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Введение

В будущем потребность в радиопро-
текторах возрастет в связи с освоением 
космоса, развитием ядерной энергетики и 
возможной войны с применением ядерного 
оружия и так называемых «грязных бомб». 
На сегодняшний день получены тысячи ра-
диозащитных препаратов [1-3] и ведутся 
разработки новых, которые получают пу-
тем совершенствования структуры старых 
препаратов, а также поиском новых ве-
ществ, обладающих радиозащитным дей-
ствием [4, 5].

Радиопротекторы относятся к разно-
образным классам химических соединений. 
Известно, что механизмами действия хими-
ческих модификаторов является изменение 
первичных радиационно-химических ре-
акций, свободных радикалов и других про-

дуктов радиолиза, влияние на процессы ре-
парации, на сублетальные и потенциально 
летальные повреждения клеток [6-9]. Ра-
диозащитный эффект серосодержащих ра-
диопротекторов, к которым принадлежит 
2-меркаптобензтиазол (Мебентол) [10, 11], 
реализуется на клеточном уровне в резуль-
тате быстрого освобождения в физиологи-
ческих условиях сульфгидрильной группы. 
Как мощный восстановитель, такой радио-
протектор может «перехватывать» и обез-
вреживать свободные перекисные радика-
лы, возникающие при облучении в присут-
ствии кислорода; нормализовать возбужде-
ние молекул биосубстратов, предупреждая 
необратимые изменения, а также влиять на 
взаимодействие субстратов друг с другом, 
образуя комплексы с ионами двухвалент-
ных металлов, которые являются катализа-

РАДИОМОДИФИЦИРУЮщЕЕ ВЛИЯНИЕ 
2-МЕРКАПТОБЕНЗТИАЗОЛА НА КЛЕТКИ in vitRo

1ГУ «Национальный научный центр радиационной 
медицины НАМН Украины», г. Киев, Украина

Проведено экспериментальное  исследование радиопротекторных свойств 2-меркап-
тобензтиазола в тест-системе культуры пролиферирующих клеток. При инкубации пере-
виваемых клеток линии L929 с 2-меркаптобензтиазолом в диапазоне концентраций 0,03-
3,00 мкг/мл не было выявлено статистически достоверного изменения (р≤0,05) плотности 
клеточной популяции в монослойных культурах. В то же время наблюдали для всех при-
мененных концентраций реагента стимуляцию митотической активности на терминаль-
ной (5-е сутки) стадии культивирования. Облучение клеток гамма-квантами 60Со в до-
зах 1, 5 и 10 Гр привело к дозозависимым морфофункциональным изменениям в культу-
ре клеток. Облучение клеток в присутствии 2-меркаптобензтиазола существенно умень-
шило негативное влияние радиации на показатели жизнеспособности клеток в культуре.

Количественная оценка радиомодифицирующих свойств 2-меркаптобензтиазола в 
тест-системе культуры клеток линии L929 показала, что самые высокие показатели коэф-
фициента защиты (0, 31-0,36) реагент показал при концентрации 3 мкг/мл при облучении 
в дозе 1 Гр. В то же время фактор уменьшения дозы, рассчитанный по ЛД50, при концен-
трации 0,03 и 0,30 мкг/мл имел значение 1,5 и 1,8 соответственно, а при концентрации 
3,00 мкг/мл ФУД был максимальный – 4. По совокупности данных литературы и резуль-
татов собственных исследований можно считать 2-меркаптобензтиазол реагентом с ради-
опротекторными свойствами для пролиферирующих клеток in vitro.

