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Сердечно-сосудистые заболевания представляют собой одну из самых сложных проблем в кли-
нической практике. Астаксантин  (АСТ)  – это кето-каротиноид (ксантофилл) преимущественно 
морского происхождения, который способен проникать через клеточную мембрану, локализу-
ясь в митохондриях, и предотвращать митохондриальную дисфункцию. В  настоящем иссле-
довании изучено влияние астаксантина на гибель кардиомиоцитов линии  H9c2, вызванную 
цитотоксическим действием пероксида водорода (Н2О2) и доксорубицина. С  использованием 
методов спектрофотометрии, спектрофлуометрии, вестерн-блоттинга показано, что обработка 
клеток АСТ способствовала повышению числа устойчивых к действию Н2О2 и доксорубицина 
клеток H9c2 на фоне сохранения величины их трансмембранного потенциала митохондрий, 
снижения внутриклеточной продукции активных форм кислорода и увеличения внутриклеточ-
ного содержания маркеров митофагии PINK1, Parkin и прохибитина  2. Полученные результаты 
позволяют предположить, что использование AСТ может быть высокоэффективным способом 
для профилактики и лечения сердечно-сосудистых заболеваний.
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Принятые сокращения: АСТ  – астаксантин; АФК  – 
активные формы кислорода; Докс  – доксорубицин; 
PHB2 – прохибитин 2; PINK1 – PTEN-индуцированная 
предполагаемая киназа  1; ΔΨм  – трансмембранный 
потенциал митохондрий.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Нарушение функций митохондрий может 
быть причиной возникновения различных забо-
леваний, в том числе сердечно-сосудистых  [1]. 
Митохондриальная дисфункция может провоци-
ровать развитие заболеваний, связанных с окис-
лительным стрессом  [2,  3]. Важной предпосыл-
кой нормальной клеточной функции является 
поддержание структурной и функциональной 
целостности митохондрий, поскольку именно 
митохондрии играют ключевую роль в энергети-
ческом обмене, а также в поддержании окисли-
тельно-восстановительного состояния клеток и 

регуляции апоптоза. Известно, что митохондрии 
являются основным источником активных форм 
кислорода (АФК), митохондриальная дисфункция 
приводит к окислительному стрессу  [4]. Функ-
ционирование сердечной мышцы регулируется 
различными механизмами антиоксидантной за-
щиты, однако при заболеваниях сердца анти-
оксидантная защита нарушается, а увеличение 
продукции АФК приводит к ее снижению  [5,  6].

Процесс удаления (элиминация/деградация) 
митохондрий посредством селективной аутофа-
гии, известной как митофагия, имеет решающее 
значение для поддержания правильной мета-
болической функции и контроля как на мито-
хондриальном, так и на клеточном уровнях  [7]. 
Существует путь PINK1/Parkin, который счита-
ется важной системой контроля качества, участ-
вующей в избирательном удалении поврежден-
ных митохондрий  [8]. Parkin представляет собой 
цитозольную убиквитинлигазу  E3, а PTEN-инду-
цированная предполагаемая киназа  1  (PINK1) 
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представляет собой киназу внешней мембраны 
митохондрий. Накопление PINK1 в поврежден
ных митохондриях может дать сигнал Parkin 
для избирательной деградации митохондрий  [9]. 
Кроме того, у млекопитающих было охаракте-
ризовано несколько рецепторов митофагии, та-
ких как FUNDC1  [10], NIX, взаимодействующий с 
Bcl-2/аденовирусом  E1B  (BNIP3, 19  кДа) во внеш-
ней митохондриальной мембране  [11], прохиби-
тин  2  (PHB2) во внутренней митохондриальной 
мембране  [12] и другие.

Чтобы повысить защитную реакцию орга-
низма на окислительный стресс, необходимо 
применение препаратов, направленных на сни-
жение митохондриальной дисфункции. Среди 
таких препаратов следует отметить астаксантин 
(3,3′-dihydroxy-β,β′-carotene-4,4′-dione, АСТ)  – каро-
тиноид ксантофилл, который считается мощным 
антиоксидантом, а благодаря своим противовоспа-
лительным свойствам он может использоваться в 
качестве терапевтического средства при сердечно-
сосудистых заболеваниях [13]. Song et al. [14] пока-
зали, что в результате изменения проницаемости 
митохондриальных мембран АСТ ингибировал 
высвобождение цитохрома  с и, таким образом, 
предотвращал опосредованную митохондриями 
апоптотическую гибель клеток. На  модели фиб-
роза легких было обнаружено, что АСТ ингибиро-
вал H2O2- и блеомицин-индуцированный апоптоз 
альвеолярных эпителиальных клеток. Обработка 
АСТ защищала митохондриальные мембраны от 
структурных нарушений, вызванных H2O2 или 
блеомицином, при этом мембранный потенциал 
митохондрий  (ΔΨм) повышался  [14]. Сотрудники 
других лабораторий показали, что АСТ ингиби-
ровал выход цитохрома  с и апоптоз в клетках 
кардиомиоцитов линии Н9с2  [15] и SH-SY5Y  [16] 
за счет снижения уровня АФК и последующего об-
разования продуктов окисления белков, а также 
за счет восстановления  ΔΨм. Ранее мы изучили 
влияние хронического введения АСТ крысам в 
течение 14  дней перорально и показали, что АСТ 
улучшал параметры, характеризующие функ-
циональное состояние митохондрий. Сердечная 
недостаточность была вызвана инъекцией изо-
протеренола, что представляет собой широко 
используемую в мировом научном сообществе 
модель, при которой достигается сердечная не-
достаточность  [17–19]. AСT проявлял защитный 
эффект в митохондриях сердца, изолированных 
из крыс с инъекцией изопротеринола  [16, 20–23], 
и поэтому мы предположили, что АСТ может 
рассматриваться как эффективный препарат для 
улучшения функционирования сердечной мышцы 
как в нормальных, так и в клинических условиях.

