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Обоснование. Эндотелиальная дисфункция лежит в основе патогенеза многих социально значимых забо-
леваний. Поиск новых оригинальных препаратов для терапии этого состояния остается важной научно- 
практической задачей. Для гидролизата двустворчатых моллюсков из семейства мидий Mytilus edulis и его про-
изводных в разных модельных системах описаны противовоспалительные, антикоагулянтные и антиоксидантные 
эффекты. 

Цель исследования — изучение влияния препарата гидролизата M. edulis на функциональную активность эндо-
телиальных клеток линии EA.hy926. 

Материалы и методы. Жизнеспособность и метаболическую активность эндотелиальных клеток изуча-
ли в МТТ-тесте. Для исследования пролиферативной активности использовали тест с окрашиванием моно-
слоя   клеток кристаллическим фиолетовым. Оценку способности препарата нейтрализовать ток сическое действие 
HOCl и H2O2 проводили с применением флуоресцентных красителей и проточной цитометрии.

Результаты. Было установлено, что гидролизат M. edulis не обладал цитотоксичностью и в разведениях 
от  1 : 10  до 1 : 60 достоверно повышал пролиферацию эндотелиальных клеток, обладал нейтрализующим дей-
ствием в отношении HOCl и во всех исследуемых разведениях достоверно повышал жизнеспособность эндотелия. 
Препарат оказался неэффективным в отношении H2O2, а в присутствии максимальной исследуемой концен-
трации усиливал окислительное действие H2O2. В то же время противовоспалительного действия гидролизата 
M. edulis выявлено не было. Препарат не оказывал влияния на продукцию IL-8 и экспрессию адгезионной
молекулы  CD54  (ICAM-1) и тканевого фактора CD146 эндотелиальными клетками.

Заключение. Препарат гидролизата M. edulis усиливает пролиферацию эндотелиальных клеток и способен 
нейтрализовать окислительные эффекты HOCl.

Ключевые слова: гидролизат Mytilus edulis; эндотелиальные клетки; пролиферация; окислительный стресс; 
IL-8; CD54 (ICAM-1); CD146.
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Список сокращений
DMEM, Dulbecco’s modified Eagles medium — среда Игла, модифицированная Дульбекко; FBS, Fetal Bovine Serum — эмбриональ-
ная телячья сыворотка; HAT, Hypoxanthine-aminopterin-thymidine — гипоксантин-аминоптерин-тимидин; ICAM-1, Inter-Cellular 
Adhesion Molecule 1 — молекула межклеточной адгезии 1-го типа человека; IL-6, IL-8 — интерлейкины; iNOS, Inducible nitric oxide 
synthase — индуцируемая синтаза оксида азота; MAPK, Mitogen-activated protein kinase — митоген-активируемая протеинкиназа; 
NF-κB — ядерный фактор κB; TNFα, Tumor necrosis factor-alpha — фактор некроза опухоли альфа; VCAM-1, Vascular cell adhesion 
molecule 1 — васкулярная молекула клеточной адгезии 1; МТТ — 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолий бромид.
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BACKGROUND: Endothelial dysfunction underlies the pathogenesis of many socially significant diseases. The search 
for new original drugs for the treatment of this condition remains an important scientific and practical task. Anti-inflam-
matory, anticoagulant and antioxidant effects of bivalve mollusks from the family of mussels (Mytilus edulis) hydrolysate 
and its derivatives have been described in different model systems.

AIM: The purpose of this study was to investigate the effect of M. edulis hydrolysate on the functional activity of 
EA.hy926 endothelial cell line.

MATERIALS AND METHODS: The viability and metabolic activity of endothelial cells were studied in MTT-test. 
To investigate the proliferative activity, a test with staining of cells with crystal violet dye was used. The ability of the 
preparation to neutralize the toxic effect of HOCl and H2O2 was evaluated using fluorescent dyes and flow cytometry.

