio.ru. 

more resistant to SCPB and NCPB in comparison with coronary artery endothelial cells.

List of abbreviations: CPB – calcium phosphate bions, CPBS – spherical calcium phosphate bions, CPBN – needle-shaped calcium phosphate bions, 

HCAEC – human coronary artery endothelial cells, HITAEC – human internal thoracic artery endothelial cells, PBS – phosphate buffered saline.

Key words: atherosclerosis, bions, hydroxyapatite, endothelium, cytotoxicity, apoptosis.



А.Г. Кутихин и соавт. 
Форма кальций-фосфатных бионов определяет их токсичность для культур эндотелиальных клеток человека

КАРДИОЛОГИЧЕСКИЙ ВЕСТНИК, 4, 2019
www.cardioweb.ru

36

типов наночастиц [11]. Целью данного исследования 
было сравнить токсическое действие СКФБ и ИКФБ 
для культур венозных и артериальных эндотелиальных 
клеток человека.

Материал и методы

Искусственный синтез СКФБ и ИКФБ
Искусственный синтез СКФБ осуществляли пу-

тем последовательного добавления 9,9 мкл 0,5М CaCl
2
 

(Sigma-Aldrich) и 21,5 мкл 0,2М Na
2
HPO

4
 (Sigma-Aldrich) 

в 1319 мкл среды DMEM (Gibco), содержащей 150 мкл 
(10% от общего объема) фетальной телячьей сыворот-
ки (Gibco). ИКФБ были синтезированы при помощи 
последовательного добавления 16,5 мкл 0,5М CaCl

2
 и 

37,5 мкл 0,2М Na
2
HPO

4
 в 936 мкл среды DMEM, содер-

жащей 10 мкл (1% от общего объема) фетальной телячь-
ей сыворотки. Контроль pH осуществляли путем пред-
варительного добавления 5 мл буфера HEPES (Gibco) к 
495 мл среды DMEM (таким образом, конечная концен-
трация HEPES-буфера в среде составила 1%). 

После кратковременного перемешивания на вор-
тексе пробирки объемом 1,5 мл с реагентами для синтеза 
бионов помещали в инкубатор при 37 °С, 5% CO

2
 и вы-

сокой влажности (MCO-18AIC, Sanyo) на 24 часа с даль-
нейшим центрифугированием при 200,000 x g и 4  °С в 
течение 1 часа (Optima MAX-XP, Beckman Coulter). С це-
лью получения рабочей суспензии к осадку СКФБ до-
бавляли 300 мкл, а к осадку ИКФБ — 1500 мкл однократ-
ного фосфатно-солевого буфера (ФСБ, 1,06 мМ (0,144 
г/л) KH

2
PO

4
, 155,17 мМ (9 г/л) NaCl, 2,97 мМ (0,795 г/л) 

Na
2
HPO

4
*7H

2
O), что позволяло достичь мутности суспен-

зии в 0,5 стандарта МакФарланда (МкФ), эквивалентной 
оптической плотности на длине волны 650 нм (ОП

650
) в 

0,08–0,10 оптических единиц. Данные значения соответ-
ствуют минимально измеримой концентрации бионов в 
растворе (значения ОП

650
 ниже 0,08 находятся в пределах 

погрешности большинства микропланшетных спектро-
фотометров, учитывая базовую ОП

650
 ФСБ в 0,045–0,055, 

поэтому большее разведение суспензии бионов может 
привести к снижению воспроизводимости результатов 
экспериментов). Все вышеуказанные процедуры прово-
дили в стерильных условиях.

Экспозиция эндотелиальных клеток СКФБ 
и ИКФБ
Для экспериментов была использована культура им-

мортализованных венозных эндотелиальных клеток чело-
века линии EA.hy 926, предоставленная Dr. C-J. S. Edgell 
(University of North Carolina at Chapel Hill, США), а так-
же коммерческие культуры первичных эндотелиальных 
клеток коронарной артерии человека (human coronary 
artery endothelial cells, HCAEC) и первичных эндотели-
альных клеток внутренней грудной артерии человека 
(human internal thoracic endothelial cells, HITAEC) (Cell 
Applications). 

Клеточная линия EA.hy 926 является гибридомой, 
которая была получена путем слияния эндотелиальных 

клеток пупочной вены человека (human umbilical vein 
endothelial cells, HUVEC) с клетками аденокарцино-
мы легкого человека линии A549, и сохраняет основ-
ные морфологические и функциональные особенности 
венозных эндотелиальных клеток человека. Клетки 
культивировали в среде DMEM/F12, содержащей 10% 
фетальной телячьей сыворотки, 2% гипоксантина-ами-
ноптерина-тимидина, 1% HEPES-буфера, 1% L-глута-
мина-пенициллина-стрептомицина и 0,4% амфотери-
цина B (все – Gibco). 

