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ВЛИЯНИЕ ЦИТОФЛАВИНА НА ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ 
ЛЕЙКОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ПАЦИЕНТОВ 
С ИШЕМИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНЬЮ СЕРДЦА

О. в. Ромащенко’'

Для определения характера влияния цитофлавина в терапевтической концентрации 
на жизнеспособность лейкоцитов проведено исследование образцов крови 30 пациен
тов с ишемической болезнью сердца. Лейкоциты из цельной крови выделяли с помо
щью микропипетки, смешивали с питательной средой RPMI, в опытные лунки добав
ляли цитофлавин в концентрации, близкой к терапевтической и пробы инкубировали в 
течение 3 ч в инкубаторе с 5 % содержанием СОг при температуре 37 затем пробы 
окрашивали флуоресцентными красителями (Mito ТгаскегТМ Red CM XRos, Calcein 
AM, Ethidium bromide) и снова инкубировали при тех же условиях ещё в течение 
30 мин. Результаты детектировали методом флуоресцентной микроскопии при помо
щи инвертированного флуоресцентного микроскопа EclipseTi-U (Nikon, Япония) и 
анализировали с помощью специализированного программного обеспечения EZ-CI 
Free Viewer Ver 3.90. Оценивали интенсивность флуоресценции митохондрий и вычис
ляли индекс жизнеспособности лейкоцитов по разработанной методике. После введе
ния цитофлавина в пробу с лейкоцитарной взвесью наблюдалось два варианта измене
ния жизнеспособности клеток: у большинства (80 %) больных отмечено увеличение 
жизнеспособности лейкоцитов, в среднем, на 60 % (/? < 0,001) и у 20 % —  тенденция к 
уменьшению данного показателя, в среднем, на 47 % (/><0,1). Величина флуоресцен
ции митохондрий изменялась в обоих случаях в сторону увеличения, но бе-  ̂достиже
ния достоверности различий. Достоверной корреляции между показателями жизне
способности клеток и интенсивностью флуоресценции митохондрий обнаружено не 
было (коэффициент корреляции составил 0,28, р  > 0,05). Цитофлавин у 80 %  пациен
тов с ишемической болезнью сердца способен повышать жизнеспособность клеток 
(лейкоцитов крови), в среднем, на 60 % и таким образом проявлять цитопротекторный 
эффект.

К лю чевы е слова: лейкоциты; жизнеспособность; ишемическая болезнь сердца; паци
енты; флуоресцентная микроскопия; цитофлавин; исследование in vitro.

ВВЕДЕНИЕ

Цитофлавин —  комплексный препарат метаболиче
ского ряда, состоящий из янтарной кислоты, инозина, 
рибофлавина и никотинамида [11]. Данный препарат 
способен активировать аэробный гликолиз, т.е. кисло- 
род-зависимый процесс энергообразования [3, 11].

Традиционно цитофлавин используется в качестве 
цитопротекторного лекарственного средства (ЛС) при 
ишемии головного мозга [1 ,3 , 11]. При этом, в инст
рукции к данному ЛС в разделе “Фармакодинамика” 
сказано, что цитофлавин способен улучшать коронар
ное кровообращение [ 11]. С другой стороны, известно, 
что при ишемии миокарда приток кислорода к кардио- 
миоцитам ограничен [13] и, соответственно, ресурсов
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для аэробного гликолиза у клеток сердца остаётся не
много. В этой связи, представляет особый интерес 
изучение влияния цитофлавина на жизнеспособность 
клеток и энергетическое состояние митохондрий кле
ток при гипоксии миокарда у пациентов с ишемиче
ской болезнью сердца (ИБС). Подобных исследова
ний, судя по обзору отечественной и зарубежной лите
ратуры, не проводилось.

