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■ Формирование плаценты в значительной степени зависит от функциональной активности клеток трофобласта. 
При такой патологии беременности, как гестоз, нарушена пролиферация клеток трофобласта. Целью исследования 
явилось изучение влияния препарата «Цитофлавин» и препарата «Магнегамма» на пролиферативную активность 
клеток трофобласта линии JEG-3. Установлено, что препараты «Цитофлавин» и «Магнегамма» стимулируют про-
лиферацию и миграцию клеток трофобласта. Работа поддержана грантами Президента РФ НШ-641.2014.7, 
СП-424.2012.4, грантом РФФИ 13-04-00304 А.
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■ Placenta organization significantly depends on trophoblast cells functional activity. Pregnancy complications like preec-
lampsia are accompanied by trophoblast cells proliferation failure. The goal was to study influences of the drugs “Cytoflavin” 
and “Magnegamma” to proliferation tropblast cells. It is established that the drugs “Cytoflavin and Megagamma” stimulate 
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Введение
Благополучное течение беременности в зна-

чительной степени зависит от функциональной 
активности клеток трофобласта, в частности 
от своевременного и активного деления клеток 
трофобласта и их миграции для формирования 
полноценной плаценты. Однако в настоящее 
время существует широкий круг заболеваний, 
связанных с нарушением функциональной 
активности клеток трофобласта. Нарушение 
пролиферативной активности трофобласта мо-
жет приводить к его недостаточной инвазии, 
дефициту кровоснабжения и питания плода, 
отслойке плаценты. Одним из тяжелейших 
осложнений беременности является гестоз, 
развитие которого сопровождается нарушени-
ем пролиферации, миграции и инвазии клеток 
трофобласта. ранее установлено, что сыворот-
ка беременных женщин с гестозом оказывает 
подавляющее действие на пролиферативную 
и инвазивную активность трофобласта [24]. 
Гестоз также сопровождается накоплением 
кислородных радикалов и развитием окис-
лительного стресса. Значительное внимание 
в патогенезе гестоза уделяют эндотелиальной 

дисфункции, однако в настоящее время пре-
обладает мнение об инициации заболевания 
именно в области фетоплацентарного контак-
та [18]. Поэтому воздействие на клетки трофо-
бласта при гестозе также является перспектив-
ным направлением его терапии.

В настоящее время продолжается поиск фар-
мацевтических препаратов, способных поддер-
живать функциональную активность клеток 
трофобласта и при этом быть безопасными для 
матери и плода. Оба исследуемых в данной ра-
боте препарата обладают цитопротективным 
действием, в основе которого лежит реали-
зация различных внутриклеточных механиз-
мов. Препарат «Цитофлавин» (ООО «НТФФ 
«Полисан», россия), содержащий янтарную кис-
лоту, инозин, никотинамид и рибофлавин [1], 
оказывает противогипоксическое и антиокси-
дантное действие, положительно влияет на про-
цессы энергообразования в клетке. Благодаря 
этим свойствам препарата его использование 
рекомендовано в составе комплексной терапии 
гестоза [2]. Применение данного препарата при 
патологических состояниях, сопровождающих 
развитие беременности, представляется актуаль-
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ным в силу безопасности и хорошей совместимо-
сти с широким спектром других препаратов [1]. 
В отечественной и зарубежной литературе 
встречаются работы, посвященные изучению 
влияния препарата «Цитофлавин» или его ком-
понентов на исход беременности и различные 
показатели состояния здоровья матери. ранее 
нами было установлено положительное влияние 
препарата «Цитофлавин» на функциональную 
активность эндотелиальных клеток [3].

