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Введение. В настоящее время, в хирургической практике при проведении операций по 

резекции органов используется искусственное снижение кровенаполнения тканей за счет 

нарушения кровотока по артериям (тепловая ишемия) для снижения кровопотерь и улучшения 

визуализации поврежденных участков [1]. Последствием такого воздействия является 

гипоксия - патологическое состояние, характеризующееся недостаточностью клеточного 

дыхания и, как следствие, нарушением синтеза АТФ [2]. Это сильно ограничивает время, в 

течение которого хирург может проводить операцию с применением тепловой ишемии [1]. В 

таком случае могут использоваться соединения из группы антигипоксантов, которые 

позволяют увеличить время операции. Причем механизмы защиты данных соединений могут 

различаться, а для некоторых препаратов они остаются предметом исследований. Помимо 

этого малоизученным вопросом являются изменения, происходящие при последующей 

реоксигенации [3]. Это и делает актуальным создание модельных условий гипоксии для 

скрининговых исследований антигипоксантов на клеточных культурах.  

Существующие методы создания гипоксических условий либо требуют специального 

оборудования [4, 5], либо моделируют уже последствия гипоксии, т.е. ингибируют процессы 

с участием кислорода [6-8]. С другой стороны, в литературе описаны способы удаления 

кислорода из среды с помощью химических соединений [4, 5], в частности дитионита натрия, 

что, по нашему мнению, обладает рядом преимуществ (прямое моделирование недостатка 

кислорода, относительная простота и дешевизна). Однако, это соединение недостаточно 

изучено и, ввиду высокой реакционной способности, требует исследования с точки зрения как 

воздействия на клеточную культуру, так и методологии применения при длительных 

экспериментах. Немаловажным аспектом рассматриваемой задачи является выбор метода 

оценки происходящих в клетке изменений, обусловленных именно гипоксией, а не следующей 

за ней реоксигенацией. Так, используемое сегодня определение HIF-1α в скрининговых 

исследованиях использовать сложно, поэтому альтернативой может выступать определение 

некроза или апоптоза, которые развиваются вследствие влияния гипоксических условий на 

клетки [9].  

Основная часть. Для моделирования гипоксических условий на клеточной культуре нами 

был выбран химический метод с использованием дитионита натрия с концентрацией 5 мМ [5]. 

Полярографические исследования с использованием датчика Кларка позволили определить, 

что 5 мМ раствор дитионита натрия при высоте столба жидкости 9 и 4,5 мм поддерживает 

концентрацию кислорода на уровне менее 1% от максимальной растворимости в течение 116 

и 52 минут соответственно. Для проведения более длительных экспериментов решением могут 

выступать две стратегии - регулярная замена раствора дитионита или единоразовое 

связывание кислорода с механическим исключением поступления его в среду инкубирования. 

В дальнейших наших исследованиях мы использовали вторую стратегию.  

С целью поиска метода оценки изменения состояния клеточной культуры в условиях гипоксии 

использовали двойное окрашивание с помощью Hoechst 33342 и йодида пропидия для 

определения общего количества и числа некротических клеток соответственно. В 

контрольном и экспериментальном образцах (инкубирование в условиях гипоксии в течение 

3 часов) процент некротических клеток от общего количества составлял менее 0,1 %. Таким 



образом, контроль данного параметра не может выступать в качестве объективного критерия 

оценки различий состояния культуры для задач нашего исследования. Вероятно, развитие 

экспериментально определяемых признаков некроза требует большего времени, чем 

собственно выдерживание клеток в условиях гипоксии. Однако при этом могут накладываться 

и последствия реоксигенации, что не позволит нам выявить результат собственно удаления 

кислорода из среды. Вторым методом оценки влияния гипоксии на клеточную культуру было 

выбрано определение доли апоптотических клеток. Одним из достаточно широко 

применяемых и доступных подходов является выявление фрагментации ядер и конденсации 

хроматина с использованием Hoechst 33342 [10]. Проведенное исследование влияния 

гипоксических условий на развитие апоптоза показало, что контрольная культура, которая 

была выдержана в течение 3 часов в сбалансированном солевом растворе Хэнкса со 

свободным поступлением кислорода, содержала около 10% апоптотических клеток, в то время 

как культура с добавлением дитионита натрия (5 мМ) и ограничением контакта с воздухом - 

85 %.  

Выводы. Таким образом можно сделать вывод о том, что метод моделирования 

гипоксических условий с использованием 5 мМ раствора дитионита натрия и ограничением 

контакта культуры с воздухом с последующей детекцией апоптоза с помощью зонда  Hoechst 

33342 можно использовать для скрининговых исследований антигипоксантов при клеточных 

исследованиях. 
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