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На культуре нейробластомы мыши N1E-115 (клон C-1300) изучено действие астаксантина, диэтил-
дитиокарбамата и их совместное применение на пролиферацию клеток. Существуют данные об ан-
тираковом действии астаксантина в различных типах опухолевых клеток. Диэтилдитиокарбаматы
применяются в качестве дополнительных препаратов в химиотерапии. Применение комплексов не-
токсичных препаратов является новой стратегией для лечения онкологических заболеваний. Нами
показано, что действие диэтилдитиокарбамата и астаксантина как по отдельности, так и при сов-
местном применении вызывает торможение пролиферации и индукцию дифференцировки клеток
нейробластомы мыши N1E-115. Анализ методом вестерн-блоттинга выявил, что сочетание дей-
ствия препаратов повышало экспрессию белка CHOP (маркера эндоплазматического ретикулума)
и проапоптотического белка Вах, снижало экспрессию антиапоптотического белка Bcl-2, что может
говорить о запуске апоптотического каскада. При этом применение отдельно диэтилдитиокарбама-
та вызывало снижение как уровня Bax, так и содержание Bcl-2, но не влияло на экспрессию белка
CHOP. По-видимому, астаксантин модифицирует действие ДК при совместном применении. 
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дукция активных форм кислорода, митохондриальный мембранный потенциал.
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В последние годы уделяется внимание защит-
ной роли антиоксидантов в развитии организма.
Одним из популярных в исследованиях является
астаксантин (АСТ) – сильнейший антиоксидант,
играющий важную роль в защите клеток организ-
ма от повреждений и преждевременного старения
и обладающий нейропротекторным действием.
Благодаря особой химической структуре АСТ об-
ладает сильнейшими антиоксидантными свой-
ствами. В отличие от других бета-каротиноидов и
витамина E, АСТ содержит две дополнительные
группы молекул кислорода, которые наделяют

его способностью не только нейтрализовать
свободные радикалы, но и останавливать разру-
шительные цепные реакции, ведущие к повре-
ждению клеток. Исследованиями ряда авторов
показано, что АСТ является мощным антиокси-
дантом – он в 10 раз эффективнее бета-каротина
и в 100 раз эффективнее витамина E [1, 2]. Благо-
даря своей уникальной структуре АСТ защищает
мембраны клеток всех органов. Молекулы АСТ
обладают способностью находиться как внутри,
так и снаружи билипидной мембраны клетки, что
обеспечивает дополнительную всестороннюю за-
щиту клеток. АСТ защищает клетку и митохон-
дриальные мембраны от окислительных повре-
ждений, обладает нейропротекторным действи-
ем, что позволяет считать его эффективным
средством при лечении нейродегенеративных за-

Сокращения: АСТ – астаксантин, ДК – дитиокарбамат на-
трия, АФК – активные формы кислорода, ЭР – эндоплаз-
матический ретикулум, ΔΨм – митохондриальный мем-
бранный потенциал.
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болеваний, таких как болезнь Альцгеймера и бо-
лезнь Паркинсона [3–5].

Широкое применение в качестве сельскохо-
зяйственных инсектицидов, гербицидов и фунги-
цидов получили дитиокарбаматы (ДК). Они
являются хелаторами металлов на основе серы,
которые содержат дитиокарбоксильную функци-
ональную группу, конъюгированную с алифати-
ческой вторичной аминогруппой. ДК способны
оказывать как прооксидантные, так и антиокси-
дантные эффекты в биологических системах [6,
7]. Обнаружены нейропротекторные, антимик-
робные и иммуномодулирующие свойства ДК.
ДК применяются в качестве спиновой ловушки
нитроксидного радикала NO в онкологических
исследованиях. Более того, было показано, что в
клетках нейробластомы SH-SY5Y ДК снижает
жизнеспособность клеток, запускает апоптоз
нейронов, индуцирует митохондриальную дис-
функцию и генерирует продукцию активных
форм кислорода (АФК) в дозозависимой манере.
ДК способны индуцировать апоптоз в клетках
нейробластомы, повышая внутриклеточный уро-
вень меди, запускающий высвобождение цито-
хрома с и активацию каспазы [6, 8]. В настоящее
время ДК изучаются в качестве потенциальных
противоопухолевых препаратов в сочетании с
другими лекарственными препаратами. Возмож-
ный синергизм или антагонизм ДК в сочетании с
другими лекарственным препаратами может
представлять интерес для исследования. Так, ис-
следовано совместное действие ДК и В12b и пока-
зано, что применение этих препаратов оказывает
синергическое токсическое действие на опухоле-
вые клетки (HEp-2), вызывая выраженный стресс
эндоплазматического ретикулума, обширную ва-
куолизацию и ингибирование апоптоза, что в ко-
нечном итоге приводит к индукции параптозопо-
добной гибели клеток [9].