Практически у всех беременных гестоз проте-
кает на фоне гипомагниемии, поэтому в акушер-
ской практике часто применяется сульфат магния 
при терапии гестоза в качестве вазодилататорного 
и антиконвульсивного средства [10]. действие маг-
ния хорошо изучено на клетках эндотелия сосу-
дов. Экзогенный магний способствует нормали-
зации функционирования сердечно-сосудистой 
системы [27, 29], способствует снижению си-
стемного воспаления и эндотелиальной дисфунк-
ции [28]. дефицит магния вносит вклад в по-
вреждение эндотелиальных клеток вследствие 
действия активных форм кислорода и радика-
лов [30]. Несмотря на эффективность примене-
ния магния сульфата, существуют значительные 
риски при его применении. Поэтому отечествен-
ными производителями был разработан препарат 
«Магнегамма» (ООО «НТФФ «Полисан», россия) 
на основе аспартата магния, биодоступность 
и эффективность в отношении эндотелиальных 
клеток которого превышает таковую сульфата 
магния [21]. ранее нами было установлено по-
ложительное влияние препарата «Магнегамма» 
на эндотелиальные клетки [4].

Формирование плаценты является результатом 
межклеточного взаимодействия большого числа 
типов клеток, основными из которых являют-
ся клетки трофобласта, эндотелиальные клетки, 
клетки иммунной системы. В настоящее время 
остается недостаточно изученным влияние цито-
протекторов на отдельные клеточные популяции 
плаценты, в частности клетки трофобласта. 

Целью настоящего исследования явилось 
изучение влияния препарата «Цитофлавин», со-
держащего янтарную кислоту, рибоксин, никоти-
намид и рибофлавина мононуклеотид, и препа-
рата «Магнегамма» на основе аспартата магния 
на пролиферативную активность клеток трофо-
бласта линии JEG-3.

Материалы и методы
Препарат «Цитофлавин» предоставлен 

ООО «НТФФ «Полисан» (россия) — комплекс-
ный раствор для внутривенного введения. В 1 мл 
раствора содержится: янтарной кислоты 100 мг, 
инозина (рибоксина) 20 мг, никотинамида 10 мг, 

рибофлавина мононуклеотида 2 мг, вспомога-
тельные вещества (N-метилглюкамин, натрия ги-
дроксид, вода для инъекций).

Препарат «Магнегамма» предоставлен 
НТФФ «Полисан» (россия). Препарат содержит 
аспартат магния, янтарную кислоту; осмоляр-
ность препарата составляет 269 м/осм/нг, рН = 7,2. 
Препарат является водорастворимым.

Культура клеток. Исследования проводили 
с использованием клеток трофобласта линии Jeg-3, 
полученными из американской коллекции типовых 
культур (ATCC, сШа). Клетки линии JEG-3 вос-
производят основные морфологические, фенотипи-
ческие и функциональные характеристики инвазив-
ного трофобласта первого триместра беременности 
[14]. для культивирования использовали полную 
среду DMEM (Sigma, сШа) с добавлением 10%-й 
инактивированной эмбриональной телячьей сыво-
ротки (ЭТс) (Sigma, сШа), 100 ед/мл пенициллина 
и 100 мкг/мл стрептомицина, 0,5 мМ L-глутамина, 
1 мл MEM, 1 мМ пирувата натрия (Sigma, сШа). 
дезинтеграцию монослоя клеток для пересева 
осуществляли раствором версена (Биолот, россия) 
с раствором трипсина (Биолот, россия), смешанных 
в соотношении 1 : 1. Пересев клеток осуществляли 
каждые 48 часов. жизнеспособность клеток оцени-
вали с помощью раствора трипанового синего, она 
составляла не менее 96 %.

Определение минимальной токсической 
дозы препаратов в отношении клеток линии 
JEG‑3. Клетки линии JEG-3 вносили в лунки 
96-луночного плоскодонного планшета (BD, 
сШа) в концентрации 25000 клеток на лун-
ку в 100 мкл полной среды DMEM/F12 (Sigma, 
сШа) c добавлением 10 % ЭТс и культивирова-
ли 24 часа (37 °с во влажной атмосфере, 5 % сО2) 
до образования конфлюэнтного монослоя. 
В 96-луночном круглодонном планшете (Sarstedt, 
австрия) готовили серию разведений препара-
тов «Цитофлавин» или «Магнегамма» в объеме 
100 мкл путем последовательного титрования 
препарата в 2 раза на среде DMEM. После раз-
ведения в каждую лунку к 100 мкл пробы пре-
парата добавляли по 10 мкл ЭТс. Затем клеткам 
линии JEG-3 заменяли культуральную среду 
на приготовленные разведения препаратов. В ка-
честве контроля использовали полную среду 
с добавлением 10 % ЭТс (спонтанный уровень). 
Культивировали клетки линии JEG-3 в течение 
24 часов при 37 °с во влажной атмосфере с 5%-м 
содержанием сО2. Затем клетки линии JEG-3 
окрашивали 0,2%-м раствором кристалличе-
ского фиолетового (Sigma, сШа), содержащего 
5 % метанола, для чего в каждую лунку вносили 
краситель в объеме 100 мкл на лунку и инкуби-
ровали 10 минут. После окраски производили 



