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ВЛИЯНИЕ АЛЬФА-КОБРАТОКСИНА НА ОКИСЛИТЕЛЬНЫЙ СТРЕСС,  
ИНДУЦИРОВАННЫЙ БЕССЫВОРОТОЧНОЙ СРЕДОЙ В КЛЕТКАХ ГЛИОМЫ С6

Аннотация. На  модели  клеток  глиомы  С6  показано,  что  роль  никотиновых  ацетилхолиновых  рецепторов 
(нАХР)  в  регуляции  окислительно-восстановительного  баланса  по-разному  проявляется  в  различных  условиях 
культивирования. В бессывороточной среде ингибитор нАХР альфа-кобратоксин противодействует окислительному 
стрессу,  повышая  активность  супероксиддисмутазы  и  каталазы,  уровень  восстановленного  глутатиона  и  снижая 
концентрацию малонового диальдегида. 
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EFFECT OF ALPHA-COBRATOXIN ON THE OXIDATIVE STRESS INDUCED BY  
A SERUM-FREE MEDIUM IN C6 GLIOMA CELLS

Abstract. The model studies on C6 glioma cells showed that the role of nicotinic acetylcholine receptors (nAChR) in the 
regulation of the redox balance varies under different cultivation conditions. In a serum-free medium, the inhibitor of nAXP 
alpha-cobratoxin alleviates the oxidative stress that is manifested in an increase in the activity of superoxide dismutase and 
catalase, the level of reduced glutathione and in a decrease in the concentration of malonic dialdehyde.
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Введение. Окислительный стресс является результатом дисбаланса между количеством об-
разующихся в клетке активных форм кислорода и ее способностью нейтрализовать реакционно-
способные  продукты.  Нарушения  в  нормальном  окислительно-восстановительном  состоянии 
клеток могут вызывать токсические эффекты вследствие повреждения белков, липидов и ДНК 
реакционноспособными формами кислорода, такими как производимые митохондриями перок-
сиды и свободные радикалы. Помимо этого, некоторые реактивные формы действуют как вну-
триклеточные  мессенджеры  окислительно-восстановительной  сигнализации.  Таким  образом, 
окислительный стресс может вызвать нарушения нормальных механизмов клеточной сигнали-
зации.  Клетки  продуцируют  антиоксиданты,  которые  противостоят  вредному  воздействию 
окислительных форм. Эти антиоксиданты разделяют на две основные группы: ферментативные, 
такие как супероксид-дисмутаза, каталаза, глутатион-S-трансфераза и др., и неферментативные, 
такие как глутатион, тиоредоксин, витамины A, E и C, флавоноиды и др.
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В регуляции окислительно-восстановительного гомеостаза клетки участвует большое коли-
чество ферментов и рецепторных белков. В частности, имеются данные об участии в этом про-
цессе никотиновых ацетилхолиновых рецепторов  (нАХР). Последние относятся к  суперсемей-
ству  лиганд-управляемых  ионных  каналов  и  состоят  из  пяти  трансмембранных  субъединиц. 
Фармакологические  свойства  нАХР  зависят  от  набора  субъединиц,  составляющих  рецептор. 
Эти рецепторы широко экспрессированы как на нервных клетках, так и на клетках ненейрональ-
ного происхождения. Наиболее хорошо изучена роль нАХР в передаче нервного импульса. На-
ряду с этим в последние годы повышенный интерес вызывает изучение функций нейрорецепто-
ров,  непосредственно  не  связанных  с  передачей  нервного  сигнала.  Так,  в  ряде  экспериментов 
показано, что активация нАХР способствует развитию окислительного стресса в клетках [1–3]. 
Это согласуется с тем фактом, что активатор нАХР никотин является фактором риска развития 
рака бронхов и легких [4], молочной железы [5], хронических болезней почек [6], когда окисли-
тельные процессы в организме значительно интенсифицируются.

С другой стороны, стимуляция нАХР может вызывать и уменьшение интенсивности окисли-
тельного стресса. Например, показано снижение степени окислительного стресса в клетках ми-
кроглии при стимуляции нАХР никотином [7], в нейронах и астроцитах – при активации нАХР 
ацетилхолином [8] или никотином [9], в клетках мозга мышей – при активации агонистом нАХР 
α7-типа [10]. 

Механизмы  участия  нАХР  в  поддержании  окислительно-восстановительного  гомеостаза  
изучены недостаточно, а факторы, определяющие роль этих рецепторов в генерации активных 
форм кислорода  (АФК) и  антиоксидантной  защите организма,  не  выявлены. Это не позволяет 
сделать вывод о том, при каких условиях активация нАХР будет способствовать нарастанию,  
а при каких – падению интенсивности окислительного стресса. 