Накопление развернутых белков в эндоплаз-
матическом ретикулуме (ЭР) вызывает стресс ре-
тикулума. Для восстановления гомеостаза ЭР
клетки обладают высокоспецифичной системой
контроля качества ЭР, называемой ответом белка
развертывания. В случае длительного стресса ЭР
активируется передача сигналов апоптоза. Этот
апоптоз, индуцированный стрессом ЭР, вовлечен
в патогенез нескольких конформационных забо-
леваний. Белок CHOP индуцируется стрессом ЭР
и опосредует апоптоз. Недавние исследования
показали, что CHOP также участвует в продукции
цитокинов, индуцированной стрессом ЭР, в мак-
рофагах. Обсуждаются многофункциональные
роли CHOP в реакции на стресс ЭР [10].

Целью настоящего исследования было изу-
чить влияние ДК и АСТ на пролиферативную ак-
тивность, изменение мембранного потенциала и
продукции АФК, на изменение уровней белков

Bcl-2, Bax и маркера эндоплазматического рети-
кулума CHOP, связанных с апоптозом, в культуре
клеток нейробластомы мыши N1E-115 (клон
C-1300).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Клеточные культуры и условия культивирова-

ния. Исследования проводили на культуре клеток
нейробластомы мыши N1Е-115 (клон С-1300),
полученной из Российской коллекции клеточных
культур (ИНЦ РАН, Санкт-Петербург). Клетки
нейробластомы культивировали в среде DМЕМ
(Sigma-Aldrich, США) в присутствии 10% эм-
бриональной сыворотки (fetal bovine serum, Flow
Laboratories, Великобритания) при 37°С, в атмо-
сфере 5% СО2. В экспериментах в качестве кон-
троля использовали среду DМЕМ без сыворотки
и экспериментальную среду DМЕМ без сыворот-
ки с добавлением диэтилдитиокарбамата Na в
концентрации 10–6 М и АСТ в концентрации 10–

5 М. Исследуемые препараты добавляли в культу-
ру в логарифмической фазе роста через 24 ч после
посева клеток во флаконы. Подсчет клеток про-
водили в девяти произвольно выбранных обла-
стях флакона. В контрольной и эксперименталь-
ной группе было не менее трех флаконов. Плот-
ность посева в 50 мл пластиковых флаконах
составляла 5.5 · 103 клеток/см2 при объеме среды
5 мл.

Оценка цитотоксического действия исследуе-
мых препаратов на клетки нейробластомы мыши
N1Е-115 (клон С-1300). Жизнеспособность кле-
ток оценивали с использованием метода извлече-
ния резазурина. Клетки с плотностью 5 · 103 кле-
ток на лунку высевали в 96-луночный планшет.
Через 24 ч клетки обрабатывали АСТ (Sigma-Al-
drich, США) в концентрации 10–7–10–4 М и ДК.
Через 24 ч после добавления исследуемых ве-
ществ в каждую лунку добавляли резазурин (Sig-
ma-Aldrich, США) в конечной концентрации
100 мкг/мл и инкубировали 4 ч в условиях СО2-
инкубатора. Флуоресцентный анализ проводили
на устройстве для считывания микропланшетов
Infinite F200 (Tecan, Швейцария) при длине вол-
ны возбуждения 535 нм и длине волны испуска-
ния 595 нм. 