ISSN 1684–0461

9ОрИГИНаЛЬНЫе ИссЛедОВаНИЯ

Т О М   L X I V   В Ы П У С К    1 / 2 0 1 5

4-кратную отмывку лунок дистиллированной 
водой. Планшет высушивали, проводили экс-
тракцию красителя 10 %-м раствором уксусной 
кислоты. Учет оптической плотности раствора 
кристаллического фиолетового в лунках план-
шета проводили на микропланшетном ридере 
Labsystems (Финляндия) при длине волны 540 нм. 
результаты выражали в единицах оптической 
плотности. О снижении жизнеспособности кле-
ток судили по снижению оптической плотности 
пробы по сравнению с клетками, к которым при 
инкубации не добавляли препараты.

Оценку пролиферативной активности JEG-3 
проводили культуральным методом с последу-
ющей окраской клеток витальным красителем 
кристаллическим фиолетовым (Sigma, сШа). 
Клетки линии JEG-3 вносили в лунки 96-лу-
ноч ного плоскодонного планшета (BD, сШа) 
в концентрации 4000 клеток на лунку в 100 мкл 
среды DMEM (Sigma, сШа) c добавлением 10 % 
ЭТс (Sigma, сШа) и культивировали 24 часа 
при 37 °с во влажной атмосфере с 5%-м содер-
жанием сО2 для прикрепления клеток к поверх-
ности планшета. В 96-луночном круглодонном 
планшете (Sarstedt, австрия) готовили серию 
разведений препаратов на среде DMEM без 
ЭТс в объеме 100 мкл. Затем в каждую лунку 
с готовыми разведениями препаратов добавля-

ли по 2 мкл ЭТс. Затем заменяли культураль-
ную среду в лунках с клетками на приготов-
ленные разведения препаратов «Цитофлавин» 
и «Магнегамма». В качестве контроля исполь-
зовали культуральную среду с добавлением 2 % 
ЭТс. для дополнительного контроля оценива-
ли пролиферативную активность клеток линии 
JEG-3 в присутствии полной культуральной 
среды с добавлением 10 % ЭТс. Затем клетки 
линии JEG-3 культивировали 72 часа при 37 °с 
во влажной атмосфере с 5 % содержанием сО2. 
После окончания инкубации клетки окраши-
вали кристаллическим фиолетовым согласно 
методике, описанной выше. После инкубации 
клеток линии JEG-3 в присутствии препаратов 
в разведениях также оценивали их жизнеспо-
собность, окрашивая трипановым синим (Sigma, 
сШа). При этом жизнеспособность клеток ли-
нии JEG-3 составляла 96 %.

статистическую обработку результатов прово-
ди в программе Attestat 12.1.7 с использованием 
критерия стьюдента.

Результаты исследования
Установлено, что неразведенный препа-

рат «Цитофлавин», а также в разведениях 
от 1 : 1 до 1 : 128 оказывал токсическое действие 
на клетки трофобласта линии JEG-3 (табл. 1). 