Экспериментальной моделью изучения жизнеспо
собности клеток явились лейкоциты крови больных, 
поскольку они могут отражать внутреннее состояние 
организма человека и являются легкодоступным мате
риалом для исследования. Эти иммуннокомпетентные 
клетки рассматриваются как своего рода “зеркало го
меостаза”, по которому можно определить характер 
процесса, лежащего в основе болезни, его тяжесть, 
прогноз и эффективность терапии [10]. Более того, W. 
Jin et al. на основании ряда собственных исследований 
утверждают, что характер повреждений митохондрий
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в кардиомиоцитах и лейкоцитах периферической кро
ви идентичен, в лейкоцитах отражаются изменения, 
происходящие в кардиомиоцитах [14].

Целью настоящего исследования явилось определе
ние характера влияния цитофлавина на жизнеспособ
ность лейкоцитов крови пациентов с ИБС.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Проведено исследование образцов крови 30 боль

ных с ИБС: стабильной стенокардией напряжения 
I - I I I  функционального класса (из исследования ис
ключали острый коронарный синдром), поступивших 
в отделение кардиологии № 1 Белгородской областной 
клинической больницы Святителя Иоасафа с января 
по июнь 2019 г  В группу исследования вошли 20 жен
щин и 10 мужчин в возрасте от 49 до 81 года, средний 
возраст пациентов составил 66,0 ± 2,0 лет.

Взятие крови выполняли утром натощак в вакуум
ную пробирку с этилендиаминтетрауксусной кислотой 
(ЭДТА). Обязательным условием отбора пациентов 
для исследования было отсутствие рентгеновского из
лучения на протяжении как минимум 21 дня до забора 
крови, ввиду разрушительного действия рентгенов
ских лучей на лейкоциты крови человека и способно
сти белых клеток крови к полному обновлению соста
ва на протяжении 21 дня при средней продолжитель
ности жизни лейкоцитов 7 - 9  дней [12].

Лейкоциты крови (0,5 мл) отбирали вручную мик
ропипеткой в асептических условиях, смешивали с 
2 мл питательной среды RPMI-1640 с глутамином (Па- 
нЭко, Россия), затем помещали в лунки 24-луночного 
планшета по 20 мкл лейкоцитарной суспензии в каж
дую лунку. Добавляли питательную среду и ЛП в ко
личестве, указанном на схеме эксперимента. Затем 
пробы инкубировали в течение 3 ч (время, достаточ
ное для взаимодействия лекарства с клетками) в инку
баторе с 5 % содержанием СО2 при температуре 37 °С 
(условия внутренней среды человека).

Через 3 ч инкубации из каждой лунки отбирали 
500 мкл надосадочной жидкости и в оставшиеся 
500 мкл вносили флуоресцентные красители в конеч
ной концентрации 1 нМ/мкл для Mito ТгаскегТМ Red 
CMXRos (Invitrogen, США), который позволяет оце
нивать митохондриальный мембранный потенциал и 
Calcein AM (Invitrogen, США), который окрашивает 
только жизнеспособные клетки и в конечной концен
трации 2 нМ/мкл для этидия бромида (Sigma-Aldrich, 
США), который окрашивает только погибшие клетки 
[2]. Пробы снова помещали в термостат при тех же ус
ловиях ещё на 30 мин (время, достаточное для окра
шивания клеток). При разработке схемы эксперимента 
руководствовались данными Е. В. Митрошиной и со- 
авт.[4].

Для создания концентрации цитофлавина в лунке, 
близкой к той, в которой препарат существует в орга
низме после внутривенного капельного введения в 
объеме 10 мл, растворенном в 200 мл физиологическо

го раствора, брали 1 мл ампульного раствора цитофла
вина, добавляли 1,59 мл воды для инъекций, смешива
ли и полученный раствор вносили по 5 мкл в лунку.