Измерение внутриклеточной продукции актив-
ных форм кислорода. Продукцию АФК измеряли с
использованием флуоресцентного красителя
2’,7’-дихлордигидрофлуоресцеиндиацетата (Sig-
ma-Aldrich, США) (Ex-485 нм/Em-530 нм). Для
анализа продукции АФК в клетке (5 · 105 кле-
ток/мл) добавляли 10 мкМ 2’,7’-дихлордигидро-
флуоресцеиндиацетата, после чего клетки инку-
бировали в СО2-инкубаторе в течение 10 мин.
После этого клетки однократно промывали фос-
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фатно-солевым буфером. H2O2 (1 мкМ) исполь-
зовали в качестве положительного контроля. Из-
менение окислительной активности проводили
на проточном цитометре BD Accuri C6 (Bioscienc-
es, США).

Измерение митохондриального мембранного по-
тенциала. Для анализа митохондриального потен-
циала использовали флуоресцентный краситель
3,3'-дигексилоксакарбоцианин йодид DiOC6(3)
(Sigma-Aldrich, США) (Ex-482 нм/Em-501 нм). К
клеточной суспензии (5 · 105 клеток/мл) добавля-
ли 10 нМ DiOC6(3) и инкубировали в СО2-инку-
баторе в течение 30 мин. После этого клетки од-
нократно промывали в фосфатно-солевом буфе-
ре. Валиномицин (250 нМ) использовали в
качестве положительного контроля. Изменение
мембранного потенциала измеряли на проточном
цитометре BD Accuri C6 (Biosciences, США).

Электрофорез и вестерн-блоттинг. К клеточной
суспензии добавляли выбранные количества АСТ
(10–5 М) и ДК (10–6 М). Через 24 ч клетки дважды
промывали ледяным фосфатно-солевым буфе-
ром и центрифугировали при 500 g в течение
3 мин при комнатной температуре. Полученный
осадок солюбилизировали в лизирующем буфере
(RIPA) с добавлением ингибиторов протеи-
наз/фосфатаз, держали во льду в течение 30 мин и
центрифугировали при 13000 g в течение 10 мин.
Концентрацию белка измеряли в супернатантах
по методу Брэдфорда. Полученные образцы рас-
творяли в буфере Лэммли для образцов (Bio-Rad,
США), нагревали до 95°С в течение 3 мин. Полу-
ченные лизаты разделяли на белковые компонен-
ты в 12.5% полиакриламидном геле с додецил-
сульфатом натрия. Затем белки переносили из ге-
ля на нитроцеллюлозную мембрану (0.2 мкм) с
помощью метода вестерн-блоттинга. Мембрану
блокировали в растворе Roti-block (Carl Roth Gm-
bH, Германия) при комнатной температуре в те-
чение одного часа. Затем мембрану промывали
водой и инкубировали с первичными антитела-
ми, как описано в инструкции. Моноклональные
антитела к Bcl-2 были приобретены у компании
Santa Cruz Biotehnology (США), моноклональные
антитела к Bах – у компании Abcam (Великобри-
тания), поликлональные антитела к CHOP – у
компании FineTest (Китай). Белковые полосы
инициировали с использованием системы обна-
ружения ECL (ChemiDoc Touch Imaging System,
Bio-Rad, США).

Статистический анализ. Для статистического
анализа использовали однофакторный дисперси-
онный анализ и соответствующий апостериор-
ный анализ (Стьюдента–Ньюмена–Кеулса). Раз-
личия считали достоверными при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
Чтобы выявить цитотоксическое действие

препаратов, клетки нейробластомы мыши N1Е-
115 культивировали в течение 24 ч с различными
концентрациями АСТ (от 10–7 до 10–4 М) и ДК
(от 10–7 до 10–4 М) (рис. 1). На рис. 1а показана
структурная формула АСТ и диаграмма, отража-
ющая жизнеспособность клеток нейробластомы.
АСТ при концентрации 10–7 и 10–6 М не оказы-
вал влияния на жизнеспособность клеток ней-
робластомы мыши. Однако, при концентрации
АСТ от 10–5 до 10–4 М жизнеспособность клеток
снижалась на 30 и 50% соответственно относи-
тельно контроля. Аналогичным образом мы по-
добрали нетоксичную концентрацию ДК
(рис. 1б). Видно, что ДК при 10–7 М не оказывал
влияния на жизнеспособность клеток нейробла-
стомы, тогда как с увеличением концентрации от
10–6 до 10–4 М жизнеспособность клеток снижа-
лась на 20, 30 и 50% соответственно. Поскольку
жизнеспособность клеток начинала снижаться
при воздействии 10–5 М АСТ и 10–6 М ДК, имен-
но эти концентрации были использованы при
дальнейшем исследовании.

