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гической полноценности не реже 1 раза в год. Можно отметить, что 
часть нормативных параметров этого СанПиН анализируются соглас-
но требований, указанных в таблице № 7 СанПиН 10–124 РБ 99 [4], 
однако часть эссециальных элементов, указанных в СанПиН по физи-
ологической полноценности воды (кальций (Ca), магний (Mg), калий 
(K), бикарбонаты (HCO3

–), как правило, не исследуются. В связи  
с вышеизложенным необходимо запланировать и провести допол-
нительные анализы воды на вышеназванные эссециальные эле-
менты в порядке производственного контроля и госсаннадзора.

Одновременно необходимо отметить, что нормативы физио-
логической полноценности макро- и микроэлементного состава 
питьевой воды, изложенные в СанПиН по физиологической полно-
ценности воды, частично не идентичны соответствующим показа-
телям для расфасованной питьевой воды высшей категории (Об-
щая минерализация (сухой остаток), кальций и магний), указанным  
в Приложении 5 к СанПиН для бутилированной воды [8]. Требования 
к допустимому диапазону названных показателей в расфасован-
ной воде высшей категории более жесткие. В тоже время, данная 
проблема решена в нормативах таможенного союза для бутилиро-
ванной воды [1], в которых требования к физиологической полно-
ценности воды выделены отдельным приложением № 5, то есть эта 
вода (фасованная) кроме основных критериев, установленных для 
данного типа вод, должна еще соответствовать нормативам физио-
логической полноценности. Таким образом, требуется приведение 
в соответствие с международными требованиями отечественных 
нормативов для бутилированной воды.

Выводы
1. Результаты анализа данных по исследованию воды на со-

держание бария и бора за 2011–2013 г. во всех районах Минской 
области и городе Жодино показали, что повышенные концентрации 
бария регистрировались в воде источников ЦХПВ 16 из 23 реги-
онов (69,6%). Вместе с тем, следует отметить, что в распредели-
тельной водопроводной сети такие результаты по барию получены 
только в 1 ведомственном водопроводе (Несвижский район (1,4% 
нестандартных результатов) и в 3 коммунальных: (Дзержинский 
район – 62% нестандартных результатов, Минский – 6% и Мядель-
ский – 100%). Однако эти данные свидетельствуют об актуальности 
решения проблемы бария для указанных водопроводов.

2. При исследованиях воды из колодцев за 2011–2013 годы 
наличие бария и бора в ней не установлено. Удельный вес нестан-
дартных результатов по показателям содержания фтора, сульфатов 
аммиака, хлоридов, жесткости, окисляемости перманганатной со-
ставил не более 6,4%, по железу – от 3,6% до 7,5%. 

3. Из числа проанализированных показателей качества воды 
в общественных колодцах концентрации ингредиентов, свидетель-
ствующих о загрязнении воды, оказались манифестными только 
по микробиологическим параметрам и нитратам. Величины клас-
сических признаков указанного загрязнения в виде повышенного 
содержания в воде хлоридов, жесткости, сульфатов, аммиака, окис-
ляемости перманганатной оказались не значительными. 

4. Необходимо внесение изменений в СанПиН для бутилиро-
ванной воды в соответствии с межгосударственными требованиями  
к данному типу питьевой воды путем дополнения названного СанПиН 
требованиями к содержанию эссенциальных ингредиентов, имею-
щимся только в СанПиНе по физиологической полноценности воды 
(кальций (Ca), магний (Mg), калий (K), бикарбонаты (HCO3

–). 
5. С учетом требований СанПиН по физиологической полноцен-

ности воды требуется запланировать и провести дополнительные 
исследования воды на кальций (Ca), магний (Mg), калий (K), бикар-
бонаты (HCO3

–) и проанализировать полученные результаты этих ис-
следований.
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В статье представлены разработанные модели стрессовых воздействий на астроглиальные клетки в культуре, имеющие место при 
ишемических повреждениях мозга и изучен протективный эффект некоторых лекарственных препаратов и их сочетаний (гроприносина, 
симвастина (статина), цефтриаксона ) на нейроглиальные клетки, культивируемые в различных стрессовых ситуациях. Именно астро-
циты сейчас являются главной мишенью изучения при моделировании условий гипоксии и разработке новых подходов к антигипоксическим 
препаратам. Реализация такого подхода на практике обозначает необходимость подбора не одного или двух нейропротективных препа-
ратов, а целой схемы нейропротективного лечения, то есть подбор комбинации препаратов с разнонаправленным протективным дейст-
вием, что, по мнению многих авторов, позволит совершить прорыв в изучении проблемы нейропротекции при инсультах и др. патологиях.