В настоящем исследовании было изучено 
влияние АСТ на жизнеспособность кардиомио-

цитов линии Н9с2 при окислительном стрессе, 
который вызвали индукторами цитотоксичности, 
такими как пероксид водорода  (H2O2) и доксору-
бицин  (Докс). Известно, что достижение цитоток-
сичности в клетках при помощи  H2O2 использу-
ется для генерации внутриклеточных АФК  [24], 
а механизм патофизиологии кардиотоксичности, 
вызванной Докс, обусловлен повышенным окис-
лительным стрессом, падением митохондри-
ального мембранного потенциала и усилением 
апоптоза  [25]. В этих условиях были исследованы 
изменения жизнеспособности клеток кардиомио-
цитов, продукции АФК, ΔΨм, PHB2 и маркеров 
митофагии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культура клеток и условия культивирова-
ния. В работе использовали крысиные кардиомио-
циты линии Н9с2, полученные из Американской 
коллекции типовых клеточных культур («ATCC», 
США). Клетки высевали в лунки 96-луночного 
культурального планшета («SPL Life Sciences  Co., 
LTD», Южная Корея) в количестве 2,5  ×  103 в 100  мкл 
питательной среды, состоящей из смеси пита-
тельных сред DMEM/F12 («Sigma-Aldrich», США) с 
добавлением 10%  эмбриональной бычьей сыво-
ротки («Gibco», США), содержащей 40  мкг/мл ген-
тамицина сульфата («Sigma-Aldrich»), и культиви-
ровали 24  ч при 37  °C в атмосфере 5%  CO2. Через 
24  ч от момента посева клетки использовали для 
проведения экспериментов.

Тест на выживаемость (цитотоксический  
тест). Жизнеспособность клеток после инкубации 
с 5–20 мкМ АСТ («Macklin», Китай), 1–200 мкМ Н2О2 
(«Sigma-Aldrich») и 1–100  мкМ доксорубицина (Докс) 
(«Sigma-Aldrich») определяли по отношению коли-
чества живых клеток в опытных и контрольных 
(без добавления ACT, Н2О2 или Докс) культурах 
через 24  ч после добавления ACT, Н2О2 или Докс. 
Количество живых клеток после инкубации с ACT, 
Н2О2 или Докс оценивали по интенсивности вос-
становления резазурина («Sigma-Aldrich») до резо-
фурина. Для этого к клеткам добавляли резазурин 
(30  мкг/мл), инкубировали с красителем в течение 
4  ч при 37  °С в атмосфере 5%  СО2 в инкубаторе 
и измеряли интенсивность флуоресценции при 
длине волны возбуждения 532  нм и длине волны 
испускания 590  нм с использованием планшет-
ного спектрофлуориметра Infinite  F200 («Tecan», 
Швейцария). Данные представлены в процентах 
от контроля (необработанные клетки). Дополни-
тельно для определения числа мертвых клеток по-
сле инкубации с  ACT  (5–20  мкМ), Н2О2  (6–100  мкМ) 
или Докс  (6–100  мкМ) использовали коммерче-
ский набор Cytotoxicity Detection Kit (LDH) («Roche 
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Diagnostics GmbH», Германия), следуя рекоменда-
циям производителя. Поглощение измеряли при 
длине волны 490  нм с использованием планшет-
ного ридера  iMARK  («Bio-Rad», США). В  качестве 
положительного контроля использовали клетки, 
обработанные 1%-ным Triton X-100 («Helicon», Рос-
сия). Данные представлены в процентах от кон-
троля.

Анализ изменения митохондриального 
мембранного потенциала. Для анализа мито-
хондриального потенциала использовали флуо-
ресцентный зонд 3,3′-дигексилоксакарбоциа- 
нин йодид DiOC6(3) («Sigma-Aldrich») (Ex  – 485  нм/
Em – 530  нм). Для этого клетки окрашивали 10  нМ 
DiOC6(3) в течение 30  мин при 37  °С в атмосфере 
5%  СО2 в инкубаторе. По  истечении 30  мин клет-
ки однократно промывали в фосфатно-солевом  
буфере (PBS) («Sigma-Aldrich»). В качестве положи-
тельного контроля использовали клетки, обрабо-
танные 250  нМ валиномицина («Sigma-Aldrich») 
в  течение 30  мин перед добавлением DiOC6(3). 
Интенсивность флуоресценции измеряли на план-
шетном спектрофлуориметре Infinite  F200  PRO 
(«Tecan») при длине волны возбуждения 485  нм 
и длине волны испускания 530  нм. Данные пред-
ставлены в процентах от контроля (необработан-
ные клетки).