На следующем этапе изучали пролиферацию
клеток нейробластомы мыши N1Е-115 в наших
экспериментальных условиях. На рис. 2 пред-
ставлены морфологические изменения при дей-
ствии препаратов в течение 24 ч культивирования
клеток. Как видно из рис. 2, через сутки наблюда-
лось торможение пролиферации и частичная ги-
бель клеток при воздействии препаратов как
по отдельности, так и при их совместном приме-
нении.

Далее исследовали влияние АСТ и ДК на изме-
нение продукции АФК и митохондриального
мембранного потенциала ΔΨм (рис. 3) в клетках
нейробластомы мыши. Валиномицин (250 нМ) и
Н2О2 (1 мкМ) использовали в качестве положи-
тельного контроля соответственно. При обработ-
ке клеток АСТ продукция АФК повышалась на
67%, в то время как ДК не изменял этот параметр
по сравнению с контролем. При совместном дей-
ствии АСТ и ДК продукция АФК увеличивалась
на 33% по сравнению с контролем (рис. 3а). АСТ
снижал ΔΨм на 41%, ДК практически не изменял
этот параметр по сравнению с контролем, тогда
как при совместном применении АСТ и ДК на-
блюдалось увеличение ΔΨм на 22% (рис. 3б). 

Из экспериментальных исследований извест-
но, что АСТ и ДК способны подавлять пролифе-
рацию, вызывать дифференцировку и активацию
сигнального пути апоптоза в некоторых типах
клеточных линий [8, 15, 24]. Мы проверили изме-
нение содержания про- и антиапоптотических
белков, таких как Bax и Bcl-2, в наших экспери-
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Рис. 1. Зависимость жизнеспособности клеток нейробластомы мыши NIE-115 от концентрации АСТ (а) и
дитиокарбамата натрия (б). Долю живых клеток определяли через 24 ч после добавления препаратов и интенсивности
восстановления резазурина. Количество клеток интактной культуры (без обработки препаратами) принимали за
100%. Данные представлены как среднее ± стандартное отклонение (n = 6).

ментальных условиях (рис. 4). На рис. 4 показаны
вестерн-блоты, окрашенные антителами к Bax и
Bcl-2. β-тубулин использовали в качестве контро-
ля белковой нагрузки. Видно, что АСТ повышал
содержание Bax и снижал содержание Bcl-2 на
40% по сравнению с контролем. В присутствии
ДК уровень Bax снижался на 35%, а Bcl-2 – на
20% по сравнению с контролем. При совместном
использовании препаратов уровень Bax повы-
шался на 20%, тогда как содержание Bcl-2 умень-
шалось на 40% по сравнению с контролем. По-
скольку CHOP опосредует апоптоз [10], мы про-
анализировали изменение экспрессии этого
белка в наших условиях. Как видно из рис. 4, АСТ
повышал экспрессию CHOP на 20%, в то время
как ДК практически не влиял на изменение уров-
ня CHOP, однако при совместном их действии
содержание CHOP увеличивалось на 40% по срав-
нению с контролем. 

ОБСУЖДЕНИЕ
Клеточная дифференцировка представляет

собой процесс, в результате которого клетка ста-
новится специализированной, т. е. приобретает
химические, морфологические и функциональ-
ные особенности, присущие нормальным клет-

кам данного вида. Клетки нейробластомы при
определенных условиях способны дифференци-
роваться. При этом они демонстрируют синтез
нейромедиаторов и специфических ферментов,
наличие электрической и химической возбуди-
мости поверхностной мембраны [14]. В ряде ра-
бот показано, что АСТ является сильнейшим ан-
тиоксидантом, который усиливает клеточную
пролиферацию и способствует дифференцировке
[1, 2, 15]. В наших экспериментальных условиях
мы наблюдали, что АСТ и ДК, как и их совмест-
ное применение, вызывали торможение проли-
ферации и индукцию клеточной дифференци-
ровки (рис. 2). 