Ключевые слова: гипоксия, астроциты, культура клеток, инсульт, гроприносин, симвастин), цефтриаксон.

                    Оригинальные научные публикацииГигиена и физиология военного труда



56 

Оригинальные научные публикации Гигиена и физиология военного труда

N. I. Mezen, E. K. Sidorovich, Z. B. Kvacheva, S. W. Pinchuk, N. A. Antonewich

STUDY OF THE PROTECTIVE EFECT OF MEDICAL PREPARATIONS AND THEIR 
COMPOUNDS ON ASTROGLIAL CELLS CULTIVATED ANDER THE INFLUENCE OF HYPOXIA, 

REOXIGENATION, AND METABOLIC STRESS. Report 1

The article represents the developed models of stress impact on astroglial cells in culture, in case of cerebral ischemic impairments. The protective 
effect of certain medical preparations and their compounds (groprinasin, simvostatin, ceftriakson) on astroglial cells cultivated in varions stress 
situations were studied. It is now red blood cells that are the main target of the stady in modeling conditions of hypoxia and the development  
of new approaches to antihypoxic preparations. In practice the implementationof this approach indicates the necessity of selection is not one or two 
neuroprotective treatment, ie the selection of preparation combination with multi-directional protective effect. In the opinion of many authors it will 
allow study the problems of neuroprotection in treating strokes and other pathologic conditions.

Key words: hypoxia, astrocytes, culture cells, stroke, groprinasin, simvostatin, ceftriakson.

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, 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, 10, 12]. Однако большин-
ство таких средств в международных клинических испытаниях 
не показали убедительных результатов и на клеточном уровне 
изучены недостаточно [8, 9].

Таким образом, целью данной работы явилось: разработ-
ка модели стрессовых воздействий на астроглиальные клет-
ки в культуре, и изучение протективного эффекта различных 
лекарственных препаратов и их сочетаний (гроприносина, 
симвастина (статина), цефтриаксона ) в данных модельных 
условиях.

Материалы и методы
 Приготовление культур клеток мозга крысы проводилось 

как описано ранее [2–5].
Приготовление стоковых растворов и разведений препара-

тов симстатина, гроприносина и цефтриаксона проводили сле-
дующим образом: гроприносин (Гр): 500 мг препарата (таблет-
ка) растворяли в 50 мл среды DMEM/F-12 (1:1) до концентрации 
10000 мкг/мл (стоковый раствор), из которого готовили даль-
нейшие 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 раз-
ведения стокового раствора (100) в 10 раз до 10–6 и 10–7, 10–8, 

10–9,что соответствовало 4-ем исследуемым концентрациям 
препарата 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 
кры сы 2–5-ого пассажей культивировали в среде DMEM/F-12 
(1:1) с 10% FBS на протяжении 3 суток в СО2-инкубаторе при 
+37 ºС 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 ºС, 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 усло виях нормы СО2 инкубатор, 
37 °С. Через указанные сроки оценивали морфологию живых 
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 измере нием, 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 от-
носили клетки, положительные по FDA и отрицательные по PI на 
двойной диаграмме интенсивности флуоресценции в канале FITC 
и PerCP. Клетки, отрицательные по FDA и положительные по PI (гейт 
Р3), относили к некротическим, а отрицательные по FDA и PI – к оп - 
тотическим. При обработке экспериментальных данных вы-
числяли среднеарифметические величины, их доверительные 
интервалы и проводили оценку достоверности различий между 
исследуемыми группами с помощью критерия Стьюдента [6]. 
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Результаты и обсуждение

 Изучение влияния различных концентраций препаратов  
и их сочетаний на морфологию клеток культур мозга крысы  

в условиях нормоксии 
На рис. 1 представлена морфология контрольной культу-

ры, находящейся в логарифмической стадии роста: популяция 
клеток состоит из клеток – предшествеников астроцитов, часть 
из них содержит слабо ветвящиеся отростки, образующие сла-
бо выраженные глиальные сети, характерные для дифферен-
цированных астроцитов, ядра содержат несколько крупных 
ядрышек, встречаются митотически делящиеся клетки. Популя-
ция клеток сформированного монослоя в поздней логарифми-
ческой фазе роста культуры (4–5 сутки in vitro) представлена  
в основном протоплазматическими и фибриллярными астро-
цитами, содержится небольшое количество олигодендроцитов, 
стволовых клеток, клеток-предшественников нейроглии. При-
жизненное светооптическое исследование динамики развития 
культуры мозга крысы показало, что клетки в описанных выше 
условиях культивирования сохраняют свои специфические чер-
ты, к которым следует отнести типичную для астроцитоподобных 
глиальных клеток звездчатую форму, продукцию глиального фи-
бриллярного кислого белка (ГФКБ) – компонента цитоскелета. 
Клетки in vitro имеют высокую митотическую активность 19,7–
21,0 промилле (рис. 1, рис. 2 ). 