Цель данной работы – изучение роли нАХР в регуляции окислительно-восстановительного 
гомеостаза клетки в различных условиях культивирования. 

В ряде работ показано, что в регуляции окислительно-восстановительного гомеостаза клеток 
участвуют нАХР, состоящие из α7-субъединиц [6, 10]. Поэтому для блокирования нАХР в на-
шем исследовании использован α-кобратоксин (α-кт) – антагонист гомопентамерных нейронных 
нАХР,  включающих  α7-α10  субъединицы  [11].  Ранее  в  работах  [12,  13]  было  обнаружено,  что 
клетки глиомы С6 экспрессируют нАХР α7-типа. Учитывая эти данные, нами исследовано влия-
ние α-кт на ряд параметров окислительно-восстановительного баланса клеток глиомы С6. В ка-
честве индукторов стресса применяли культивирование клеток в бессывороточной среде и фор-
болмиристатацетат (ФМА) – активатор протеинкиназы С. 

Материалы и методы исследования. Клеточная линия: исследование проведено на клетках 
глиомы С6 крысы (коллекция РНПЦ эпидемиологии и микробиологии).

Реактивы: форбол-12-миристат-13-ацетат  (ФМА,  Sigma),  тиобарбитуровая  кислота,  тритон 
Х-100,  сульфат железа  (FeSO4),  азид натрия  (AppliChem, Германия),  дигидрокверцетин  (Sigma, 
Индия), HCl («Беллесхимкомплект», Беларусь), трилон Б, молибдат аммония, перекись водорода, 
калий  фосфорнокислый  однозамещенный  (К2НРО4),  калий  фосфорнокислый  двузамещенный 
(КН2РО4·3Н2О),  янтарная  кислота  («Пять  океанов»,  Беларусь),  хлороформ  («Экос-1»,  Россия), 
метанол  (Honeywell,  США),  ЭДТА  (Roth,  Германия),  0,9 % NaCl  («Несвижский  завод  медпре-
паратов», Беларусь), феррицианид калия (Chem, Франция); MitoSOX Red, Molecular Probes (Life 
technologies, США). Выделение  α-кт  из  яда  кобры Naja kaouthia  осу ще ствляли  способом,  при-
веденным в работе [14].

Среды и компоненты сред для культивирования: ДМЕМ D6546, антибиотики (пенициллин, 
стрептомицин, амфотерицин В), раствор Хэнкса, DMSO (Sigma); эмбриональная телячья сыво-DMSO (Sigma); эмбриональная телячья сыво- (Sigma); эмбриональная телячья сыво-
ротка (ЭТС) (HyClone, Thermo Scientific).

Методы. Для  опыта  клеточную  суспензию  в  среде  DMEM  c  добавлением  10 %-ной  ЭТС  
и антибиотиков (пенициллин, стрептомицин, амфотерицин В), согласно инструкциям произво-
дителя, вносили в чашки Петри  (100×20 мм, Corning), культивировали сутки при 37 °С и 5 % 
СО2. Затем среду в чашках заменяли, заливая половину чашек полной, половину – бессыворо-
точной средой, и культивировали в течение суток. После этого в чашки Петри вносили ФМА до 
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конечной концентрации 100 нМ или α-кт до конечной концентрации 1 нМ или оба препарата  
в указанных концентрациях. Через 22 ч получали образцы клеток для анализа. Количество проб 
в каждой серии – 5.

Концентрацию митохондриального супероксида оценивали с помощью красителя MitoSOX 
Red. Окрашенные согласно рекомендациям производителя клетки анализировали на проточном 
цитофлуориметре BD FACSCanto II (Becton Dickinson) с программным обеспечением Diva 7.0.

Определяли концентрацию и общее количество клеток в чашках Петри. Клетки отмывали от 
культуральной среды фосфатным буфером и лизировали с помощью специальной смеси, содер-
жащей 10 % 10-кратного концентрированного лизирующего буфера следующего состава: 20 мМ 
Трис-HCl, 150 мМ NaCl, 1 мМ Na2 ЭДТА; 1 мМ ЭГTA, 1 % Тритона, 2,5 мМ пирофосфата натрия, 
1 мМ β-глицерофосфата, 4 % ингибитора протеаз и 1 % фенилметилсульфонилфторида. В лиза-
тах клеток определяли активность каталазы – согласно методике [15], активность супероксид-
дисмутазы  (СОД)  –  согласно  методике  [16]  с  использованием  коммерческих  тест-систем  (УП 
«ХОП ИБОХ НАН Беларуси»), содержание малонового диальдегида (МДА) – с помощью метода 
[17], концентрацию восстановленного глутатиона – по методу [18]. Количество каждого из иссле-
дованных показателей приведено из расчета на одну клетку.