Анализ внутриклеточной продукции ак-
тивных форм кислорода. Внутриклеточную 
продукцию АФК оценивали с использованием 
флуоресцентного зонда 2′,7′-дихлордигидрофлуо-
ресцеиндиацетата (DCFH-DA; «Sigma-Aldrich») (Ex – 
485  нм/Em  – 530  нм). Для этого клетки окрашива-
ли 50  мкМ  DCFH-DA в течение 30  мин при 37  °С 
в атмосфере 5%  СО2 в инкубаторе. По  истечении  
30  мин клетки однократно промывали PBS. 
Интенсивность флуоресценции измеряли на план-
шетном спектрофлуориметре Infinite F200 PRO при 
длине волны возбуждения 485  нм и длине волны 
испускания 530  нм. Данные представлены в про-
центах от контроля (необработанные клетки).

Вестерн-блот-анализ. К  клеткам добавля
ли выбранные количества АСТ  (5 и  10  мкМ), 
Н2О2  (100  мкМ) и Докс  (100  мкМ). Клетки дважды 
промывали ледяным PBS и центрифугировали 
при 1500  g в течение 3  мин при комнатной тем-
пературе. Полученный осадок солюбилизировали 
в лизирующем буфере (RIPA; «Servicebio», Китай) 
с добавлением ингибиторов протеиназ/фосфа-
таз. После инкубации в течение часа при 4  °C 
образцы центрифугировали при 13  000  g в тече-
ние 10  мин. Концентрацию белка измеряли по 
методу Брэдфорда в супернатантах  [26]. Получен-
ные образцы растворяли в буфере для образцов 
Лэммли («Bio-Rad»), нагревали до 95  °С в тече-
ние 5  мин. Полученные лизаты разделяли на от-
дельные белки с помощью 12,5%-ного SDS-PAGE,  

переносили из геля на нитроцеллюлозную мем-
брану (0,2 мкм; «Bio-Rad»), которую затем блокиро-
вали в растворе Roti-block («Carl Roth GmbH  +  Co.», 
Германия) при комнатной температуре в тече-
ние часа. Мембрану инкубировали с антителами 
к PINK1 (PTEN-induced kinase  1; «Cusabio», США), 
Parkin («Abclonal», Германия), РНВ2 («Cusabio»), 
как описано в инструкции. В  качестве контроля 
белковой нагрузки использовали антитела к гли-
церальдегид-3-фосфатдегидрогеназе (GAPDH; «Cell 
Signaling», США). Белковые полосы детектирова-
ли с использованием системы обнаружения ECL 
(ChemiDoc Touch Imaging System; «Bio-Rad»).

Статистический анализ. Для статистического 
анализа мы использовали однофакторный дис-
персионный анализ и соответствующий апосте-
риорный анализ (Стьюдента–Ньюмена–Кеулса). 
Различия считали достоверными при  p  <  0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование влияния различных концен-
траций АСТ, Н2О2 и Докс на выживаемость кле-
ток Н9с2. Сначала был исследован эффект АСТ, 
Н2О2 и Докс на жизнеспособность клеток кардио-
миоцитов Н9с2  (рис.  1). Для этого клетки выса-
живали в 96-луночный культуральный планшет 
(2,5  ×  103  клеток на  лунку) и инкубировали в те-
чение 24  ч с добавлением различных концентра-
ций АСТ  (0–166  мкМ; рис.  1,  а), Н2О2  (0–200  мкМ; 
рис.  1,  б) и Докс  (0–100  мкМ; рис.  1,  в). Как видно 
из рис.  1, АСТ в ряду от  0 до 55  мкМ не оказывал 
влияния на жизнеспособность клеток, однако при 
166 мкМ выживаемость клеток снижалась на 45%. 
При добавлении Н2О2 к клеткам  Н9с2 их жизне-
способность снижалась при 50  мкМ на 13%, а при 
100  мкМ  – на  65%. В  присутствии Докс в ряду 0  →   
→  1  →  3  →  6  →  25  →  50  →  100  мкМ жизнеспособность 
клеток кардиомиоцитов снижалась на 14  →  26  →   
→  38  →  39  →  43  →  57  →  66% соответственно.

На следующем этапе мы исследовали защит-
ное действие АСТ при его совместном действии с 
индукторами цитотоксичности, такими как  Н2О2 
и Докс  (рис.  2). Следует отметить, что жизне-
способность клеток Н9с2 в выбранных условиях 
зависела не только от концентрации исследуе-
мых препаратов, но и от времени прединкуба-
ции клеток с  АСТ. Клетки в количестве 2,5  ×  103 
высевали в лунки 96-лучночного планшета, через 
24  ч к клеткам добавляли АСТ (5, 10, 15 и 20  мкМ) 
и инкубировали еще в течение  1, 4 или 6  ч, за-
тем добавляли индукторы цитотоксичности и 
через 24  ч измеряли жизнеспособность клеток. 
При инкубации с АСТ в течение 1  ч добавление 
Н2О2 в различных концентрациях не выявило за-
щитного эффекта АСТ  (рис.  2,  а). При инкубации  
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Рис. 1. Жизнеспособность кардиомиоцитов линии Н9с2 после 24  ч инкубации с АСТ  (а), Н2О2  (б) и Докс  (в). 
Клетки высевали в 96-луночный планшет при плотности 2,5  ×  103  клеток на  лунку и обрабатывали указан-
ными концентрациями АСТ  (а), Н2О2  (б) и Докс  (в) в Н9с2 в течение 24  ч. Данные представлены как среднее 
значение  ±  стандартное отклонение  (SD) из десяти отдельных экспериментов