RESULTS: It was found that the preparation did not have cytotoxicity and significantly increased the proliferation of 
endothelial cells in dilutions from 1:10 to 1:60. The preparation had a neutralizing effect against HOCl, and in all the 
studied dilutions significantly increased the viability of the endothelium. The preparation was not effective against H2O2, 
and increased H2O2 toxic effect in the maximal studied concentration. At the same time, the anti-inflammatory effect 
of M. edulis hydrolysate was not confirmed in this model system. The preparation had no effect on the IL-8 production 
and adhesion molecule CD54 (ICAM-1) and tissue factor CD146 the expression.

CONCLUSIONS: The preparation of M. edulis hydrolysate enhances the proliferation of endothelial cells and is able 
to neutralize HOCl toxic effects.

Keywords: Mytilus edulis hydrolysate; endothelial cells; proliferation; oxidative stress; IL-8; CD54 (ICAM-1); CD146.

Обоснование

Кровеносные сосуды пронизывают все орга-
ны и ткани организма, поэтому эндотелиальная 
дисфункция служит универсальным звеном па-
тогенеза широкого спектра социально-значимых 
заболеваний — инсульта, болезней сердца, инсу-
линорезистентности, хронической почечной не-
достаточности и др. [1]. Системная эндотелиаль-
ная дисфункция, которая развивается при ряде 
инфекционных заболеваний, часто заканчи-
вается развитием таких тяжелых осложнений 
как острый респираторный дистресс-синдром, 
синдром диссеминированного внутрисосуди-
стого свертывания и системный воспалительный 
ответ. При этом нарушаются противовоспали-
тельная, антикоагулянтная и вазодиляторная 
функции эндотелия [2–4]. В настоящее время 
эндотелий сосудов рассматривается как мишень 
терапевтического воздействия, направленного 
на профилактику и лечение сосудистых осложне-
ний при разных патологиях [5, 6]. Поиск новых 
оригинальных веществ с эндотелиопротектор-
ным действием  —  актуальная проблема экспе-
риментальной и клинической фармакологии [7]. 
Морская фауна — природный ресурс, предостав-
ляющий большие возможности для разработки 
новых фармацевтических препаратов [8]. В част-
ности, ранее проведенные исследования показы-
вают, что гидролизат двустворчатых моллюсков 
из семейства мидий M. edulis и его компоненты 
могут обладать ангиопротекторными свойствами 
и положительно влиять на основные функции 
эндотелия, оказывать противовоспалительное, 
антикоагулянтное действие и регулировать тонус 
сосудов [9–18]. Работы по исследованию препа-
ратов на основе производных M. edulis немного-
численны, и по-прежнему плохо изучены меха-
низмы действия таких препаратов. В настоящей 
работе мы исследуем антиоксидантное действие 
препарата гидролизата M. edulis, а также его 

влияние на жизнеспособность и функциональ-
ную активность эндотелиальных клеток человека 
линии EA.hy926.

Материалы и методы

Исследование эффектов производных мол-
люсков на эндотелиальные клетки проводили 
с использованием ранее охарактеризованного 
препарата гидролизата M. edulis [9].

Культивирование эндотелиальных клеток ли-
нии EA.hy926. Эндотелиальные клетки линии 
EA.hy926 культивировали в среде DMEM/F12 
(Биолот, Россия) с добавлением 10 % эмбрио-
нальной телячьей сыворотки (Fetal Bovine Serum, 
FBS, Sigma, США), 50 мкг/мл сульфата гента-
мицина, 2 ммоль/л глутамина (Биолот, Россия) 
и HAT (Sigma, США), при 37 °С во влажной атмо-
сфере с 5 % CO2 в пластиковых флаконах объемом 
50–250 мл (Sarstedt, Австрия). Для дезинтегра-
ции монослоя клетки инкубировали в растворе 
Версена (Биолот, Россия) в течение 5–10 мин. 
Пересев производили 1 раз в 3–4 дня. 