Инкубация клеток линии JEG-3  
в течение 72 часов в присутствии 

Оптическая плотность раствора кристаллического 
фиолетового. данные приведены для препаратов 

«Цитофлавин» «Магнегамма»
среды DMEM, 10 % ЭТс (спонтанный уровень), без препаратов 1,013 ± 0,014 1,231 ± 0,004***

Неразведенного препарата 0,077 ± 0,002*** 0,135 ± 0,005***

разведений препарата 
на культуральной среде DMEM 

с добавлением 10 % ЭТс

1 : 1 0,075 ± 0,001*** 0,998 ± 0,005***###
1 : 2 0,076 ± 0,001*** 1,173 ± 0,013###
1 : 4 0,082 ± 0,004*** 1,178 ± 0,014
1 : 8 0,092 ± 0,002***### 1,233 ± 0,029
1 : 16 0,183 ± 0,007***### 1,265 ± 0,034
1 : 32 0,744 ± 0,029**## 1,227 ± 0,016
1 : 64 0,914 ± 0,005**## 1,249 ± 0,010
1 : 128 0,975 ± 0,008### 1,283 ± 0,035
1 : 256 1,217 ± 0,009*** 1,297 ± 0,009
1 : 512 1,146 ± 0,032* 1,139 ± 0,017
1 : 1024 1,116 ± 0,011** 1,187 ± 0,008
1 : 2048 1,107 ± 0,03* 1,291 ± 0,006
1 : 4096 1,074 ± 0,0125* 1,255 ± 0,028
1 : 8192 1,101 ± 0,034 1,271 ± 0,038
1 : 16384 1,053 ± 0,003# 1,244 ± 0,006
1 : 32768 1,023 ± 0,007 1,248 ± 0,012
1 : 65536 1,032 ± 0,012 1,290 ± 0,007

Отличие количества клеток линии JEG-3 при культивировании в присутствии препарата от спонтанного уровня: * — p < 0,05; 
** — p < 0,01; *** — p < 0,001. Отличие пролиферативной активности клеток линии JEG-3 в присутствии разведения 
препарата от следующего разведения препарата: # — p < 0,05; ## — p < 0,01; ### — p < 0,001

Таблица 1
Влияние препарата «Цитофлавин» и «Магнегамма» на жизнеспособность клеток линии JEG-3
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В разведениях от 1 : 256 до 1 : 4096 наблюдалось 
стимулирующее действие препарата на прирост 
количества клеток линии JEG-3 (табл. 1). В раз-
ведениях от 1 : 8192 до 1 : 65536 исследуемый пре-
парат не оказывал влияния на изменение количе-
ства клеток линии JEG-3 (табл. 1). Минимальной 
токсической дозой препарата явилось разведение 
1:128 (табл. 1).

В разведениях 1 : 256, 1 : 512, 1 : 4096, 
1 : 524288 не отмечено значимого влияния 
препарата «Цитофлавин» на пролифера-
тивную активность клеток трофобласта ли-
нии JEG-3 (табл. 2). В разведениях 1 : 1024, 
1 : 2048, от 1 : 8192 до 1 : 262144 и в разведении 
1 : 1048576 препарат «Цитофлавин» стимулиро-
вал пролиферативную активность клеток трофо-
бласта линии JEG-3 (табл. 2). Не было выявлено 
дозозависимосимого характера влияния иссле-
дуемого препарата на пролиферативную актив-
ность клеток трофобласта линии JEG-3 (табл. 2).

Препарат «Магнегамма» неразведенный 
и в разведении 1 : 1 и 1 : 2 оказывал токсическое 
действие на клетки трофобласта линии JEG-3 
(табл. 1). В разведениях от 1 : 4 до 1 : 65536 препа-
рат «Магнегамма» не оказывал влияния на жиз-

неспособность клеток трофобласта линии JEG-3 
(табл. 1). По результатам влияния препарата 
на жизнеспособность клеток трофобласта линии 
JEG-3 минимальной токсической дозой препара-
та являлось его разведение 1:2.

Препарат «Магнегамма» стимулировал про-
лиферативную активность клеток трофобласта 
линии Jeg-3 в разведениях 1 : 128, 1 : 512 (табл. 2). 
В остальных разведениях препарат не оказывал 
влияния на пролиферативную активность клеток 
трофобласта (табл. 2). дозозависимого характера 
действия препарата «Магнегамма» на пролифе-
ративную активность клеток трофобласта линии 
Jeg-3 выявить не удалось.