клеток с АСТ в течение 4  ч добавление Н2О2 в 
ряду 0  →  50  мкМ не изменяло жизнеспособность  
клеток.

Несмотря на то что при воздействии 
Н2О2  (100  мкМ) жизнеспособность клеток значи-
тельно снижалась  (65%), инкубирование клеток 
с 5 и 10  мкМ  АСТ в течение 4  ч не отличалось от 
контроля. В  этих условиях при совместном дей-
ствии АСТ (15 мкМ) с Н2О2 (100 мкМ) жизнеспособ-
ность Н9с2 снижалась на 30%, а при 20 мкМ АСТ – 
на  50% по сравнению с контролем  (рис.  2,  б). 
На  рис.  2,  в показано изменение жизнеспособно-
сти клеток при различной концентрации Н9с2 
после инкубации с АСТ в течение 6  ч. При ин-
кубировании клеток с различными концентра-
циями АСТ добавление Н2О2 в ряду 0  →  50  мкМ 
не оказывало существенного влияния на жизне-
способность клеток. Однако при совместном дей-
ствии АСТ  (5, 10, 15 и  20  мкМ) с Н2О2  (100  мкМ) 
жизнеспособность снижалась на  10, 10, 25 и  50% 

соответственно. Добавление 200 мкМ Н2О2 к клет-
кам с АСТ, независимо от его концентрации, зна-
чительно снижало жизнеспособность клеток Н9с2 
по сравнению с контролем. Однако при инкуба-
ции с АСТ (5 и 10  мкМ) добавление Н2О2 (200  мкМ) 
повышало выживаемость клеток почти на 30% по 
сравнению с эффектом одного Н2О2  (200  мкМ) как 
при 4  ч, так и при 6  ч инкубации  с  АСТ.

На рис.  2  (г,  д,  е) показано изменение жиз-
неспособности клеток кардиомиоцитов линии 
Н9с2 в присутствии различных концентраций 
АСТ и Докс при инкубации клеток с АСТ в тече-
ние  1,  4  и  6  ч.

На рис.  2,  г  и  д видно, что при 1 и 4  ч ин-
кубации с АСТ при различных концентрациях 
жизнеспособность клеток снижалась так же, как 
и в присутствии  Докс. Жизнеспособность клеток 
при 6-часовой инкубации с АСТ  (5 и  10  мкМ) и 
последующим добавлением 100  мкМ  Докс сни-
жалась на  35 и  40% по сравнению с контролем.  
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Рис. 2. Зависимость жизнеспособности клеток кардиомиоцитов Н9с2 от концентрации АСТ, Н2О2, Докс и  от 
времени инкубации с  АСТ. Инкубация клеток с АСТ производилась в течение 1  (а,  г), 4  (б,  д) и 6  (в,  е)  часов. 
Количество живых клеток интактной культуры (контроль, без обработки препаратами) принималось 
за  100%. Данные представлены в виде среднего  ±  SD из шести отдельных экспериментов. Контроль пред-
ставлял собой необработанные клетки

Однако, по сравнению с действием одного 
Докс  (100  мкМ), жизнеспособность клеток повы-
шалась на 12% при АСТ  (5  мкМ)  +  Докс  (100  мкМ) 
и на 20% – при АСТ (10  мкМ) + Докс (100  мкМ). АСТ 
при концентрации  15 и 20  мкМ с Докс  (100  мкМ) 
не отличались от действия одного Докс (100  мкМ).

Дополнительно мы исследовали цитоток-
сическое действие АСТ и его совместное дей-
ствие с индукторами цитотоксичности в клет-
ках Н9с2, чтобы определить число погибших 
клеток  (рис.  3). На  рис.  3,  а показано изменение 
количества погибших клеток в присутствии раз-
личных концентраций  АСТ. Из  рис.  3 видно, что 
при концентрации АСТ в ряду 0,03  →  0,08  →  0,2 
погибших клеток не наблюдалось, при 0,6  мкМ 
процент погибших клеток составлял менее  1%, 
тогда как в ряду 2  →  6  →  18  мкМ  АСТ количество 
погибших клеток не превышало  2,5%. Однако 
при 55  мкМ  АСТ количество погибших клеток 
возрастало почти до  10%, а при дальнейшем 
повышении концентрации до 166  мкМ  – до  55%. 
На  рис.  3,  б показано изменение количества по-
гибших клеток при совместном применении АСТ 
с Н2О2 после 4  ч инкубации  с  АСТ.