Обработку данных проводили стандартными статистическими методами с помощью пакетов 
программ Statistica  7 и Excel. Нормальность  распределения проверяли при помощи теста Ша-
пиро–Уилка. Данные представлены в  виде  средней величины и  стандартной ошибки средней. 
Достоверность  отличий  указана  согласно  критерию Манна–Уитни.  Различия  между  сериями 
считали достоверными при уровне значимости p < 0,05.

Результаты и их обсуждение. Повышение  уровня  АФК,  к  которым  относится  митохонд-
риальный супероксид, – один из основных признаков развития окислительного стресса. ФМА 
является  индуктором  стресса,  будучи  активатором  протеинкиназы  С  (РКС),  участвующей  
в ре гуляции окислительного стресса и апоптоза. ФМА способствует переходу ряда изоформ РКС 
из  цитоплазмы  в  мембраны  (в  частности,  в  митохондриальную  мембрану),  активации  РКС  
и усилению генерации АФК [19, 20].

В  наших  экспериментах  установлено,  что 
ФМА  способствовал  увеличению  уровня ми-
то  хондриального супероксида в клетках глио-
мы С6, культивируемых в среде, содержащей 
сыворотку. Блокатор н-АХР α-кт в 5 раз сни-
жал ФМА-индуцированное  повышение  уров-
ня  митохондриального  супероксида  (рис.  1). 
Эти данные свидетельствуют об участии нАХР 
в  развитии  ФМА-индуцированного  митохон-
дриального стресса. 

Механизмы действия нАХР на окисли тель-
но-восстановительный баланс клеток раскры-
ты  не  полностью.  Они  могут  быть  связаны  
с активацией киназ ERK1/2, JNK, p38, транс-ERK1/2, JNK, p38, транс-1/2, JNK, p38, транс-JNK, p38, транс-, p38, транс-p38, транс-38, транс-
крипционного фактора NF-κB и увеличением 
соотношения Bax/Bcl-2 [3, 21]. Возможно, при 
ФМА-инду ци рованном  стрессе  играет  роль 
влияние  нАХР  на  внутриклеточное  содержа-
ние кальция, так как для активации классиче-
ских изоформ РКС требуются не только ФМА 
или  другие  структурные  аналоги  диацилгли-
церола, но и ионы кальция [22]. Известно, что 
нАХР способны эффективно повышать цито-
плазматический  уровень Са2+,  будучи  прони-
цаемы для этих ионов, а также активируя дру-
гие типы кальциевых каналов [23]. 

Рис. 1. Влияние форболмиристатацетата (ФМА) и альфа-
кобротоксина (α-кт) (б/с – бессывороточная среда) на кон-
центрацию  митохондриального  супероксида  в  клет ках 
глиомы  С6  (по  интенсивности  флуоресценции MitoSOX 
Red). * – р < 0,05 при сравнении с контролем (серия 1), ** – 
р < 0,05 при сравнении с серией 2, *** – р < 0,05 при срав-< 0,05 при срав- 0,05 при срав-0,05 при срав-

нении с серией 5
Fig. 1. Influence of phorbol myristate acetate (ФMA) and al-ФMA) and al-MA) and al-
pha-cobratoxin (α-ct (б/с  – serum-free medium) on the con-α-ct (б/с  – serum-free medium) on the con--ct (б/с  – serum-free medium) on the con-б/с  – serum-free medium) on the con-/с  – serum-free medium) on the con-с  – serum-free medium) on the con-  – serum-free medium) on the con-
centration  of  mitochondrial  superoxide  in  C6  glioma  cells 
(based on MitoSOX Red fluorescence intensity). * – р < 0.05 
in comparison to the control (series 1), ** – р < 0.05 in com-
parison to series 2, *** – р < 0.05 in comparison to series 5
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Согласно нашим результатам, бессы воро-
точная  среда  явилась  стрессовым  фактором  
и  спо собствовала  повышению  уровня  мито-
хондриального супероксида, который возрастал 
в  еще боль шей  степени  при  совместном  дей-
ствии ФМА и α-кт. Можно сделать вывод о том, 
что  при  отсутствии  сыворотки  механизмы 
регуляции окислительного стресса отличают-
ся  от  таковых  в  нормальных  условиях  (при 
наличии компонентов сыворотки). Возможно, 
значительное  влия ние  оказывают  содер жа-
щиеся  в  сыворотке  антиоксиданты,  а  также 
ростовые  факторы,  уча ствующие  в  меха низ-
мах регуляции окислительного стресса [24–26].