Обсуждение
При гестозе отмечается недостаточная инвазия 

трофобласта [15], нарушение функциональной 
активности трофобласта. Кроме того, при гесто-
зе наблюдается гипоксия в плаценте и нарушение 
функционирования антиоксидантной системы 
[8, 19].

Препарат «Цитофлавин» является комбини-
рованным препаратом, в состав которого входят 
янтарная кислота, инозин, никотинамид и ри-

Таблица 2
Влияние препаратов «Цитофлавин» и «Магнегамма» на пролиферативную активность клеток трофобласта линии 
JEG-3

Инкубация клеток в течение  
72 часов в присутствии

Оптическая плотность раствора кристаллического фиолетового. 
данные приведены для препаратов:

«Цитофлавин» «Магнегамма»
среды DMEM с добавлением 2 % ЭТс 
(спонтанный уровень), без препаратов 0,962 ± 0,025 0,399 ± 0,015

среды DMEM с добавлением 10 % ЭТс,  
без препаратов 1,274 ± 0,010*** 0,825 ± 0,026***

разведений препарата 
на культуральной среде 
DMEM с добавлением 

2 % ЭТс

1 : 16 нет данных 0,441 ± 0,022
1 : 32 нет данных 0,432 ± 0,014
1 : 64 нет данных 0,452 ± 0,030
1 : 128 нет данных 0,454 ± 0,012*
1 : 256 0,971 ± 0,020 0,539 ± 0,059
1 : 512 1,037 ± 0,029 0,451 ± 0,005*
1 : 1024 1,056 ± 0,016 ** 0,452 ± 0,028
1 : 2048 1,035 ± 0,025 * 0,412 ± 0,001
1 : 4096 1,036 ± 0,044 ## 0,467 ± 0,009
1 : 8192 1,359 ± 0,039 *** 0,435 ± 0,012
1 : 16384 1,229 ± 0,039 ** 0,461 ± 0,025
1 : 32768 1,193 ± 0,056 * 0,443 ± 0,012
1 : 65536 1,143 ± 0,062 * 0,476 ± 0,013
1 : 131072 1,155 ± 0,046 * 0,435 ± 0,017
1 : 262144 1,136 ± 0,039 * 0,439 ± 0,013
1 : 524288 1,135 ± 0,069 0,460 ± 0,025
1 : 1048576 1,114 ± 0,019 ** 0,434 ± 0,018
1 : 2097152 нет данных 0,426 ± 0,005

Отличие пролиферативной активности клеток линии JEG-3 при культивировании в присутствии препарата по сравнению со 
спонтанным уровнем их пролиферации: * — p < 0,05; ** — p < 0,01; *** — p < 0,001. Отличие пролиферативной активности 
клеток линии JEG-3 в присутствии разведения препарата от следующего разведения препарата: ## — p < 0,01
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бофлавин. Компоненты препарата являются 
индукторами основных метаболических путей 
в клетках, увеличивают образование энергии 
и активируют внутриклеточный синтез белка 
и нуклеиновых кислот [1]. Ввиду его антиокси-
дантного и противогипоксического действия он 
широко применяется при нарушениях сердечно-
сосудистой деятельности, различных неврологи-
ческих патологиях, черепно-мозговых травмах, 
отравлениях различной природы [1]. В случае 
возникновения патологии беременности, связан-
ной с гипоксией, нарушением обмена веществ 
данный препарат также может оказать положи-
тельное действие на функциональную актив-
ность плаценты в целом и клеток трофобласта 
в частности.