Оценка влияния гидролизата M. edulis на жизне-
способность и метаболическую активность  клеток. 
Влияние препарата на жизнеспособность эндо-
телиальных клеток оценивали по активности 
митохондриальных дегидрогеназ с помощью 
МТТ-теста. Для этого эндотелиальные клет-
ки вносили в лунки 96-луночного планшета 
(Sarstedt, Австрия) из расчета 0,3 · 106  клеток 
в 100 мкл культуральной среды и культивиро-
вали до образования конфлюэнтного монослоя, 
что исключало возможность пролиферации кле-
ток благодаря присущему этой культуре механиз-
му контактного торможения. После этого произ-
водили смену культуральной среды, содержащей 
10 % FBS, на среду, содержащую 2,5 %  FBS. 
Клетки культивировали в присутствии исследу-
емого вещества во влажной атмосфере с 5 % CO2 
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при 37 °С 24 ч, на последние 4 ч инкубации 
в каждую лунку вносили по 10 мкл МТТ так, 
что конечная концентрация составила 1 мкг/мл. 
Через 4 ч в каждую лунку вносили по 100 мкл 
лизирующего буфера [19, 20] и инкубирова-
ли в течение ночи до полного растворения. 
Результаты анализировали при помощи автома-
тического спектрофотометра (Bio-Rad, Япония) 
при длине волны 540 нм. Результаты выражали 
в процентах, принимая за 100 % оптическую 
плотность в контрольных лунках, содержащих 
культуральную среду без добавок.

Оценка пролиферативной активности эндо-
телиальных клеток с использованием красите-
ля кристаллического фиолетового. Для оценки 
пролиферативной активности эндотелиальные 
клетки вносили в лунки 96-луночного план-
шета в концентрации 5 · 103 клеток на 100 мкл 
культуральной среды с 2,5 % FBS, что соответ-
ствовало состоянию разреженного монослоя. 
Клетки культивировали в присутствии исследу-
емого вещества во влажной атмосфере с 5 % CO2 
при 37 °C 72 ч. После этого культуральную сре-
ду удаляли и производили фиксацию/окраши-
вание монослоя клеток 0,2 % раствором кри-
сталлического фиолетового, приготовленного 
на 10 % метаноле. Далее проводили трехкратную 
отмывку 10 % раствором уксусной кислоты с по-
следующей экстракцией красителя. Регистрацию 
оптической плотности растворов проводили 
с помощью автоматического спектрофотометра 
(Bio-Rad, Япония) при длине волны 570 нм. 
Сравнивая оптическую плотность в контроль-
ных и опытных лунках, судили о пролифера-
тивной активности клеток. Результаты выража-
ли в процентах, принимая за 100 % оптическую 
плотность в контрольных лунках, содержащих 
культуральную среду без добавок.

Исследование выживаемости клеток в при-
сутствии окислителей Н2О2 и HOCl. Активность 
гидролизата M.  edulis оценивали по его способ-
ности влиять на жизнеспособность эндотелиаль-
ных клеток после их культивирования в при-
сутствии окислителей Н2О2 и HOCl. Принимая 
во внимание, что рK HOCl составляет 7,5, 
и при физиологических значениях рН примерно 
половина кислоты находится в молекулярной, 
а остальная — в диссоциированной форме, далее 
под HOCl мы будем понимать смесь HOCl/OClˉ, 
присутствующую в исследуемой среде. Клетки 
вносили в лунки 24-луночного плоскодонно-
го планшета (Sarstedt, Австрия) в концентра-
ции 2,5 · 106 клеток в 500 мкл полной культу-
ральной среды. В каждую лунку вносили Н2О2 
или HOCl в конечной концентрации 12,5,  25, 
50, 100 мкмоль/л и одновременно с окислите-
лями вносили исследуемый препарат в разве-
дении 1 : 5 по объему. После 24 ч инкубации 