Согласно информации поставщика (Cell 
Applications), первичные эндотелиальные клетки 
человека были получены из здоровых артерий доно-
ров (HCAEC – мужчина, 27 лет; HITAEC – мужчи-
на, 50  лет) с криоконсервацией на втором пассаже 
(500,000 клеток в базальной среде MesoEndo Cell Basal 
Medium (Cell Applications), содержащей 10% феталь-
ной телячьей сыворотки и 10% диметилсульфокси-
да. Для проведения эксперимента клетки размора-
живали и культивировали согласно рекомендациям 
производителя в среде для роста клеток MesoEndo 
Cell Growth Medium (Cell Applications). Пересев про-
водили по достижении 80% конфлюэнтности. После 
четырех-пяти пассажей клетки рассевали в лунки 
6-луночного планшета для проведения дальнейших 
экспериментов. Все эксперименты с клетками прово-
дили в стерильных условиях при 37 °C, 5% CO

2
 и вы-

сокой влажности.
Токсичность бионов для культур эндотелиальных 

клеток человека изучали при помощи добавления суспен-
зии СКФБ или ИКФБ (100 мкл на лунку 6-луночного 
планшета или 10 мкл на лунку 96-луночного планше-
та в зависимости от эксперимента, мутность суспензии 
0,5 МкФ) к: 1) клеточным культурам линии EA.hy 926 
(около 40% конфлюэнтности в культуральной посуде и 
культивирование в течение 24 часов либо около 90% кон-
флюэнтности в культуральной посуде и культивирование 
в течение 4 часов); 2) вышеописанным первичным куль-
турам артериальных эндотелиальных клеток (около 85% 
конфлюэнтности в культуральной посуде, культивирова-
ние в течение 24 часов). В качестве контрольной группы 
использовали те же линии клеток, к которым вместо био-
нов в аналогичном объеме добавляли стерильный ФСБ с 
последующим аналогичным временем культивирования. 
Эксперименты с иммортализованными венозными эндо-
телиальными клетками (неконфлюэнтный и конфлюэнт-
ный тип культуры) вследствие большого объема репликат 
проводили в разное время и однократно. Эксперименты 
с первичными эндотелиальными клетками коронарной и 
внутренней грудной артерий осуществляли одновремен-
но с обеими линиями и также однократно (в связи с вы-
сокой стоимостью данных клеточных линий). 

Цитотоксичность бионов оценивали при помо-
щи колориметрического теста (набор ab112118, 24 
лунки 96-луночного планшета на группу) и сочетан-
ного окрашивания клеток флюоресцентными краси-
телями Hoechst 33342 (2 мкл/мл) и бромистым этиди-
ем (10  мкл/мл) с дальнейшей фазово-контрастной и 
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флюоресцентной микроскопией. При экспериментах 
с клетками линии EA.hy 926 количество исследуемых 
лунок 6-луночного планшета на группу составляло 21, 
при экспериментах с первичными артериальными эн-
дотелиальными клетками — 11 (подсчитывали клетки в 
трех полях зрения на лунку). Посредством проточной 
цитометрии (набор ab14085, 8 лунок 6-луночного план-
шета на группу) оценивали стадию и морфотип клеточ-
ной смерти (морфотип раннего апоптоза — аннексин 
V-положительные и пропидия иодид-отрицательные 
клетки, морфотип позднего апоптоза — аннексин V- и 
пропидия иодид-положительные клетки и некротиче-
ский морфотип — аннексин V-отрицательные и пропи-
дия иодид-положительные клетки) под воздействием 
бионов.

Статистическую обработку полученных данных 
выполняли при помощи программы GraphPad Prism 6 
(GraphPad Software). Межгрупповое сравнение прово-
дили посредством критерия Краскела — Уоллиса, в слу-
чае выявления статистически значимых различий между 
группами осуществляли последующее попарное сравне-
ние групп с использованием критерия Данна. Данные 
представляли в виде медианы и межквартильного разма-
ха с обозначением минимального и максимального зна-
чений. Различия между группами признавали статисти-
чески значимыми при вероятности отвергнуть верную 
нулевую гипотезу р≤0,05.