стимулирующее действие препарата «Цито-
флавин» на пролиферативную активность клеток 
трофобласта линии Jeg-3 обусловлено действием 
как отдельных его компонентов, так и их сово-
купности. рибофлавин является предшественни-
ком флавинмононуклеотида и флавинаденинди-
нуклеотида (Фад), которые служат кофакторами 
для важных клеточных ферментов. рибофлавин 
играет важную роль при формировании плода. 
На мышах было показано, что недостаток рибоф-
лавина вызывает задержку развития эмбриона 
и снижение его веса, увеличивает частоту воз-
никновения патологических нарушений в строе-
нии сердца [2, 7]. На других животных моделях 
также было показано развитие тяжелых наруше-
ний у плода при недостатке рибоксина во время 
беременности [26]. Инозин и янтарная кислота 
способствуют активации реакций цикла Кребса, 
оказывают антигипоксическое, метаболическое 
действие, повышают энергетический уровень 
в клетке. Никотинамид является важным компо-
нентом кодегидрогеназ I (Над) и II (НадФ), уча-
ствующих в окислительно-восстановительных 
процессах в клетке. Никотинамид оказывает 
влияние на выживаемость и пролиферативную 
активность клеток различной природы. Показано, 
что никотинамид поддерживает жизнеспособ-
ность гепатоцитов за счет поддержания необходи-
мого содержания в клетке НадФ [17], способен 
ингибировать цитокин-индуцированную актива-
цию фибробластов [16]. Одновременно на опухо-
левых клетках показано ингибирующее действие 
никотинамида на пролиферативную активность 
[5, 23]. Несмотря на схожесть некоторых меха-
низмов межклеточного взаимодействия клеток 
трофобласта и опухолевых клеток [11], в составе 
исследуемого препарата никотинамид вероятно 
не оказывал ингибирующего действия на про-
лиферацию клеток трофобласта. Нам не удалось 
обнаружить работ, посвященных действию нико-

тинамида на пролиферативную активность тро-
фобласта. Однако была показана конститутивная 
экспрессия НадФН оксидазы и всех ее субъе-
диниц в клетках трофобласта и усиление ее при 
активации, что может вносить вклад в усиление 
инвазии трофобласта [13]. Таким образом, экзо-
генный никотинамид может поддерживать жизне-
способность и инвазию трофобласта в условиях 
нарушения функциональной активности трофо-
бласта, наблюдаемой при многих патологиях бе-
ременности. Также показано, что никотинамид 
может усиливать пролиферацию NK-клеток [12], 
что во время беременности может негативно от-
разиться на развитии беременности, поэтому 
необходимы дальнейшие доклинические испы-
тания препарата. Также положительной харак-
теристикой препарата «Цитофлавин» является 
стимулирующее влияние на окислительный ме-
таболизм и препятствование резкому снижению 
уровня аТФ [1].

Нам не удалось найти в литературе сведе-
ний о влиянии магний-содержащих препара-
тов на клетки трофобласта. согласно получен-
ным нами результатам, препарат «Магнегамма» 
на основе аспартата магния оказывал стимулиру-
ющее действие на пролиферативную активность 
клеток трофобласта, что может быть связано 
с активацией процессов трансляции и процессов 
энергообразования в клетке. ранее нами уста-
новлено стимулирующее действие препарата 
«Магнегамма» на пролиферативную активность 
эндотелиальных клеток [4], что также способству-
ет нормализации развития плаценты при гестозе. 
ранее установлено, что ионы магния регулируют 
адгезию лейкоцитов к трофобласту [9]. Учитывая 
то, что лейкоциты оказывают значительное влия-
ние на активность инвазии трофобласта и разви-
тие плаценты [6, 20, 22, 25], магний может таким 
способом участвовать в регуляции формирования 
плаценты.

Усиление пролиферативной активности кле-
ток трофобласта линии JEG-3 под действием 
препаратов «Цитофлавин» и «Магнегамма» мо-
жет указывать на их способность нормализовать 
физиологическое состояние клеток трофобласта 
в условиях in vivo, и способствовать, таким об-
разом, более эффективной инвазии трофобласта 
в эндометрий матки, поддержанию функциональ-
ной активности трофобласта. В совокупности 
с ранее полученными данными о положительном 
влиянии данных препаратов на функциональ-
ную активность эндотелиальных клеток [3, 4], 
препараты представляются перспективными 
для терапии гестоза и могут быть рекомендова-
ны для проведения дальнейших доклинических 
испытаний.
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