При повышении концентрации Н2О2 в ряду 
25  →  50  →  100  мкМ количество погибших кле-
ток увеличивалось до 10%  →  15%  →  64% соответ-
ственно. Следует отметить, что при совместном 
действии АСТ с 25  мкМ  Н2О2 при повышении 
концентрации АСТ в ряду 5  →  10  →  15  →  20  мкМ 
количество погибших клеток снижалось в 4  →  
→  10  →  2,5  →  1,4  раза, при 50  мкМ  Н2О2  – в 4  →  5  → 
→  3  раза соответственно. При совместном дей-
ствии 50  мкМ  Н2О2 с 20  мкМ  АСТ снижения коли-
чества погибших клеток не наблюдалось. При 
совместном действии 100 мкМ Н2О2 с различными 
концентрациями  АСТ количество погибших кле-
ток снижалось в 5  →  8,3  →  1,8  →  1,13 раза соответ-
ственно.

На рис.  3,  в показано изменение количе-
ства погибших клеток при совместном приме-
нении АСТ с Докс после 6  ч инкубации с АСТ. 
При повышении концентрации Докс в ряду 6  → 
→  12,5  →  25  →  50  →  100  мкМ количество погибших 
клеток увеличивалось до 28%  →  30%  →  33%  → 
→  40%  →  57% соответственно. При совместном 
действии АСТ с 6  мкМ  Докс количество погибших 
клеток снижалось только при  5 и 10  мкМ  АСТ 
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Рис. 3. Цитотоксическое действие АСТ и его совместное действие с Н2О2 и  Докс в клетках кардиомиоци-
тов  Н9с2. В  качестве положительного контроля использовали клетки, обработанные 1%-ным Triton  X-100, 
которые принимали за  100%. а  –  Число погибших клеток в присутствии различных концентраций  АСТ; 
б – количество погибших клеток при совместном применении АСТ с Н2О2 после 4 ч инкубации с АСТ; в – ко-
личество погибших клеток при совместном применении АСТ с Докс после 6  ч инкубации с  АСТ. Данные 
представлены как среднее ± стандартное отклонение (n  = 8); * р  < 0,05 – значимое изменение по сравнению 
с контролем (интактная культура); # p < 0,05 – значимое изменение по сравнению с соответствующими зна-
чениями Н2О2 или Докс

на  24% и в  2,3  раза соответственно. При более 
высоких концентрациях АСТ количество погиб-
ших клеток повышалось. Подобные эффекты мы 
заметили и при более высоких концентрациях 
Докс. Интересно отметить, что АСТ  (10  мкМ) спо-
собствовал снижению гибели клеток при всех 
совместно используемых концентрациях  Докс.

Таким образом, защитный эффект АСТ был су-
щественным при концентрации АСТ  5 и  10  мкМ 
с Н2О2  (100  мкМ) при инкубации клеток с АСТ в 
течение 4  ч, а с Докс  (100  мкМ)  – при инкубации 
клеток с АСТ в течение  6  ч.

Поскольку более существенный эффект был 
замечен при концентрации АСТ  5 и 10  мкМ, при 

исследовании изменения  ΔΨм и  АФК использо-
вали эти концентрации.

Исследование влияния АСТ, Н2О2 и Докс на 
изменение ΔΨм и внутриклеточной продукции 
АФК в клетках Н9с2. Далее, было проанализиро-
вано изменение  ΔΨм в наших эксперименталь-
ных условиях  (рис.  4).

Как видно из рис.  4,  а, добавление к клет-
кам Н2О2  (25  мкМ) не изменяло  ΔΨм, в то время 
как Н2О2 (50  мкМ) снижало  ΔΨм на  12%, а  Н2О2 
(100  мкМ)  – на  25% по сравнению с контролем 
(необработанные клетки). АСТ при концентра-
ции  5 и 10  мкМ не оказывал влияние на изме-
нение  ΔΨм по сравнению с контролем. Однако 
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Рис. 4. Влияние АСТ, Н2О2 и Докс на изменение ΔΨм в клетках кардиомиоцитов Н9с2. Интенсивность флуо-
ресценции интактных клеток использовали в качестве контроля (без обработки препаратами). а  –  Измене-
ние интенсивности флуоресценции в присутствии АСТ  (5 и  10  мкМ) и  Н2О2; б  –  изменение интенсивности 
флуоресценции в присутствии АСТ  (5 и  10  мкМ) и  Докс. Валиномицин  (250  нМ) использовался как положи-
тельный контроль. Данные представлены как среднее значение ± стандартное отклонение (n = 6); * p < 0,05 – 
значимое изменение по сравнению с соответствующим контролем (необработанные клетки); # р < 0,05 – зна-
чимое изменение по сравнению с Н2О2 или  Докс

Рис. 5. Влияние АСТ, Н2О2 и Докс на изменение внутриклеточной продукции АФК в клетках кардиомиоцитов 
Н9с2. а  –  Изменение интенсивности флуоресценции в присутствии АСТ  (5 и  10  мкМ) и  Н2О2; б  –  изменение 
интенсивности флуоресценции в присутствии АСТ  (5 и  10  мкМ) и  Докс. Н2О2  (100  мкМ) использовали как 
положительный контроль. Данные представлены как среднее  ±  стандартное отклонение (n  =  6); *  p  <  0,05  – 
значимое изменение по сравнению с контролем (необработанные клетки); #  р  <  0,05  – значимое изменение 
по сравнению с  Н2О2  или  Докс