Результаты 

При проведении фазово-контрастной и флюорес-
центной микроскопии после сочетанного окрашивания 
Hoechst 33342 (живые клетки) и бромистым этидием 
(мертвые клетки) было обнаружено, что экспозиция как 
СКФБ, так и ИКФБ приводит к гибели венозных эндо-
телиальных клеток линии EA.hy 926 как на разреженной 
(рис. 1, А, Б), так и на конфлюэнтной (рис. 2, А, Б) мо-
делях культивирования, причем ИКФБ обладали суще-
ственно большей эндотелиотоксичностью. Общее чис-
ло живых и мертвых клеток EA.hy 926 при экспозиции 
бионам в сравнении с контрольными культурами отли-
чалось лишь в случае воздействия ИКФБ на конфлюэнт-
ной модели культивирования (рис. 1, В и 2, В). Схожие 
результаты были получены посредством колориметриче-
ского теста на цитотоксичность (рис. 1, Г и 2, Г). 

Обсуждение

Проведенные ранее исследования ряда авторов 
показали цитотоксическое [5, 9], в частности эндоте-
лиотоксическое [5], действие КФБ. При этом степень 
перенасыщения крови ионами кальция и фосфора опре-
деляет форму КФБ [9], которая, в свою очередь, может 
быть фактором их цитотоксичности [10, 11]. В данном 
исследовании нам удалось синтезировать КФБ сфериче-

A.G. Kutikhin et al.
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Рисунок 1. Сравнительная токсичность СКФБ и ИКФБ для разреженных культур иммортализованных венозных эндотелиальных 
клеток человека линии EA.hy 926. ФСБ — фосфатно–солевой буфер. А — флюоресцентная микроскопия. Синяя окраска — 
Hoechst 33342 (живые клетки), красная — бромистый этидий (мертвые клетки), x200; Б — количественный анализ результатов 
флюоресцентной микроскопии. Количество репликат (лунок культурального планшета) в каждой группе составило 21, подсчет 
клеток проводили в трех полях зрения на лунку; В — подсчет общего количества клеток (живых и мертвых) на флюоресцентной 
микроскопии; Г — колориметрический тест. ОП530 отражает нормальную жизнеспособность клеток, ОП650 — сниженную. 
Количество репликат (лунок культурального планшета) в каждой группе составило 24. Данные представлены в виде медианы 
(средняя линия) и межквартильного размаха (границы «коробки») с обозначением минимального и максимального значений 
(«усы»). Эксперименты проведены однократно
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ской и игольчатой формы с идентичным минеральным 
(гидроксиапатит и карбонат-гидроксиапатит) и органи-
ческим (одинаковый набор сывороточных белков) про-
филем, а также сходной размерностью (статья в печати). 
Таким образом, СКФБ и ИКФБ представляли собой 
максимально пригодные группы для оценки влияния 
формы бионов на их токсичность для культур эндотели-
альных клеток.

Поскольку иммортализованные венозные эндо-
телиальные клетки широкодоступны и относительно 
просты в культивировании, начальные эксперименты 
по изучению эндотелиотоксичности СКФБ и ИКФБ 
проводили на линии EA.hy 926. Так как целостность и 
функциональная активность эндотелия играют ключе-
вую роль в его устойчивости к атерогенезу [6—8], а высо-
кая конфлюэнтность культуры эндотелиальных клеток 
определяет ее устойчивость к повреждающим агентам 
[12—14], эндотелиотоксичность бионов исследована на 
двух in vitro моделях: разреженной, где клетки культи-
вировались до 40% конфлюэнтности и далее экспони-
ровались бионам в течение 24 часов, и конфлюэнтной, 
где клетки культивировались до 90% конфлюэнтности и 
затем экспонировались бионам в течение 4 часов. 

Как и ожидалось, конфлюэнтные культуры эндо-
телиальных клеток показали большую устойчивость 
к экспозиции СКФБ и ИКФБ в сравнении с разре-
женными, однако ИКФБ продемонстрировали более 
высокую эндотелиотоксичность, чем СКФБ, на обе-
их моделях культивирования. Стоит отметить, что на 