Ключевые слова: культура клеток, ионизирующее излучение, радиопротекторы, ми-
тоз, пролиферация, апоптоз
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торами окислительных процессов; созда-
вать смешанные дисульфы с белками. При 
этом лучевая энергия расходуется на раз-
рыв дисульфидной связи. Кроме этих на-
чальных реакций большую роль играют из-
менения, которые происходят в более позд-
ние периоды. Согласно существующим те-
ориям о механизмах радиопротекторного 
действия [12], эти изменения развиваются 
вследствие взаимодействия радиопротек-
тора с белками, нуклеопротеидами, спец-
ифическими рецепторами и другими жиз-
ненно необходимыми субстратами клеток. 
В результате наблюдаются сдвиги в клеточ-
ном метаболизме (угнетение биосинтеза и 
стабилизации ДНК, снижение активности 
ядерного и митохондриального фосфорили-
рования, митоза и т.д.). Однако эти измене-
ния носят обратимый характер, а в послелу-
чевом периоде восстанавливаются с повы-
шенной интенсивностью. Все это обеспе-
чивает высокую радиорезистентность тка-
ней в период облучения и быструю регене-
рацию радиочувствительных тканей после 
облучения. Эффективность действия ради-
озащитных веществ оценивается по многим 
показателям. Стоит отметить, что жесткие 
требования к радиопротекторам касаются 
ионизирующего излучения в высоких до-
зах, острого облучения и 30-суточного пе-
риода наблюдения для организмов. Для ко-
личественной характеристики действия мо-
дификаторов, как правило, используют фак-
тор уменьшения дозы (ФУД) и коэффици-
ент защиты (Кз). Для определения указан-
ных показателей используют ЛД50, ЛД37 и 
ЛД0, количество одно- и двухнитевых раз-
рывов ДНК, мутаций, хромосомных абер-
раций, опухолей, изменения радиочувстви-
тельности ферментов, мембранных процес-
сов, поведенческие реакции, количество и 
характер эмбриональных нарушений и т.д. 
Таким образом, модификаторы влияют на 
разных уровнях биологической организа-
ции – от молекулярного до организменного.

Цель работы состояла в исследовании 
радиомодифицирующего влияния 2-мер-
каптобензтиазола в тест-системе культуры 
пролиферирующих клеток.

Материал и методы исследования

Морфофункциональные изменения 
в клетках исследовали с использованием 
тест-системы культуры клеток линии L929 
(другое название NCTC-clone 929, Clone 
of strain L), которая была выделена   в 1948 
году из штамма L, который в свою очередь 
является одним из первых штаммов под-
держиваемой культуры и наиболее иссле-
дуемым штаммом [13]. Клетки L929 были 
выбраны для исследования из-за своей 
способности к перманентному делению, с 
целью создания модели пролиферативной 
ткани in vitro. Культивирование осущест-
вляли в полной питательной среде RPMI-
1640, содержащей 4 моль/л L-глютамина, 
10% эмбриональной сыворотки теленка и 
40 мкг/мл гентамицина. Клетки выращи-
вали при постоянной температуре 37°С на 
покровных стеклах размерами (16×8) мм, 
которые находились на дне стеклянных 
флакончиков, до конфлуентного состояния 
монослоя.

Облучение клеток проводили на аппа-
рате «Тератрон» (Канада) (источник - 60Co 
1,2 МэВ, мощность экспозиционной дозы 
4,3·10-4 Кл/(кг·с), расстояние до объекта 80 
см) в дозах 1,0; 5,0 и 10,0 Гр через 24 часа 
после посадки. 2-меркаптобензтиазол (2-
МБТ) добавляли за 1 час до облучения в 
концентрациях 3,0; 0,3 и 0,03 мкг/мл и куль-
тивировали в течение 1-5 суток. Контролем 
служили культуры клеток без реагента.

Клеточные ответы оценивали в раз-
ные сроки культивирования клеток по об-
щепринятым морфофункциональными по-
казателями жизнеспособности: пролифе-
ративная, митотическая активность и ко-
личество атипичных многоядерных кле-
ток. Для этого под оптическим микроско-
пом «Axioscop» (West Germany) при увели-
чении в 400 и 1000 раз в пределах сетки ме-
тодом случайных полей по С.Б. Стефано-
ву подсчитывали общее количество клеток 
(плотность клеточной популяции), количе-
ство митозов и количество гигантских мно-
гоядерных (2 и больше ядер) клеток. Мито-
тический индекс и индекс поликариоцитив 
рассчитывали на 1000 клеток (‰). Фото по-
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лучены с помощью цифровой камеры DIG-
ITAL CАMERA for Microscope ScienceLab 
DCM320 (USB 2.0), Resolution 3.5 Mpixels.

В тех же культурах клеток, в которых 
исследовали морфофункциональные изме-
нения, определяли количество клеток на 
стадии апоптоза [14]. Анализировали клет-
ки на проточном цитофлюориметре FACStar 
Plus фирмы «Becton Dickinson» (США). 
Апоптоз фиксировали по гиподиплоидному 
ДНК-пику, который четко отделялся от нор-
мального (диплоидного) ДНК-пика. Оцени-
вали красную флуоресценцию (канал FL-2) 
пропидиум йодида с длиной волны 595 нм 
не менее, чем для 10000 клеток. 