при 37 °C во влажной атмосфере с 5 % CO2 про-
изводили дезинтеграцию монослоя с по мощью 
раствора аккутазы (Sigma, США). Клетки пере-
носили в пробирки для анализа и производили 
окрашивание клеточной суспензии раствором 
YO-PRO® (Invitrogen, США) в конечной кон-
центрации 100  нмоль/л и раствором йодида 
пропидия (Sigma, США) в конечной концен-
трации 2 мкг/мл. YO-PRO® — флуоресцентный 
краситель, который свободно проникает в клет-
ки, находящиеся в состоянии раннего апоптоза. 
Йодид пропидия — флуоресцентный краситель, 
который свободно проникает в клетки, находя-
щиеся в состоянии некроза и позднего апоптоза. 
Клеточную суспензию ресуспендировали и по-
сле 5 мин инкубации с красителями проводили 
анализ образцов на проточном цитометре Navios 
(Beckman Coulter, США).

Оценка уровня экспрессии поверхностных мо-
лекул на эндотелиальных клетках линии EA.hy926. 
Эндотелиальные клетки линии EA.hy926 вно-
сили в лунки 12-луночного планшета (Orange 
Scientific, Бельгия) в концентрации 0,4 · 106 кле-
ток в лунку в 2 мл среды DMEM/F12 (Биолот, 
Россия) с добавлением 10 % FBS (Gibco, США), 
50  мкг/мл гентамицина (Биолот, Россия), 
2  ммоль/л глютамина (Биолот, Россия) и НАТ 
(Flow laboratories, США). В некоторые лунки 
вносили Рефнолин  — провоспалительный ци-
токин TNFα (Sanitas, Литва) в концентрации 
50  ЕД/мл (1  ЕД = 0,06 нг) и/или исследуе-
мый препарат и инкубировали в течение 24  ч 
при 37 °C во влажной атмосфере с 5 % CO2. 
После окончания инкубации содержимое каж-
дой лунки собирали путем 20-минутной экспо-
зиции в растворе Версена (Биолот, Россия) и по-
мещали в микропробирки (Sarstedt, Австрия). 
Клетки осаждали на центрифуге, надосадочную 
жидкость собирали и замораживали при –20 °C 
для последующего анализа концентрации ци-
токинов. Экспрессию поверхностных молекул 
на эндотелиальных клетках оценивали с по-
мощью моноклональных антител против CD54 
(ICAM-1), меченых РЕ (Кат. № PN IM1239U, 
Beckman Coulter, США) и СD142, меченых  РЕ 
(Кат. №  550312, Becton Dickinson, США). 
Клетки инкубировали в присутствии монокло-
нальных антител соответствующей специфич-
ности в течение 25 мин при комнатной темпе-
ратуре в темноте. После однократной отмывки 
физиологическим раствором (Биолот, Россия), 
содержащим 0,1 % NaN3 (Helicon, Россия), ре-
гистрировали  результаты. Интенсивность флю-
оресценции оценивали с помощью проточно-
го цитофлуориметра Navios фирмы Beckman 
Coulter, США. Результаты выражали как среднее 
значение интен сивности флуоресценции (mean 
fluorescence intensity  —  MFI).
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Количественная оценка секреции цитокинов 
в надосадочных жидкостях клеточных культур. 
Для определения концентрации IL-8 в биоло-
гических жидкостях использовали коммерче-
ские тест-системы ООО «Цитокин» (Россия). 
Иммуноферментный анализ проводили согласно 
рекомендациям производителя. 

Статистическая обработка данных. Полученные 
данные проверяли на нормальность распределе-
ния с помощью теста Шапиро – Уилка. Оценку 
достоверности различий между контрольными 
и опытными выборками проводили методом 
одно факторного дисперсионного анализа ANOVA 

(p < 0,001), попарное сравнение средних значе-
ний производили при помощи апостериорных 
тестов Даннетта и Тьюки. Данные представляли 
как среднее значение (М) ± стандартное откло-
нение (SD). Анализ проводили с по мощью про-
грамм Statistica 6.0, Microsoft Office Excel  2010, 
Navios Software 1.0 и GraphPad Prism 8. 