при добавлении Н2О2 (25  мкМ) к АСТ (10  мкМ)  – 
обработанным клеткам  – повышало ΔΨм на  13% 
по сравнению с Н2О2  (25  мкМ). При комбиниро-
ванном действии Н2О2  (50  мкМ) с АСТ (5  мкМ) 
ΔΨм  увеличивался на  16%, а при действии 
Н2О2  (50  мкМ) с АСТ  (10  мкМ)  – на  12% по сравне-
нию с Н2О2  (50  мкМ). Добавление Н2О2  (100  мкМ) 
к АСТ (5 мкМ) – обработанным клеткам – повыша-
ло ΔΨм на 25%, а Н2О2  (100 мкМ) к АСТ  (10 мкМ) – 
на 27% по сравнению с Н2О2 (100  мкМ). На рис. 4, б 
повышение концентрации Докс в ряду 25  →  50  →  

→  100  мкМ снижало ΔΨм на 16,5, 27 и 37% соответ-
ственно. Обработка АСТ  (5 и  10  мкМ) совместно с 
25 мкМ Докс повышала ΔΨм на ~30 и 16% по срав-
нению с 25  мкМ индуктора (без  АСТ), совместно с 
50 мкМ Докс – на 33 и 23% по сравнению с 50 мкМ 
индуктора (без АСТ) и совместно с 100 мкМ Докс – 
на  38 и  22% по сравнению с 100  мкМ индуктора 
(без АСТ) соответственно. АСТ восстанавливал ΔΨм, 
несмотря на токсичное действие Н2О2  и  Докс.

Далее, мы исследовали влияние АСТ на изме-
нение продукции АФК при Н2О2- и Докс-индуци-
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Рис. 6. Влияние АСТ (10 мкМ), Н2О2 и Докс на изменение содержание PINK1 (а), Parkin (б) и РНВ2 (в) в клетках 
кардиомиоцитов Н9с2. Верхняя часть  – иммуноокрашивание антителами к PINK1  (а), Parkin  (б) и РНВ2  (в); 
GAPDH использовали как контроль белковой нагрузки. Нижняя часть  – диаграммы, количественно отража-
ющие изменения содержания белков, нормированных на GAPDH. Уровень белка в клеточном лизате (без 
добавок) служил контролем  (100%). Данные представлены как среднее  ±  стандартное отклонение (n  =  4); 
* p  < 0,05 – значимое изменение по сравнению с контролем; # р  < 0,05 – значимое изменение по сравнению 
с Н2О2  или  Докс

рованной цитотоксичности в клетках кардиомио-
цитов  Н9с2  (рис.  5).

Н2О2 (25 мкМ; рис. 5, а) и Докс (25 мкМ; рис. 5, б) 
повышали продукцию АФК на  34 и  50% соответ-
ственно по сравнению с контролем (необрабо-
танные клетки). Добавление АСТ  (5 и  10  мкМ) в 
этих условиях снижало продукцию АФК на  ~26% 
по сравнению с индукторами (Н2О2 или  Докс) 
без  АСТ. При повышении концентрации индукто-
ров до  50 и  100  мкМ продукция АФК увеличива-
лась на ~50% и 80% для Н2О2 и в ~3 и 5 раз для Докс 
по сравнению с контролем (необработанные клет-
ки). Обработка АСТ  (5 и  10  мкМ) уменьшала про-
дукцию АФК на  ~35% (при 50  мкМ  Н2О2 и  Докс) 
по сравнению с 50  мкМ индукторами (без  АСТ), 
и на  50%  (100  мкМ  Н2О2) и 40%  (100  мкМ  Докс) 
по сравнению с 100  мкМ индукторами (без  АСТ). 
АСТ снижал продукцию АФК, тем самым защищая 
клетки от вредного воздействия  АФК.

Исследование влияния АСТ, Н2О2 и Докс на 
изменение маркеров митофагии и прохибити-
на 2 в клетках Н9с2. Поскольку митофагия играет 
важную роль в «контроле качества» митохондрий 
и выживании клеток [7], мы исследовали измене-
ние содержания маркеров митофагии, таких как 
PINK1, Parkin и PHB2, в наших экспериментальных 
условиях. На рис. 6 показаны вестерн-блоты, окра-

шенные соответствующими антителами к PINK1, 
Parkin и PHB2, и количественная характеристика 
денситометрического анализа. Из  рис.  6 видно, 
что Н2О2  (100  мкМ) снижал содержание PINK1  (а) 
и Parkin  (б) на  40 и  60% соответственно по срав-
нению с контролем. Аналогичный эффект наблю-
дался при действии Докс  (100  мкМ): содержание 
PINK1 и Parkin снижалось на  50 и  20% соответ-
ственно по сравнению с контролем. АСТ  (10 мкМ) 
не изменял уровень белков относительно контро-
ля, однако при совместном действии с Н2О2 содер-
жание PINK1 повышалось на 20%, а Parkin на 55% 
относительно эффекта  Н2О2.