Рисунок 2. Сравнительная токсичность СКФБ и ИКФБ для конфлюэнтных культур иммортализованных венозных 
эндотелиальных клеток человека линии EA.hy 926. ФСБ — фосфатно–солевой буфер. А — флюоресцентная микроскопия. 
Синяя окраска — Hoechst 33342 (живые клетки), красная — бромистый этидий (мертвые клетки), x200; Б — количественный 
анализ результатов флюоресцентной микроскопии. Количество репликат (лунок культурального планшета) в каждой группе 
составило 21, подсчет клеток проводили в трех полях зрения на лунку; В — подсчет общего количества клеток (живых и 
мертвых) на флюоресцентной микроскопии; Г — колориметрический тест. ОП530 отражает нормальную жизнеспособность 
клеток, ОП650 — сниженную. Количество репликат (лунок культурального планшета) в каждой группе составило 24. 
Данные представлены в виде медианы (средняя линия) и межквартильного размаха (границы «коробки») с обозначением 
минимального и максимального значений («усы»). Эксперименты проведены однократно 
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выявленные различия в выраженности токсических 
эффектов двух типов КФБ между двумя моделями те-
оретически могло также повлиять разное время экс-
позиции (24 часа в случае с разреженной моделью и 
4 часа в случае с конфлюэнтной). Такой эксперимен-
тальный протокол был обусловлен тем, что иммор-
тализованные по гибридомной технологии клетки 
линии EA.hy 926 характеризуются быстрой проли-
ферацией и при культивировании с 90%-ной кон-
флюэнтностью в течение 24 часов начинают погибать 
от гиперконфлюэнтности (7—8% мертвых клеток в 
контрольной культуре по данным проточной цитоме-
трии, собственные наблюдения авторов), а не только 
от воздействия повреждающего фактора. 

Известно, что физиология эндотелия различных 
сосудов (в частности, вен и артерий) существенно от-
личается [15]. Поскольку атеросклероз представляет 
собой патологию именно артериального русла, для над-
лежащего подтверждения эндотелиотоксического дей-
ствия бионов необходимо проведение экспериментов 
на первичных артериальных эндотелиальных клетках, 
конфлюэнтные культуры которых к тому же могут быть 
экспонированы СКФБ и ИКФБ в течение относительно 
длительного времени в связи с их относительно медлен-
ным ростом. Так как различные артерии в силу своих 
анатомических и физиологических особенностей ха-
рактеризуются разной склонностью к развитию атеро-
склероза [16], для анализа токсичности бионов для ар-
териальных эндотелиальных клеток были выбраны две 
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Рисунок 4. Сравнительная токсичность СКФБ и ИКФБ для конфлюэнтных культур первичных эндотелиальных клеток 
коронарной артерии человека. ФСБ — фосфатно–солевой буфер. А — флюоресцентная микроскопия. Синяя окраска — 
Hoechst 33342 (живые клетки), красная — бромистый этидий (мертвые клетки), x200; Б — количественный анализ результатов 
флюоресцентной микроскопии. Количество репликат (лунок культурального планшета) в каждой группе составило 11, подсчет 
клеток проводили в трех полях зрения на лунку; В — подсчет общего количества клеток (живых и мертвых) на флюоресцентной 
микроскопии; Г — колориметрический тест. ОП530 отражает нормальную жизнеспособность клеток, ОП650 — сниженную. 
Количество репликат (лунок культурального планшета) в каждой группе составило 24. Данные представлены в виде медианы 
(средняя линия) и межквартильного размаха (границы «коробки») с обозначением минимального и максимального значений 
(«усы»). Эксперименты проведены однократно

Рисунок 3. Сравнительная токсичность СКФБ и ИКФБ 
для разреженных (РК) и конфлюэнтных (КК) культур 
иммортализованных венозных эндотелиальных клеток 
человека линии EA.hy 926 (по данным флюоресцентной 
микроскопии). ФСБ — фосфатно–солевой буфер. 
Количество репликат (лунок культурального планшета) в 
каждой группе составило 21, подсчет клеток проводили в 
трех полях зрения на лунку. Данные представлены в виде 
медианы (средняя линия) и межквартильного размаха 
(границы «коробки») с обозначением минимального и 
максимального значений («усы»). Эксперимент проведен 
однократно 

клеточных линии: эндотелиальные клетки коронарной 
артерии человека, которая поражается атеросклерозом 
достаточно часто [17], и эндотелиальные клетки вну-
тренней грудной артерии человека, устойчивой к раз-
витию атеросклероза [16]. 

Как и в случае с клетками линии EA.hy 926, добавле-
ние СКФБ к ИКФБ конфлюэнтным культурам первичных 
артериальных эндотелиальных клеток вызывало их ги-
бель, при этом цитотоксичность ИКФБ была значительно 
выше, чем СКФБ. Эндотелиальные клетки внутренней 
грудной артерии продемонстрировали меньшую чувстви-
тельность к воздействию как СКФБ, так и ИКФБ в срав-
нении с эндотелиальными клетками коронарной артерии, 
что может быть вызвано повышенной экспрессией эндоте-
лиальной синтазы оксида азота [18, 19] и, соответственно, 
повышенным выделением ими монооксида азота (NO) [18, 
20], который обладает выраженным сосудорасширяющим 
и атеропротективным действием, а также препятствует 
развитию тромбоза [21]. Кроме того, эндотелиальные клет-
ки внутренней грудной артерии также характеризуются 
увеличенным уровнем ответственного за реализацию со-
судорасширяющего эффекта NO циклического гуанозин-
монофосфата (цГМФ) по сравнению с эндотелиальными 
клетками большой подкожной вены человека [22]. 