Результаты

Исследование влияния гидролизата M. edulis 
на жизнеспособность и метаболическую актив-
ность клеток. Исследований влияния гидроли-
зата M. edulis на метаболизм эндотелиальных 
клеток до сих пор не проводили, и теоретически 
препарат мог оказывать как ингибирующее, так 
и стимулирующее действие на клетки. Поэтому 
эксперимент проводили в условиях пониженно-
го (2,5 %) содержания сыворотки в культураль-
ной среде, чтобы эффект сыворотки не скрывал 
возможное стимулирующее действие препарата. 
Культивирование в среде с повышенным содер-
жанием FBS, а именно 10 %, достоверно уси-
ливало активность митохондриального дыхания 
эндотелиальных клеток (рис. 1). Исследуемый 
препарат не оказывал никакого влияния 
на активность митохондриальных дегидрогеназ. 
Полученные результаты показали, что препарат 
в широком диапазоне концентраций не оказывал 
токсического действия на клетки и не усиливал 
их метаболизм.

Влияние препарата на пролиферативную актив-
ность эндотелиальных клеток. Культивирование 
в присутствии повышенного (10 %) содержания 
сыворотки приводило к достоверному усилению 
пролиферации клеток по сравнению с этим по-
казателем в контроле (2,5 % FBS) (рис. 2). 
Исследуемый препарат в широком диапазоне 
концентраций (разведения от 1 : 10 до 1 : 40) 
по сравнению с контролем также достоверно 
повышал пролиферативную активность эндоте-
лиальных клеток.

Влияние гидролизата M. edulis на жизнеспо-
собность эндотелиальных клеток после инкуба-
ции в присутствии H2O2 и HOCl. Н2О2, начиная 
с концентрации 25 мкмоль/л, приводил к сниже-
нию жизнеспособности эндотелиальных клеток. 
При этом происходило достоверное снижение 
доли живых клеток при одновременном повыше-
нии доли клеток в состоянии некроза и раннего 
апоптоза относительно этих значений в контроле 
(культуральная среда) (рис. 3, a). Добавка иссле-
дуемого препарата в разведении  1 : 5 не оказы-
вала достоверного влияния на исследуемые 
параметры во всех случаях, кроме пробы с со-
держанием Н2О2 в максимальной концентрации 
100 мкмоль/л. При этом доля живых клеток была 
достоверно ниже, а доля клеток в состоянии 