При комбинированном действии АСТ (10 мкМ) 
и Докс  (100  мкМ) уровни PINK1 и Parkin не изме-
нялись по сравнению с контролем и повыша-
лись относительно действия Докс (100  мкМ) на 30 
и  20% соответственно. PHB2 считается одним из 
рецепторов митофагии  [12]. Ранее мы предпо-
ложили, что снижение экспрессии PHB2 в мито-
хондриях сердца и мозга крыс может приводить 
к нарушению митофагии  [27,  28]. В  настоящем 
исследовании мы проанализировали изменение 
содержания PHB2 в наших экспериментальных 
условиях  (рис.  6,  в). Содержание РНВ2 в клетках, 
инкубированных с АСТ 4  и  6  ч не отличалось 
от контроля. Добавление Н2О2 и Докс снижало 
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уровень РНВ2 на  50 и  60% соответственно по 
сравнению с контролем. При совместном исполь-
зовании Н2О2 и Докс с АСТ содержание РНВ2 не 
отличалось от контроля, но повышалось на  40 
и  45% соответственно по сравнению с примене-
нием Н2О2 и Докс без  АСТ.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Окислительный стресс является основной 
причиной различных заболеваний человека, 
таких как метаболические синдромы, нейроде-
генеративные, сердечно-сосудистые, воспали-
тельные заболевания, а также возрастные забо-
левания. Митохондриальная дисфункция может 
быть вовлечена в развитие заболеваний, связан-
ных с окислительным стрессом  [2, 3,  12]. Поддер-
жание структурной и функциональной целост-
ности митохондрий необходимо для нормальной 
клеточной функции, поскольку митохондрии 
играют ключевую роль в энергетическом обме-
не, а также в поддержании окислительно-вос-
становительного состояния клеток и регуляции 
апоптоза. Митохондрии являются основным ис-
точником  АФК, их дисфункция вызывает окис-
лительный стресс, который приводит клетки в 
болезненное состояние  [4]. В  сердце существуют 
различные механизмы антиоксидантной защиты, 
однако при увеличении продукции  АФК анти-
оксидантная способность подавляется  [5,  6]. Так 
называемые диетические антиоксиданты способ-
ны снижать окислительный стресс, усиливая при 
этом антиоксидантную систему и, как следствие, 
защищать от развития сердечно-сосудистых забо-
леваний  [29,  30]. Наибольший интерес для иссле-
дований представляет каротиноид астаксантин, 
который получают из природных источников в 
виде эфира жирных кислот или конъюгата белков 
пищевых продуктов [4]. Было показано, что на мо-
дели воспалительной преэклампсии in  vitro АСТ 
снижал продукцию АФК и повышал  ΔΨм. Кроме 
того, АСТ предотвращал нарушение развития бла-
стоцисты, вызванное тепловым стрессом, за счет 
увеличения ΔΨм [31]. Ранее мы показали, что АСТ 
предотвращал митохондриальную дисфункцию, 
вызванную изопротеренолом и улучшал функцио-
нальное состояние митохондрий сердца и мозга 
крыс  [21–23,  32,  33]. В  настоящем исследовании 
здоровые клетки кардиомиоцитов линии Н9с2 
подвергались цитотоксическому влиянию пре-
паратов, таких как Н2О2 и доксорубицин, снижая 
жизнеспособность клеток. Добавление АСТ при-
водило к повышению жизнеспособности клеток, 
причем этот эффект зависел не только от концен-
трации АСТ, которые были достаточно низкими (5 
и 10 мкМ), но и от времени инкубации АСТ с клет-

ками (4-часовая с последующим добавлением Н2О2 
и 6-часовая с последующим добавлением Докс). 
Аналогичные эффекты АСТ наблюдались с другим 
индуктором цитотоксичности, гомоцистеином, в 
клетках кардиомиоцитов линии Н9с2  [15]. Анти-
оксидантное защитное действие АСТ было более 
существенным при низких концентрациях, тогда 
как высокая концентрация, вероятно, привела бы 
к противоположному прооксидантному эффекту. 
Это свойство астаксантина малоизучено.

Известно, что АСТ проявляет противораковые, 
противовоспалительные, противодиабетические, 
иммуномодулирующие и нейропротекторные 
действия, основанные на его антиоксидантной 
активности  [34]. Общепринято, что изменение 
проницаемости митохондриальной мембраны 
сопровождается падением митохондриального 
мембранного потенциала и повышением продук-
ции АФК, что в конечном итоге может привести к 
гибели клетки. Мы наблюдали, что падение  ΔΨм 
и повышение внутриклеточной продукции АФК в 
присутствии Н2О2 и Докс снижало жизнеспособ-
ность клеток кардиомиоцитов Н9с2, однако при 
инкубации клеток с АСТ в этих условиях ΔΨм вос-
станавливался, а внутриклеточная продукция 
АФК снижалась, что способствовало повышению 
жизнеспособности клеток.