Гибель эндотелиальных клеток под воздействием раз-
личных повреждающих факторов может происходить по 
различным морфотипам, включая апоптотический и не-
кротический. Характерными признаками апоптотическо-
го морфотипа являются сжатие цитоплазмы, конденсация 
хроматина (пикноз), фрагментация ядра (кариорексис) и 
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образование пузырей в плазматической мембране (блеб-
бинг), что в итоге завершается формированием апопто-
тических тел, которые далее поглощаются клетками с 
фагоцитарной активностью и расщепляются в лизосомах 
(эффероцитоз) [23]. Некротический морфотип характе-
ризуется отсутствием данных признаков, равно как и при-
знаков аутофагии (вакулиозация цитоплазмы с последую-
щим эффероцитозом), и не сопровождается поглощением 
останков клеток фагоцитами [23]. Исследование морфоти-
пов и стадий смерти иммортализованных венозных и пер-
вичных артериальных эндотелиальных клеток под воздей-
ствием СКФБ и ИКФБ методом проточной цитометрии 
выявило клетки, гибнущие по апоптотическому морфоти-
пу как на ранней, так и на поздней стадии (с сопоставимым 
соотношением клеток на данных стадиях), однако практи-
чески не обнаружило клеток, гибнущих по некротическо-
му морфотипу, что согласуется с полученными нами ранее 
результатами [5]. Таким образом, можно предположить 
регулируемый, а не мгновенный характер гибели эндоте-
лиальных клеток при воздействии бионов.

Выводы

Токсичность КФБ для культур эндотелиальных клеток 
определяется их формой (КФБ игольчатой формы значи-
тельно более цитотоксичны, чем сферические), однако как 
СКФБ, так и ИКФБ обладают выраженной эндотелиоток-

Рисунок 5. Сравнительная токсичность СКФБ и ИКФБ для конфлюэнтных культур первичных эндотелиальных клеток 
внутренней грудной артерии человека. ФСБ — фосфатно-солевой буфер. А — флюоресцентная микроскопия. Синяя 
окраска — Hoechst 33342 (живые клетки), красная — бромистый этидий (мертвые клетки), x200; Б — количественный анализ 
результатов флюоресцентной микроскопии. Количество репликат (лунок культурального планшета) в каждой группе составило 
11, подсчет клеток проводили в трех полях зрения на лунку; В — подсчет общего количества клеток (живых и мертвых) на 
флюоресцентной микроскопии; Г — колориметрический тест. ОП530 отражает нормальную жизнеспособность клеток, ОП650 — 
сниженную. Количество репликат (лунок культурального планшета) в каждой группе составило 24. Данные представлены в виде 
медианы (средняя линия) и межквартильного размаха (границы «коробки») с обозначением минимального и максимального 
значений («усы»). Эксперименты проведены однократно

Рисунок 6. Сравнительная токсичность СКФБ и ИКФБ для 
конфлюэнтных культур первичных эндотелиальных клеток 
коронарной (HCAEC) и внутренней грудной артерии (HITAEC) 
человека (по данным флюоресцентной микроскопии). 
ФСБ — фосфатно-солевой буфер. Количество репликат 
(лунок культурального планшета) в каждой группе составило 
11, подсчет клеток проводили в трех полях зрения на 
лунку. Данные представлены в виде медианы (средняя 
линия) и межквартильного размаха (границы «коробки») с 
обозначением минимального и максимального значений 
(«усы»). Эксперимент проведен однократно
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сичностью. Эндотелиальные клетки внутренней грудной ар-
терии были менее чувствительны к воздействию обоих типов 
бионов в сравнении с эндотелиальными клетками коронар-
ной артерии человека.
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Рисунок 7. Оценка морфотипа и стадий клеточной смерти под воздействием СКФБ и ИКФБ на конфлюэнтные культуры 
иммортализованных венозных эндотелиальных клеток человека линии EA.hy 926, первичных эндотелиальных клеток 
коронарной (HCAEC) и внутренней грудной артерии (HITAEC) человека. Морфотип раннего апоптоза — аннексин 
V-положительные и пропидия иодид-отрицательные клетки, морфотип позднего апоптоза — аннексин V и пропидия 
иодид-положительные клетки. Количество репликат (лунок культурального планшета) в каждой группе составило 8. Данные 
представлены в виде медианы (средняя линия) и межквартильного размаха («усы»). Эксперимент проведен однократно