Одним  из  ферментов,  противодей ствую-
щих развитию окислительного стресса, являет-
ся  СОД,  катализирующая  дисмутацию  супер-
оксид-аниона в перекись водорода и кислород. 
В  наших  экспериментах  под  влиянием  α-кт  
в среде, содержащей сыворотку, наблюдалась 
тенденция  к  по вышению  активности  СОД 
(рис. 2). 

В  бессывороточной  среде  под  действием 
α-кт  активность  этого  фермента  в  клетках 

двукратно возрастала, причем эффект не зависел от присутствия ФМА. Возможно, это следствие 
субстратной активации супероксидом, уровень которого был несколько повышен в бессыворо-
точной среде под влиянием α-кт (см. рис. 1). 

Как видно из представленных результатов, ингибирование нАХР при отсутствии ЭТС в сре-
де культивирования связано со значительным увеличением активности СОД. Это дает основа-
ние полагать, что функционирующие нАХР способствуют снижению активности фермента.

Еще одним антиоксидантным ферментом является каталаза, разлагающая перекись водорода на 
воду  и  молекулярный  кислород.  Нами  не  выявлено  статистически  значимого  влияния  ФМА  

и α-кт на активность каталазы в клетках, куль-
тивируемых  в  присутствии  ЭТС.  В  клет ках, 
культивируемых в бессывороточной сре де, актив-
ность каталазы имела тенденцию к сни жению, 
а  ФМА  и  α-кт  по  отдельности  (но  не  вместе) 
несколько повышали этот по казатель (рис. 3).

Глутатион – основной неферментативный 
антиоксидант клетки. С участием глутатиона 
восстанавливаются дисульфидные связи, обра-
зующиеся между остатками цистеина в белках 
при  окислении.  При  этом  глутатион  окис-
ляется  и  превращается  в  дисульфид  глута-
тиона. Уровень восстановленного глутатиона 
восполняется с участием фермента глутатион-
редуктазы с потреблением НАДФН. Окислен-
ный коэнзим НАДФ+ вновь восстанавливается 
посредством нескольких энзимов, включая фер-
менты  пентозофосфатного  пути,  глюкозо-6-
фосфатдегидрогеназу,  6-фосфоглюконатде гид-
рогеназу,  оксалоацетат-де кар боксилирующую 
малатдегидрогеназу, НАДФ+-изоционат-де-
гидро геназу [27].

Рис. 2. Влияние форболмиристатацетата  (ФМА) и альфа-
кобро ток сина (α-кт) (б/с – бессывороточная среда) на актив-
ность супероксид дисмутазы (СОД) в клетках глиомы С6.  
*  –  р < 0,05  при  сравнении  с  контролем  (серия  1),  **  – 

р < 0,05 при сравнении с серией 5
Fig. 2.  Influence of phorbol myristate acetate  (ФМА) and al-ФМА) and al-) and al-
pha-cobratoxin (α- ct (б/с – serum-free medium) on the activi-α- ct (б/с – serum-free medium) on the activi-- ct (б/с – serum-free medium) on the activi-б/с – serum-free medium) on the activi-/с – serum-free medium) on the activi-с – serum-free medium) on the activi- – serum-free medium) on the activi-
ty  of  superoxide  dismutase  (SOD)  in  C6  glioma  cells.  *  – 
р < 0.05 in comparison to the control (series 1), ** – р < 0.05 in 

comparison to series 5

Рис. 3. Влияние форболмиристатацетата  (ФМА) и альфа-
кобротоксина (α-кт) (б/с – бессывороточная среда) на актив-
ность каталазы в клетках глиомы С6. ** – р < 0,05 при срав-< 0,05 при срав- 0,05 при срав-0,05 при срав-

нении с серией 5

Fig. 3.  Influence of phorbol myristate acetate  (ФМА) and al-ФМА) and al-)  and al-
pha-cobratoxin  (α-ct    (б/с  –  serum-free medium)  on  catalase 
activity  in C6 glioma cells.  **  – р < 0.05  in comparison  to 

series 5
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Нами  обнаружено,  что  в  среде,  содержащей ЭТС,  α-кт  в  5  раз  снижал  концентрацию  вос-
становленного глутатиона в клетках (рис. 4), а в бессывороточной среде его концентрация была 
еще ниже. Вероятно, активность работы системы восстановления глутатиона зависит от наличия 
факторов сыворотки и функционирования нАХР. В бессывороточной среде α-кт способствовал 
росту  уровня  восстановленного  глутатиона.  Таким  образом,  наблюдалось  разнонаправленное 
влияние нАХР на регулирование системы глутатиона в клетках, культивируемых при наличии 
или отсутствии сыворотки в среде.