Рис. 1. Влияние гидролизата M. edulis на активность ми-
тохондриальных дегидрогеназ клеток линии EA.hy926. 
Влияние препарата на эндотелиальные клетки оце-
нивали с помощью МТТ-теста. Результаты выражали 
в процентах, принимая за 100 % оптическую плотность 
в контрольных лунках, содержащих культуральную среду 
без добавок. Здесь и далее полученные данные прове-
ряли на нормальность распределения с помощью теста 
 Шапиро – Уилка. Оценку достоверности различий между 
контрольными и опытными выборками проводили ме-
тодом однофакторного дисперсионного анализа ANOVA 
(p < 0,001), попарное сравнение средних значений про-
изводили при помощи апостериорных тестов Даннет-
та и Тьюки. Данные представляли как среднее значе-
ние (М) ± стандартное отклонение (SD). Различия досто-
верны по сравнению с контролем при: * р < 0,001; n = 24 
Fig. 1. The effect of M. edulis hydrolysate on the mitochon-
drial dehydrogenases activity of EA.hy926 cells. The prepara-
tion effect on endothelial cells was assessed using MTT-test. 
The results were expressed as a percentage, taking the optical 
density in control wells containing culture medium as 100%. 
Here and further, the obtained data were checked for the 
normality of the distribution using the Shapiro-Wilk test. 
The  differences between the control and experimental sam-
ples was assessed by one-way analysis of variance ANOVA 
(p < 0.001), pairwise comparison was performed using the 
post-hoc Dunnett and Tukey tests. The data were expressed 
as Mean (M) ± standard deviation (SD). The differences are 
significant compared to the control at: * р < 0.001, n = 24
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некроза и раннего апоптоза — достоверно выше 
по сравнению с данными показателями в тех же 
условиях без препарата. HOCl приводила к сни-
жению жизнеспособности эндотелиальных кле-
ток, начиная с концентрации 21,5 мкмоль/л 
(рис. 3, b). В этом случае также наблюдалось до-
стоверное снижение доли живых клеток и повы-
шение доли клеток в состоянии некроза, а доля 
клеток в состоянии раннего апоптоза достовер-
но не изменялась. При дальнейшем повышении 
концентрации HOCl происходило достоверное 
снижение доли живых клеток относительно это-
го показателя в контроле. Добавка гидролизата 
M. edulis в разведении 1 : 5 в этом случае достовер-
но повышала жизнеспособность эндотелиальных 
клеток так, что доля живых клеток не опускалась 
ниже уровня контроля. В присутствии гидроли-
зата M. edulis только при концентрации HOCl 
100  мкмоль/л доля живых клеток становилась 
достоверно ниже по сравнению с этим показа-
телем в контроле. Таким образом, исследования 
показали, что препарат обладал нейтрализующим 
действием в отношении HOCl, но оказался не-
эффективным в отношении Н2О2.

Влияние гидролизата M. edulis на актива-
цию эндотелиальных клеток. Далее исследова-
ли влияние препарата M. edulis на спонтанную 
и индуцированную активацию эндотелиальных 
клеток. Для этого изучали влияние препарата 
на спонтанную и индуцированную продукцию 
провоспалительного цитокина IL-8 и экспрес-
сию активационных маркеров CD54 и CD142. 
В качестве стандартного индуктора исполь-
зовали провоспалительный цитокин TNFα. 
Как и ожидалось, TNFα достоверно усиливал 
продукцию IL-8 и экспрессию активационного 
маркера CD54, но не оказывал влияния на экс-
прессию CD142 эндотелиальными клетками 
(рис.  4). Исследуемый препарат в широком 
диапазоне концентраций (разведения от 1 : 20 
до 1 : 400) не оказывал статистически досто-
верного влияния на спонтанную секрецию IL-8 
(рис. 4, a). Влияние препарата на индуцирован-
ную под действием TNFα секрецию IL-8 так-
же не было достоверным, однако наблюдалась 
тенденция к подавлению продукции цитокина, 
максимально выраженная в разведении препа-
рата 1 : 200. Не  было обнаружено достоверных 
эффектов препарата в отношении спонтанной 
и индуцированной экспрессии эндотелиальны-
ми клетками активационных маркеров CD54 
и CD142 (рис. 4, b и c).

Обсуждение

Проведенные исследования показали, что ги-
дролизат M. edulis в исследуемых концентрациях 
не обладал токсическим действием в отношении 

эндотелиальных клеток (см.  рис. 1). Более того, 
было выявлено положительное действие препа-
рата на клетки, состоящее в усилении их про-
лиферативной активности (см. рис. 2). Ранее 
не было изучено действие препарата на проли-
ферацию эндотелия. Однако в целом получен-
ные данные согласуются с результатами ранее 
проведенных исследований влияния гидролиза-
та M.  edulis на барьерную функцию эндотелия. 
Так, было установлено, что препарат достоверно 
снижал проницаемость сосудов у мышей, инду-
цированную веществом 48/80 [9]. Кроме того, 
исследования in vitro путем непрерывной реги-
страции изменений с использованием системы 
ECIS показали, что препарат достоверно снижал 
индуцированную под действием липополисаха-
рида проницаемость монослоя эндотелия микро-
сосудов мозга [9].