Оценку эффективности радиопротек-
торных свойств 2-МБТ проводили по фак-
тору уменьшения дозы (ФУД): 
ФУД = ЛД50 (2-МБТ) / ЛД50 (контроль),  (1)

где ЛД50 (2-МБТ) – доза радиации, при 
которой выживает 50% клеток с радиопро-
тектором; ЛД50 (контроль) – доза радиа-
ции, при которой выживает 50% клеток без 
него, контроль. Количественной мерой эф-
фективности действия радиопротектора 
является коэффициент защиты (Кз), кото-
рый рассчитывается как отношение разно-
сти показателей повреждения системы без 
защитного фактора (Е-) и с ним (Е+) к зна-
чению эффекта без защиты по формуле:

Кз = (Е- - Е+)/Е-,              (5)
где Е- – выживаемость клеток без ра-

диопротектора, контроль; Е+ – с радиопро-
тектором.

Статистический анализ вероятности 
полученных данных проводили с помо-
щью t-критерия Стьюдента [15], исполь-
зуя компьютерные программы Microsoft 
Excel и Biostat с предварительной провер-
кой гипотезы о нормальном законе распре-
деления случайной величины по критерию 
Колмогорова-Смирнова.

Результаты исследования

Предварительно проведенные иссле-
дования показали, что в ана-телофазном 
тесте в клетках корневой меристемы про-
ростков семян Allium cepa L. 2-меркапто-
бензтиазол не показал мутагенных, митоз-

модифицирующих или токсических эф-
фектов в физиологических для этих клеток 
концентрациях. Избыточное количество 
реагента приводило к уменьшению мито-
тической активности клеток меристемы, 
что может указывать на возможный меха-
низм протекторного действия.

Результаты экспериментальных иссле-
дований в тест-системе культуры перевива-
емых клеток линии L929 представлены на ри-
сунках 1-3. При инкубации клеток с 2-МБТ 
в различных концентрациях не было обна-
ружено статистически достоверного изме-
нения (р≤0,05) плотности клеточной попу-
ляции в монослойных культурах (рисунок 
1), а только тенденцию к изменению при 
увеличении содержания реагента. Вместе 
с тем следует отметить для всех применен-
ных концентраций 2-МТБ стимуляцию ми-
тотической активности на терминальной (5 
сутки) стадии культивирования (рисунок 2). 
Если проанализировать количество апопто-
тических клеток в тест-системе (рисунок 4), 
то заметно статистически достоверное уве-
личение их количества при повышении кон-
центрации реагента. Этим можно объяс-
нить постоянное количество клеток в куль-
туре при существенном повышении мито-
тической активности. На данный момент 

# – статистически значимая разница по сравнению 
с интактными клетками (р≤0,05); 

* – статистически значимая разница по сравнению 
с облучением (р≤0,05)

Рисунок 1 – Фракция клеток, выживших 
на 5-е сутки в монослойных культурах 
клеток L929 при инкубации с 2-МБТ в 

разных концентрациях и после облучения 
гамма-квантами 60Со в разных дозах 

#
* *

#
* *

#
**

*
*
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следует обратить внимание на тенденцию к 
уменьшению (по сравнению с интактными 
культурами клеток) количества поликарио-
цитив при условии присутствия в питатель-
ной среде 2-МБТ (рисунок 3).

После облучения клеток гамма-
квантами 60Со в дозах 1, 5 и 10 Гр наблю-
дали дозозависимое уменьшение показате-
лей жизнеспособности, а именно (см. ри-
сунок 1): плотность клеточной популяции 
уменьшилась в 1,4-4 раза (в соответствии 
с увеличением дозы радиации), а митоти-

ческий индекс – от 3 до 32 раз (см. рису-
нок 2). В то же время количество атипич-
ных поликариоцитов повысилось в 1,4-4 
раза (см. рисунок 3) и количество апопто-
тических клеток с увеличением дозы облу-
чения выросло в 2-3 раза по сравнению с 
интактными культурами клеток.

Следует заметить, что в присутствии 
2-МБТ в облученных культурах клеток на-
блюдали значительно меньшее количество 
поликариоцитив по сравнению с облучени-
ем (рисунок 3), что может указывать на ге-
нопротекторные свойства реагента. По ли-
тературным данным [16] атипичные мно-
гоядерные клетки в культуре клеток линии 
L929 считаются маркерами репродуктивной 
гибели клеток.