Важным моментом при выборе лекарственных препара-
тов для лечения нарушений мозгового кровообращения ише-
мического типа имеет отсутствие у них отрицательных влияний 
на клетки нервной системы и наличие церебропротективных 
свойств, позволяющих обеспечить выживаемость клеток ЦНС 
в условиях гипоксии. Васкулярные заболевания связаны с по-
вреждением и гибелью не только нейронов, но и других клеток 
ЦНС. Поэтому Young R. et al. (2007) считают, что, вероятно, про-
блема состоит в том, что исследователи концентрируют внима-
ние на защите нейронов. Инсульт – это не только повреждение 
и гибель нейронов, это болезнь головного мозга в целом. По-
этому нейропротекция должна состоять в защите не только ней-
ронов, но и астроцитов, олигодендроцитов, микроглии и всех 
механизмов, нарушающихся при ишемии. Проведенный анализ 
литературных данных по изучению протекторных свойств ис-
следуемых соединений в отношении клеток ЦНС, показал, что 
они не многочисленны и противоречивы. Имеются единичные 
ис с ледования по цитотоксичности статинов и антибиотика гро-
преносина. Все выше изложенное и явилось обоснованием для 
проведения исследований. 

 В предварительных исследованиях были установлены мак-
симально-переносимые дозы препаратов в культурах клеток 
мозга крысы и исследовано их влияние на морфологию клеток. 
Гроприносин (Г) в опытах использовали в интервале концентра-
ций: 125–40 мкг/мл; статин (симвастатин), (С) – 1–0,001 нг/мл, 
цефтриаксона (Ц) – 50 мкг/мг. Было установлено, что препара-
ты в выше названных дозах не влияют на митотическую актив-
ность клеток и не оказывают выраженного цитотоксического 
действия в условиях 24 часовой инкубации с ними без измене-
ния условий культивирования нейроглиальных клеток (10%-е со-
держание сыворотки в питательной среде), рис. 3–8. 

Тем не менее, установлены некоторые особенности мор-
фологии клеток при их инкубации с гроприносином. Как по-
казано на рис. 3 инкубация клеток с гроприносином в дозах 
40–80 мкг/мл индуцирует дифференцировку клеток – отмечает-
ся появление у них большего количества ветвящихся отростков, 
образующих глиальные сети, характерные для дифференциро-
ванных астроцитов (рис. 3).

На следующем этапе исследований было оценено одно из 
стрессовых условий воздействия на клетки – уменьшение сы-
воротки в питательной среде в условиях и влияние препаратов 
в этих условиях на выживаемость клеток, вязкость мембран-

ных липидов и внутриклеточное содержание супероксид анион 
радикала. На основании полученных данных, можно сделать 
вывод, что все исследуемые концентрации препаратов и их соче-
таний не вызывают статистически значимого влияния на содер-
жание в культурах жизнеспособных, апоптотических и некроти-
ческих клеток в условиях нормоксии после 24 воздействия на 
клетки. Также не отмечено достоверного влияния на вязкость 
мембранных липидов клеток (Р < 0,5). Внутриклеточное содер-
жание супероксид анион радикала при внесении отдельно сив-
мастатина, гроприносина или цефтриаксона не изменялось по 
отношению к контролю. Только сочетание гроприносина с сим-
вастатином (все 4 исследуемые варианта) приводило к неболь-
шому снижению содержания радикала. Отмеченная тенденция 
может свидетельствовать о том, что при низком содержании 
сыворотки в среде культивирования (2%), а это является стрес-
совым фактором для культур, сочетанное внесение гроприноси-
на и симвастатина оказывает протекторное влияние на клетки 
мозга крысы, повышая их антиоксидантный статус. Следует от-
метить, показатели жизнеспособности клеток после проведен-
ной пробоподготовки (через 2 часа после перевода клеток из 
монослоя в суспензию) снижались незначительно во всех ис-
следуемых образцах (на 1–6%).