МДА является маркером перекисного окисления липидов и одним из классических показате-
лей повреждающего действия окислительного стресса на клеточные структуры. 

Нами установлено, что ФМА не оказывал влияния на уровень МДА, а α-кт способствовал 
снижению его содержания в клетках, культивируемых в среде с ЭТС (рис. 5). 

В  клетках,  культивируемых  в  бессывороточной  среде,  количество МДА возрастало. ФМА  
и α-кт уменьшали концентрацию МДА, особенно в присутствии обоих препаратов. 

Возможно, это зависит, по крайней мере частично, от активности СОД, которая имеет тен-
денцию к повышению под действием α-кт при культивировании клеток в среде, содержащей сы-
воротку, или статистически достоверно повышается в бессывороточной среде (см. рис. 2). СОД 
проявляет защитное антиоксидантное действие, и, согласно имеющимся в литературе данным, 
активность этого фермента в клетках при индукции окислительного стресса обратно коррелиру-
ет с уровнем МДА [28].

В целом полученные нами результаты демонстрируют, что в среде, содержащей ЭТС, инги-
бирование  нАХР  препятствует  ФМА-индуцированному  повышению  митохондриального  су- 
пероксида  и  приводит  к  значительному  снижению  уровня  восстановленного  глутатиона.  Это 
свидетельствует  о  вовлеченности  нАХР  в  образование  митохондриального  супероксида  при 
ФМА-индуцированном стрессе и в поддержание уровня восстановленного глутатиона.

В  бессывороточной  среде  ингибирование  нАХР  приводит  к  повышению  активности  СОД  
и каталазы, а также к росту уровня восстановленного глутатиона. Это позволяет заключить, что 
в отсутствие факторов сыворотки функциональная активность нАХР подавляет работу антиок-
сидантных ферментов СОД и каталазы, а также системы восстановления глутатиона.

Рис. 4. Влияние форболмиристатацетата (ФМА) и альфа-
кобротоксина (α-кт) (б/с – бессывороточная среда) на уро-
вень восстановленного глутатиона в клетках глиомы С6.  
* – р < 0,05 при сравнении с серией 1; ** – р < 0,05 при срав-< 0,05 при срав- 0,05 при срав-0,05 при срав-

нении  с серией 5
Fig. 4. Influence of phorbol myristate acetate (ФМА) and al-ФМА) and al-) and al-
pha-cobratoxin (α-ct  (б/с – serum-free medium) on  the  level 
of  reduced  glutathione  in  C6  glioma  cells.  *  –  р  <  0.05  in 
comparison to the control (series 1), ** – р < 0.05 in comparison 

to series 5

Рис. 5. Влияние форболмиристатацетата (ФМА) и альфа-
кобротоксина  (α-кт)  (б/с  –  бессывороточная  среда)  на 
уровень малонового  диальдегида  в  клетках  глиомы С6.  
*  – р < 0,05 при  сравнении  с  серией 1;  **  – р < 0,05 при 

сравнении с серией 5
Fig. 5. Influence of phorbol myristate acetate (ФМА) and al-ФМА) and al-) and al-
pha-cobratoxin (α- ct (б/с – serum-free medium) on the level 
of  malonic  dialdehyde  in  C6  glioma  cells.  *  –  р  <  0.05  in 
comparison  to  the  control  (series  1),  **  –  р  <  0.05  in  com-

parison to series 5
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Заключение. Установлено, что вовлеченность нАХР в регуляцию окислительно-восстанови-
тельного баланса клеток глиомы С6 проявляется в их влиянии на генерацию митохондриально-
го  супероксида,  активность  антиоксидантых  систем  и  уровень  окислительного  повреждения 
клеточных структур. Роль нАХР определяется наличием сывороточных факторов и условиями 
культивирования. В бессывороточной  среде ингибитор нАХР альфа-кобратоксин противодей-
ствует окислительному стрессу, увеличивая активность супероксиддисмутазы и каталазы, уро-
вень восстановленного глутатиона и уменьшая концентрацию малонового диальдегида. 
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