Определение уровня апоптоза в куль-
туре облученных клеток в присутствии 
2-МБТ (см. рисунок 5) показало статисти-
чески достоверное увеличение количества 
апоптотических клеток только после облу-
чения в дозах 1 и 5 Гр (р≤0,05). После об-
лучения клеток в дозе 10 Гр в присутствии 
2-МБТ статистически достоверных изме-
нений апоптоза не наблюдали по сравне-
нию только с облучением. Общеизвестно, 
что первостепенное значение при апоптозе 
при действии различных агентов приобре-
тает селективное удаление тех клеток, вы-

# – статистически значимая разница по сравнению 
с интактными клетками (р≤0,05); 

* – статистически значимая разница по сравнению 
с облучением (р≤0,05)

Рисунок 2 – Радиомодифицирующее 
влияние 2-МБТ в различных 

концентрациях на митотическую 
активность клеток линии L929

# – статистически значимая разница по сравнению 
с интактными клетками (р≤0,05); 

* – статистически значимая разница по сравнению 
с облучением (р≤0,05)

Рисунок 3 – Дозовая зависимость 
индукции гигантских многоядерных 
клеток в культуре клеток линии L929 
при инкубации с 2-МБТ в разных 

концентрациях и облучении гамма-
квантами 60Со в разных дозах

# – статистически значимая разница по сравнению 
с интактными клетками (р≤0,05); 

* – статистически значимая разница по сравнению 
с облучением (р≤0,05)

Рисунок 4 – Дозовая зависимость 
количества апоптичних клеток в 
культуре клеток линии L929 при 
инкубации с 2-МБТ в разных 

концентрациях и гамма-облучении 
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живание которых угрожающе для целост-
ного организма.

Согласно способам оценки эффектив-
ности радиопротекторов по проценту по-
гибших клеток, был рассчитан коэффици-
ент защиты (Кз) в зависимости от концен-
трации 2-МБТ (рисунок 5). Наиболее высо-
кие значения Кз (0,31-0,36) наблюдали по-
сле облучения клеток в дозе 1 Гр и при наи-
высшей концентрации реагента – 3 мкг/мл. 
Эффективность защиты клеток при наи-
более низкой концентрации 2-МБТ – 0,03 
мкг/мл уменьшалась с увеличением дозы 
облучения. Аналогичную тенденцию, но 
менее выраженную, наблюдали и для кон-
центрации 0,3 мкг/мл.

По выживаемости клеток в монослой-
ных культурах (рисунок 6) был рассчитан 
фактор уменьшения дозы (ФУД) при различ-
ных концентрациях реагента. Расчеты пока-
зали, что при концентрациях 2-МБТ 0,03 и 
0,30 мкг/мл ФУД по ЛД50 имел значение 1,5 и 
1,8 соответственно, а при концентрации 3,00 
мкг/мл ФУД был максимальный – 4. То есть, 
инкубация клеток с 2-МБТ в концентрации 
3,00 мкг/мл в 4 раза уменьшает повреждаю-
щий эффект облучения в дозе 10 Гр. 

Таким образом, по комплексу мор-
фофункциональных показателей в тест-
системе культуры пролиферирующих кле-
ток линии L929 2-меркаптобензтиазол (Ме-
бентол) в физиологических для этих кле-
ток концентрациях не имеет мутагенных 
или токсичных свойств и повышает жиз-

неспособность клеток, облученных в сред-
не- и сублетальных дозах: увеличивает их 
выживаемость и митотическую активность 
в монослойных культурах по сравнению 
только с облучением. Уменьшение количе-
ства атипичных многоядерных клеток при 
этих условиях может свидетельствовать о 
его генопротекторных свойствах.

Что касается вероятных механизмов 
радиопротекторного действия 2-меркапто-
бензтиазол на клеточном уровне, то, при-
нимая во внимание литературные данные 
[1, 2, 11, 12] и результаты собственных ис-
следований, именно разрыв дисульфидной 
связи в молекуле реагента с последующим 
обезвреживанием свободных перекисных 
радикалов, которые образуются при воз-
действии радиации, что в дальнейшем при-
водит к сдвигам в метаболизме облучен-
ных клеток (угнетении биосинтеза и ста-
билизации ДНК, снижении митотической 
активности, активации репаративных про-
цессов), способствует их восстановлению 
после облучения и репопуляции.