Совместное использование препаратов, на-
правленных на снижение/повышение пролифе-
ративной активности представляет собой много-
обещающий терапевтический подход к заболева-
ниям различной природы. Так, недавно было
установлено, что дитиокарбамат, который счита-
ется хелатором ионов тяжелых металлов [7], в
комплексе с другим членом тиол-содержащего
препарата может применяться в антираковой те-
рапии [11–13]. В последние годы широко исполь-
зуемым в исследованиях по разработке противо-
опухолевых препаратов является АСТ [1–5]. В на-
стоящем исследовании, мы изучали, способны ли
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Рис. 2. Морфологический статус культуры нейробластомы мыши NIE-115 при инкубации с АСТ (10–5 М),
дитиокарбаматом натрия (10–6 М) и их совместным применении через 24 ч культивирования: (а) – микрофотографии
клеток с исследуемыми веществами; (б) – изменение количества жизнеспособных клеток после 24 ч культивирования
в средах, содержащих АСТ и ДТК; (в) – изменение количества погибших клеток. Количественные изменения
отображены в процентных долях относительно общего количества клеток. Данные представлены как среднее ±
± стандартное отклонение (n = 6); * – p < 0.05 – достоверное различие по сравнению с контролем.

Рис. 3. Влияние АСТ и ДК на изменение содержания внутриклеточной продукции АФК и митохондриального
мембранного потенциала (ΔΨм) в клетках нейробластомы мыши NIE-115. (а) – Изменение внутриклеточной
продукции АФК, Н2О2 использовали в качестве положительного контроля; (б) – изменение ΔΨм, валиномицин
использовали в качестве положительного контроля. Данные представлены в виде среднего ± стандартное отклонение
из трех отдельных экспериментов. 
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ДК и АСТ, применяемые совместно, усиливать
свое действие в клетках нейробластомы мыши
N1Е-115 (клон С-1300). Мы наблюдали, что ДК и
АСТ тормозили пролиферацию как по отдельно-
сти, так и совместно, причем совместное исполь-
зование этих двух препаратов незначительно уси-
ливало торможение пролиферации.

      Известно, что на изменение концентрации Са2+ 
в цитозоле активно реагируют различные 
органеллы клетки, в первую очередь митохондрии 
[16]. Накопление сверхпорогового Са2+ в 
матриксе митохондрий может привести к различ-
ным нарушениям, таким как снижение мембран-
ного потенциала, повышение продукции АФК, и 
тем самым вызвать окислительный стресс [17–19]. 
Согласно полученным результатам, АСТ зна-
чительно повышал содержание АФК по сравне-
нию с контролем, при этом мы наблюдали сниже-
ние ΔΨм относительно контроля в клетках ней-
робластомы. В этих же условиях в присутствии ДК 
изменений как в содержании АФК, так и в ве-
личине ΔΨм не наблюдалось. Совместное приме-
нение АСТ и ДК приводило к повышению про-
дукции АФК и снижению ΔΨм, но при этом в 
2 раза меньше,  чем при использовании отдельно

АСТ. По-видимому, при комбинированном при-
менении действиe АСТ частично блокировалось 
дитиокарбаматом.

Наиболее охарактеризованное семейство бел-
ков, участвующих в регуляции апоптотической
гибели клеток, состоящее из антиапоптотических
и проапоптотических членов, представляет собой
семейство Bcl-2 и Bax. Это белковое семейство
включает как ингибиторы, так и индукторы кле-
точной гибели. Вместе они регулируют процессы
митохондриального внутреннего апоптоза, при-
водящие к гибели клеток. Этот путь необходим
для нормального эмбрионального развития и для
предотвращения ракового перерождения [23].
Мы исследовали изменение содержание проапо-
птотического белка Bax и антиапоптотического
белка Bcl-2. Согласно полученным результатам,
АСТ повышал содержание Вах и вызывал сниже-
ние Bcl-2. В случае применения ДК наблюдалось
снижение уровня как Вах, так и Bcl-2. При их сов-
местном применении содержание Вах увеличива-
лось в меньшей степени, чем при использовании
отдельно АСТ, тогда как уровень Bcl-2 повышал-
ся на том же уровне, что и при отдельном АСТ.