Ранее было установлено, что производные 
M. edulis содержат биологически активные ве-
щества, которые могут эффективно регулировать 
воспаление [21, 22]. В частности, потреб ление 
в пищу M. edulis снижало проявление симптомов 
ревматоидного артрита у женщин и улучшало 
состояние их здоровья [22]. Жирные кислоты 

Рис. 2. Влияние гидролизата M. edulis на пролифера-
цию эндотелиальных клеток человека линии EA.hy926. 
Оценка пролиферативной активности эндотелиальных 
клеток с использованием красителя кристаллического 
фиолетового. Результаты выражали в процентах, при-
нимая за 100 % оптическую плотность в контрольных 
лунках, содержащих культуральную среду без добавок. 
Различия достоверны по сравнению с контролем при: 
* р < 0,001, n = 18
Fig. 2. The effect of M. edulis hydrolysate on EA.hy926 cell 
proliferation. Endothelial cell proliferation was assessed using 
crystal violet dye. The results were expressed as a percentage, 
taking the optical density in control wells containing culture 
medium as 100%. The differences are significant compared 
to the control at: * р < 0.001, n = 18
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из M.  edulis оказывали профилактический и те-
рапевтический эффект в модели адъювант-инду-
цированного артрита у самцов крыс линии 
Wistar  [23]. Пептидная фракция гидролизата 

M.  edulis с молекулярной массой более 5 кДа 
подавляла инду цированную липополисахарида-
ми продукцию  NO, простагландина  E2 и про-
воспалительных цитокинов (TNFα, IL-6 и IL-1b) 

Рис. 3. Влияние гидролизата M. edulis на жизнеспособность эндотелиальных клеток EA.hy926 после инкубации в при-
сутствии H2O2 (a) и HOCl (b). Гидролизат M. edulis вносили в разведении 1 : 5 по объему. Жизнеспособность клеток 
оценивали путем окрашивания флуоресцентными красителями Yo-Pro и йодидом пропидия, которые свободно 
проникают в клетки, находящиеся в состоянии раннего апоптоза и некроза/позднего апоптоза соответственно. 
Образ цы анализировали с помощью проточной цитометрии. Отличия достоверны для живых клеток: * р < 0,001, 
** р < 0,05; для клеток в состоянии некроза: & p < 0,001, && p < 0,01; для клеток в состоянии апоптоза: ●●● p < 0,001, 
●● p < 0,01, ● p < 0,05; n = 3
Fig. 3. The effect of M. edulis hydrolysate on the viability of EA.hy926 cells after incubation in the presence of H2O2 (a) 
and HOCl (b). M. edulis hydrolysate was added in dilution of 1:5 (v/v). Cell viability was assessed by cell staining with 
fluorescent dyes YO-PRO® and propidium iodide, which freely penetrate into cells in state of early apoptosis and necrosis/
late apoptosis, respectively. The samples were analyzed using flow cytometry. The differences are significant for living cells: 
* р < 0.001, ** р < 0.05; for necrotic cells: & p < 0.001, && p < 0.01; for apoptotic cells: ●●● p < 0.001, ●● p < 0.01, ● p < 0.05; n = 3

100

50

0

%
, M

 ±
 S

D

Гидролизат M. edulis 
M. edulis hydrolyzate – + – + – + – + – +

H2O2, µM 0 12,5 25 50 100

**, &

*, &, •••
*, &, ••

*, &, •a

100

50

0

%
, M

 ±
 S

D

Гидролизат M. edulis 
M. edulis hydrolyzate – + – + – + – + – +

HOCl, µM 0 12,5 25 50 100

*, &, •••
*, &, •••

*, &

*, &&

*, &, •*, & *, & *, &

b

Ранний апоптоз

Некроз / поздний апоптоз

Живые

Early apoptosis

Necrosis / late apoptosis

Live



ISSN 1608-4101 (Print) Медицинский академический журнал 
ISSN 2687-1378 (Online) Medical Academic Journal

ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ / OrIgINAl reSeArch

Том Выпуск 
Volume 22 Issue 4 2022

63

мышиными макрофагами линии RAW264.7. 
Эти эффекты были связаны с ингибировани-
ем NF-κB и MAPK сигнальных каскадов, экс-
прессией iNOS и циклооксигеназы-2 [21, 24]. 
Также были получены подтверждения противо-
спалительного действия препарата в отношении 
эндо телиальных клеток вены пупочного канати-
ка человека. Гидролизат M. edulis усиливал про-
дукцию вазопротекторной молекулы NO и сни-
жал индуцированную медиаторами воспаления 

экспрессию VCAM-1 и секрецию IL-6 в эндо-
телиальных клетках [9]. 

Установленное ранее антиоксидантное дей-
ствие гидролизата M. edulis [24] можно рассма-
тривать как один из механизмов противовос-
палительного действия препарата. В частности, 
в составе белков гидролизата M. edulis был выде-
лен и идентифицирован один антиоксидантный 
пептид (Tyr-Pro-Pro-Ala-Lys), который показал 
высокую активность нейтрализации свободных 

Рис. 4. Влияние гидролизата M. edulis на секрецию IL-8 (a) и экспрессию активационных маркеров: адгезионной 
молекулы CD54 (ICAM-1) (b) и тканевого фактора CD142 (c) эндотелиальными клетками EA.hy926. Определение 
концентрации IL-8 в супернатантах клеточных культур проводили с помощью иммуноферментного анализа. Экс-
прессию поверхностных молекул CD54 и СD142 на эндотелиальных клетках оценивали с использованием моно-
клональных антител и проточной цитометрии. Различия достоверны по сравнению с контролем при: * р < 0,001; 
n = 8 (a), 4 (b, c)
Fig. 4. The effect of M. edulis hydrolysate on the IL-8 secretion (a) and level of activation markers: adhesion molecule CD54 
(ICAM-1) (b) and tissue factor CD142 (c) on EA.hy926 cells. The concentration of IL-8 in cell culture supernatants was 
determined using ELISA. The expression of CD54 and CD142 molecules on endothelial cells was evaluated using monoclonal 
antibodies and flow cytometry. The differences are significant compared to the control at: * р < 0,001; n = 8  (a), 4 (b, c)
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радикалов и способность ингибировать окис-
лительный стресс в модельной системе с лино-
левой кислотой [25]. В гидролизатах M. edulis 
также были выявлены биоактивные пептиды, 
способные ингибировать ангиотензин-превра-
щающий фермент, обладающие хелатирующи-
ми и антиоксидантными свойствами [26–28]. 
Результаты нашего исследования косвенно под-
твердили антиоксидантные свойства препарата. 
Установлено, что препарат обладает способно-
стью нейтрализовать токсичное действие HOCl 
и повышать выживаемость эндотелиальных кле-
ток в присутствии этого окислителя (см. рис. 3). 
В то же время противовоспалительного действия 
гидролизита M. edulis в отношении эндотелиаль-
ных клеток линии EA.hy926 выявлено не было, 
препарат не оказывал влияния на индуциро-
ванную TNFα продукцию IL-8 и экспрессию 
активационного маркера CD54 (см. рис. 4). 
Вероятно, это связано с фенотипическими осо-
бенностями клеток линии EA.hy, это трансфор-
мированные клетки, отличающиеся от первич-
ных культур эндотелиальных клеток, на которых 
проводили предыдущие исследования гидроли-
зата M.  edulis  [9]. 

Выводы

В исследовании установлено, что гидроли-
зат M. edulis оказывает положительное действие 
на эндотелиальные клетки линии EA.hy926, 
усиливает их пролиферацию и улучшает вы-
живаемость в присутствии окислителя HOCl. 
Полученные данные подтверждают, что гидро-
лизат M. edulis можно использовать для разра-
ботки новых препаратов с вазопротекторным 
действием.

Дополнительная информация
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