Индукция митофагии, митохондриальная ди-
намика (деление и слияние), модулирование мо-
лекулярных механизмов митофагии, направлен-
ные на отдельные компоненты клетки, а также 
взаимодействие с другими способами аутофагии 
и митохондриальный биогенез образуют сложную 
взаимодействующую сеть, которая управляет де-
градацией митохондрий посредством митофагии 
и, таким образом, воздействует на митохондри-
альную функцию и клеточную целостность  [35]. 
Одним из важных путей, вовлеченных в регу-
ляцию митофагии, является путь PINK1/Parkin. 
Известно, что при высоком  ΔΨм PINK1  импор-
тируется в митохондриальный матрикс  [36], где 
расщепляется митохондриальной процессинго-
вой протеиназой  (MPP) и пресенилин-ассоцииро-
ванным ромбовидным белком (PARL)  [37]. PINK1 
способствует рекрутированию Parkin из цитозоля 
во внешнюю мембрану в поврежденные мито-
хондрии с целью их удаления  [38]. Исследования 
Billia  et  al.  [39] показали, что нарушение PINK1/
Parkin-опосредованной митофагии имеет нега-
тивные последствия для сердца. Дефицит PINK1 
у мышей приводил к дисфункции сердечных ми-
тохондрий и усилению окислительного стресса. 
В настоящем исследовании при Н2О2- и Докс-инду-
цированной цитотоксичности содержание марке-
ров митофагии снижалось, что могло приводить к 
снижению жизнеспособности клеток в этих усло-
виях. Накопление поврежденных митохондрий 
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в клетках приводило к окислительному стрессу. 
Обработка клеток АСТ предотвращала падение 
мембранного потенциала и снижала внутрикле-
точную продукцию АФК, повышала уровни марке-
ров и в конечном итоге жизнеспособность клеток 
кардиомиоцитов повышалась.

Как было сказано выше, белок PHB2 является 
важным белком, принимающим участие в функ-
ционировании клеток и в митофагии  [12]. Кроме 
того, считается, что PHB2 способствует рекрути-
рованию Parkin в митохондрии  [40], однако сни-
жение его содержания в митохондриях может 
приводить к активации  PARL, которая расщеп-
ляет PINK1. Дестабилизированный PINK1 блоки-
рует рекрутирование Parkin в митохондрии  [40]. 
В  настоящем исследовании в присутствии Н2О2 
и Докс содержание PHB2 снижалось, что могло 
приводить к нарушению PINK1/Parkin-зависи-
мого пути митофагии и накоплению дисфунк-
циональных митохондрий. АСТ повышал уровни 
PHB2 и маркеров митофагии почти до контроль-
ных значений, что повышало жизнеспособность  
клеток.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате воздействия на клетку различ-
ных препаратов функционирование митохондрий 
в клетке может улучшаться, увеличивая при этом 
количество здоровых митохондрий, что может 
быть многообещающим подходом для устранения 
различных патологических состояний. В  настоя-
щем исследовании было изучено влияние АСТ 
на  жизнеспособность клеток кардиомиоцитов 
линии Н9с2 в присутствии индукторов цитоток-
сичности Н2О2 и Докс. Снижение  ΔΨм и повыше-
ние продукции АФК при инкубации клеток с Н2О2 

и  Докс предполагает накопление дисфункцио-
нальных митохондрий, при этом снижение содер-
жания РНВ2 и маркеров митофагии не приводит 
к их удалению и снижает жизнеспособность кле-
ток кардиомиоцитов. Добавление АСТ к клеткам 
повышало ΔΨм и уменьшало продукцию АФК, не-
смотря на присутствие Н2О2 и Докс. Увеличение 
уровней РНВ2, PINK1 и Parkin в этих условиях, 
вероятно, способствовало восстановлению про-
цесса митофагии, что могло привести к удалению 
дисфункциональных митохондрий и повышению 
жизнеспособности клеток кардиомиоцитов. Ис-
ходя из вышеизложенного и результатов, полу-
ченных нами ранее на животной модели, можно 
заключить, что АСТ можно рассматривать как 
препарат, применяемый в качестве профилакти-
ки сердечно-сосудистых заболеваний.
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ASTAXANTHIN REDUCES H2O2- AND DOXORUBICIN-INDUCED 
CARDIOTOXICITY IN H9c2 CARDIOMYOCYTE CELLS

R. R. Krestinin, M. I. Kobyakova, Yu. L. Baburina,  
L. D. Sotnikova, and O. V. Krestinina*
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Cardiovascular diseases are one of the most challenging problems in clinical practice. Astaxanthin 
(AST) is a keto-carotenoid (xanthophyll) mainly of marine origin, which is able to penetrate the cell 
membrane, localize in the mitochondria and prevent mitochondrial dysfunction. The present study 
examined the effect of astaxanthin on the death of H9c2 cardiomyocytes caused by the cytotox-
ic effect of hydrogen peroxide (H2O2) and doxorubicin. Using the methods of spectrophotometry, 
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spectrofluorimetry, and Western blotting analysis, it was shown that treatment of cells with AST 
contributed to an increase in the number of H9c2 cells resistant to H2O2 and doxorubicin, while 
maintaining the value of their mitochondrial transmembrane potential, reducing the intracellular 
production of reactive oxygen species and an increase in the intracellular content of mitophagy  
markers PINK1, Parkin and prohibitin  2. The obtained results suggest that the use of AST may be 
a  highly effective way to prevent and treat cardiovascular diseases.
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