Рис. 1. Влияние препаратов и их сочетаний на митотическую активность 
клеток после 24 часовой инкубации с астроглиальными клетками в условиях 

нормоксии

Рис. 2. Морфология астроцитов в контрольной культуре в логарифмической 
стадии роста (4-е сутки после пересева). Окраска гематоксилином и эозином. 

Ув. 200 раз

Рис. 3. Влияние гроприносина (80 мкг/мл) на дифференцировку астроглиальных 
клеток в культуре. Окраска гематоксилином и эозином. Ув. 200 раз
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Кроме того, было изучено влияние препаратов на те же 
морфофункциональные показатели клеток: жизнеспособность, 
состояние их мембран, при их инкубировании с культурами  
в бессывороточной среде. Как видно из рис. 4 при культивиро-
вании астроглиальных клеток в бессывороточной питательной 
среде значительно снижается (в 1,8 раза) количество жизнеспо-
собных клеток, до 37% составляют некротичекие клетки и 11% 
– с апоптозом. 

Культивирование астроглиальных клеток (АК) в присутствии 
гроприносина в этих же условиях изменяло содержание в куль-
туре жизнеспособных, некротических и апоптотических клеток 
в зависимости от концентрации данного препарата (рис. 4). По 
сравнению с контролем при концентрации препарата Г3 (63 
мкг/мл) наблюдалось увеличение количества жизнеспособных 
клеток и снижение некротических почти в 2 раза. При двукрат-
ном увеличнении концентрации препарата до Г4 (125 мкг/мл) 

и Г5 (250 мкг/мл) жизнеспособность астроцитов снижалась с 

увеличением процесса некроза и апоптоза. Эти данные хоро-
шо коррелировали с уровнем свободно-радикальных окисли-
тельных процессов в клетках. Как видно из рис. 4, при концен-
трации Г3 (63 мкг/мл) наблюдалось снижение интенсивности 
протекания окислительных процессов в клетках, что указывало 
на их более высокий антиоксидантный статус. При изменении 
концентрации препарата до Г4 и Г5 (125–250 мкг/мл) наблюда-
лась интенсификация окислительных процессов, при этом при 
концентрации Г5 данный параметр был выше, чем в контроле. 
Таким образом, гроприносин при концентрации Г3 оказывал 
защитное действие на астроглиальные клетки, а при измене-
нии концентрации до Г5-токсическое с развитием окислитель-
ного стресса. 

Статин (С) при инкубировании с клетками в бессывороточ-
ной среде в диапазоне концентраций С7-С9 (0,1 нг/мл–0,001 
нг/мл) не значительно изменял параметры жизнеспособности 

Рис. 4. Влияние культивирования в бессывороточной среде в присутствии 
различных концентраций гроприносина на содержание жизнеспособных, 

некротических и апоптотических клеток в культуре

Рис. 5. Влияние культивирования астроцитов в присутствии различных кон-
центраций гроприносина на интенсивность флуоресценции в клетках зонда 

CM-H2DCF-DA

Рис. 6. Влияние культивирования в присутствии различных концентраций 
статина на содержание жизнеспособных, некротических и апоптотических 

клеток в культуре астроглиальных клеток

Рис. 7. Влияние культивирования в присутствии различных концентраций 
гроприносина и статина на содержание жизнеспособных, некротических 

и апоптотических клеток в культуре астроглиальных клеток

Рис. 8. Влияние культивирования в присутствии различных концентраций 
гроприносина и статина на содержание жизнеспособных, некротических  

и апоптотических клеток в культуре астроглиальных клеток

Рис. 9. Влияние культивирования НК в присутствии различных концентраций 
гроприносин и симвастатина на интенсивность флуоресценции в клетках 

зонда CM-H2DCF-DA
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В статье представлены разработанные модели стрессовых воздействий на астроглиальные клетки в культуре, имеющие место 
при ишемических повреждениях мозга и изучен протективный эффект некоторых лекарственных препаратов и их сочетаний (гро-
приносина, симвастина (статина), цефтриаксона) на нейроглиальные клетки, культивируемые в различных стрессовых ситуациях. 
Именно астроциты сейчас являются главной мишенью изучения при моделировании условий гипоксии и разработке новых подходов 
к антигипоксическим препаратам. Реализация такого подхода на практике обозначает необходимость подбора не одного или двух 
нейропротективных препаратов, а целой схемы нейропротективного лечения, то есть подбор комбинации препаратов с разнона-
правленным протективным действием, что, по мнению многих авторов, позволит совершить прорыв в изучении проблемы нейропро-
текции при инсультах и др. патологиях.
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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. 
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