Рис. 4. Влияние АСТ и ДК на изменение уровней апоптотических белков в клетках нейробластомы мыши NIE-115.
Иммуноокрашивание антителами к Bcl-2, Bax и CHOP. β-тубулин использовали в качестве контроля белковой
нагрузки. В нижней части рисунка показаны результаты иммуноокрашивания, полученные с помощью
компьютерной денситометрии, представленные как отношение оптической плотности белков к оптической
плотности β-тубулина. Уровень белка в лизате клеток без каких-либо добавок принимали за 100%. Данные
представлены в виде среднего ± стандартного отклонения из трех отдельных экспериментов; * – p < 0.05 − достоверная
разница по сравнению с контролем.
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Вероятно, происходит взаимомодулирующее
влияние этих двух препаратов.

Что касается изучения экспрессии белка эндо-
плазматического ретикулума CHOP, который не-
посредственно связан с апоптозом, то здесь на-
блюдалось усиление уровня содержания CHOP
при совместном использовании препаратов АСТ
и ДК по сравнению с отдельным АСТ и с контро-
лем.

Таким образом, АСТ и ДК способны подав-
лять пролиферацию, вызывать дифференцировку
и активацию сигнального пути апоптоза. Это по-
казано в изменении АФК, ΔΨм и экспрессии бел-
ков, связанных с апоптозом (Bcl-2, Bax и CHOP).
Совместное действие АСТ и ДК не вызывало уси-
ления эффектов, за исключением экспрессии
CHOP. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Мы изучили действие АСТ, ДК и их совмест-

ное применение на пролиферацию клеток ней-
робластомы мыши N1Е-115 (клон С-1300). Не-
смотря на то, что оба препарата ингибируют про-
лиферацию и индуцируют дифференцировку, а
также изменяют содержание проапоптотического
белка и снижают уровень антиапоптотического
белка, что предполагает запуск апоптотического
каскада, мы наблюдали, что по отдельности АСТ
обладает более сильным эффектом, чем при сов-
местном применении. Мы предполагаем, что, по-
видимому, происходит взаимомодифицирующее
влияние этих двух препаратов. 
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 Modifying Effect of Astaxanthin in Combination with Diethyldithiocarbamate
on Proliferation of Mouse Neuroblastoma Cells N1E-115 (CLONE C-1300)
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The effect of astaxanthin, diethyldithiocarbamate and their combined application on cell proliferation was
studied on mouse neuroblastoma culture N1E-115 (clone C-1300). There is evidence for the anti-cancer ef-
fect of astaxanthin in various tumour cell types. Diethyldithiocarbamates are used as additional drugs in che-
motherapy. The use of non-toxic drug complexes is a new strategy for the treatment of cancer. We have shown
that the action of diethyldithiocarbamate and astaxanthin both separately and in combination causes inhibi-
tion of proliferation and induction of differentiation of mouse neuroblastoma N1E-115 cells. Based on the
results of Western blot analysis it was revealed that the combination of the drugs increased the expression of
CHOP protein (marker of endoplasmic reticulum) and proapoptotic protein Bax, decreased the expression
of anti-apoptotic protein Bcl-2, which may indicate the start of apoptotic cascade. Meanwhile, application of
diethyldithiocarbamate alone caused a decrease in both Bax and Bcl-2 levels, but had no effect on
CHOP protein expression. Apparently, astaxanthin modifies the effect of diethyldithiocarbamate when used
together. 

Keywords: astaxanthin, sodium diethyldithiocarbamate, proliferation, differentiation, production of reactive oxy-
gen species, mitochondrial membrane potential