Выводы:

1. Установлено, что 2-меркаптобензтиа-
зол в физиологических для клеток кон-
центрациях (3,00-0,003 мкг/мл) не из-
меняет плотности клеточной популя-
ции в монослойных культурах клеток, 
но повышает митотическую актив-
ность в терминальный период культи-
вирования (5-6 суток). Увеличение ко-

Рисунок 5 – Зависимость коэффициента 
защиты при действии различных 

концентраций 2-МБТ на облученные в 
разных дозах клетки линии L929. По оси 

ординат Кз - коэффициент защиты

Рисунок 6 – Дозовая зависимость 
количества клеток, выживших в условиях 

инкубации с 2-меркаптобензтиазолом 
в различных концентрациях
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личества апоптотических клеток в этот 
период объясняет постоянное количе-
ство клеток в культуре.

2. После облучения клеток в дозах 1, 5 и 
10 Гр наблюдали дозозависимое умень-
шение их пролиферативной и мито-
тической активности и существенный 
рост в культуре клеток (в 4 раза) коли-
чества поликариоцитов, которых счи-
тают маркерами репродуктивной гибе-
ли. Увеличение уровня апоптоза в об-
лученных культурах пролиферирую-
щих клеток свидетельствует о радио-
генном характере их гибели.

3. Показано, что инкубация клеток до и 
во время облучения с 2-меркаптобенз-
тиазолом уменьшает радиоиндуциро-
ванные повреждения клеток: повышает 
пролиферацию и митотическую актив-
ность по сравнению с действием только 
радиации. Уменьшение количества по-
ликариоцитов в культуре клеток указы-
вает на генопротекторные свойства реа-
гента. В то же время повышенный уро-
вень апоптоза при этих условиях свиде-
тельствует об элиминации поврежден-
ных радиацией клеток из культуры.

4. Количественная оценка радиопротек-
торных свойств 2-меркаптобензтиа-
зола в тест-системе культуры клеток 
линии L929 показала, что самые вы-
сокие показатели коэффициента за-
щиты (0,31-0,36) реагент показал при 
концентрации 3 мкг/мл при облуче-
нии в дозе 1 Гр. В то же время фактор 
уменьшения дозы, рассчитанный по 
ЛД50, при концентрациях 2-МБТ 0,03 и 
0,30 мкг/мл имел значение 1,5 и 1,8 со-
ответственно, а при концентрации 3,00 
мкг/ мл ФВД был максимальный – 4.

5. По совокупности данных литературы 
и результатов собственных исследова-
ний можно считать 2-меркаптобензти-
азол реагентом с радиопротекторными 
свойствами для клеток in vitro.
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K. M. Lytvynchuk  

RADIOMODIFYING INFLUENCE 
2-MERKAPTOBENZOTIAZOLE ON CELLS in vitRo

An experimental study of 2-mercaptobenzothiazole neuroprotective properties  in the test 
system culture of proliferating cells took place. Incubation of inoculated cell line L929 with 
2-mercaptobenzothiazole in the concentration range of 0,03-3,00 mcg/m showed no statisti-
cally significant change (p ≤ 0.05) in cell population density in monolayer cultures. At the same 
time we observed (for all the applied concentrations of reactant) stimulation of mitotic activity 
on the terminal (day 5) stage of cultivation. Irradiation of cells by 60Co gamma rays at doses of 
1, 5 and 10 Gy led to a dose-dependent morphological changes in a cell culture. Irradiation of 
cells at the presence of 2-mercaptobenzothiazole showed significant reduce of negative impact 
of radiation on the indicators of cell viability in culture.

Quantifying evaluation of radiomodifying action of 2-mercaptobenzothiazole in a test cell 
culture system (line L929) showed that the highest protection factor (0, 31-0,36) reagent showed 
at a concentration of 3 mcg/ml at a radiation dose of 1 Gy. At the same time the dose reduction 
factor (calculated according to the LD50) under the concentration of 0.03 and 0.30 mcg/ml had 
a value of 1.5 and 1.8 respectively and at a concentration of 3.00 mcg/ml was the maximum  - 
4. From the combination of literature data and results of our research 2-mercaptobenzothiazole 
can be considered as reagent with radioprotective properties for proliferating cells in vitro.
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