Результаты оценивали методом флуоресцентной 
микроскопии при помощи инвертированного микро
скопа EclipseTi-U (Nikon, Япония). Обработку полу
ченных данных проводили с помощью специализиро
ванного программного обеспечения EZ-C1 Free Viewer 
Ver 3.90 (Nikon), определяли интенсивность флуорес
ценции в 100 клетках в 10 полях зрения для каждой 
лунки, выражая её в условных единицах.

Проводили подсчёт количества живых и мёртвых 
клеток, рассчитывали индекс жизнеспособности (ИЖ) 
клеток по формуле, %:

ИЖ = (2.живых icieiOK ^погибш их клеток^(^пэгибш их клеток) * ^

г д е  —  к о л и ч е с т в о  ж и в ы х  к л е т о к  в  10 п о л я х

з р е н и я ;  ^^^огибших клеток —  к о л и ч е с т в о  п о г и б ш и х  к л е т о к  в 
10 ПОЛЯХ з р е н и я .

По характеру изменения ИЖ судили о наличии ци- 
топротекторных свойств у цитофлавина по разрабо
танному нами способу [7]: определяли ИЖ в лунках с 
оценкой динамики данного показателя после введения 
ЛС; в случае, если при добавлении в пробу ЛС ИЖ 
увеличивается, то это свидетельствовало о о наличии 
цитопротекторного свойства у изучаемого препарата; 
если ИЖ снижается, то это —  показатель отсутствия 
цитопротекторных свойств у ЛС.

Всего было проанализировано 12000 клеток. Коли
чественные показатели оценивались на предмет соот
ветствия нормальному распределению с помощью 
теста Колмогорова -  Смирнова. Для показателей, 
имеющих распределение близкое к нормальному, в 
дальнейшем осуществляли расчет среднего арифмети
ческого значения, стандартного (среднеквадратическо
го) отклонения и ошибки среднего, как отношения 
стандартного отклонения к квадратному корню из ко
личества анализируемых значений. Результаты счита
ли статистически значимыми при р  < 0,05.

Исследование проводили на базе лаборатории кле
точных технологий НИИ Фармакологии живых систем 
НИУ “БелГУ”.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В контрольных лунках (без внесения ЛП) при ана
лизе флуоресценции митохондрий лейкоцитов крови, 
окрашенных Mito Tracker Red, обнаружены чётко све
тящиеся клетки, круглые и оформленные, что свиде
тельствует о нормально функционирующих митохонд
риях (рис. 1, а ) . Средняя величина флуоресценции по 
группе составила 120,20 ±4 ,18  отн. ед., что является 
интегральным показателем величины флуоресценции 
(ВФ), определённой для каждой клетки отдельно в 100 
клетках каждого пациента и усреднено для всех боль
ных в исходном состоянии. Одновременное окрашива
ние проб Calcein AM показа;ю, что все светящиеся



А. Свечение митохондрий лей
коцитов крови (краситель -  
MitoTrackerRcd). Флуоресцен
тная микроскопия, ув. X 200

Б. Свечение мембранных струк
тур живых белых клеток кро- 

: ей (краситель — Calcein AM). 
Флуоресцентная микроскопия 
ув. х200

С. Свечение погибших лейкоци
тов (краситель -  зтилий бро
мид). Флуоресцентная микро
скопия, ув. X 200

клетки с функционирующими митохондриями — жи
вые (рис. 1 ,6 ). Количество погибших клеток по отно
шению к общему количеству анализируемых клеток 
составило 37 % (рис. 1, в). ИЖ лейкоцитов у пациен
тов с ИБС, в среднем по группе (без внесения цитоф- 
лавина), составил 41 %.

При флуоресцентной микроскопии лейкоцитов кро
ви пациентов с ИБС в лунках, в которые добавляли цн- 
тофлавин в терапевгической концентрации и краси
тель Mito Tracker Red, обнаружены четко светящиеся 
клетки, круглые и оформленные, что свидетельствует 
о нормально функционирующих митохондриях 
(рис. 2, а).  ВФ митохондрий в среднем по группе со
ставила 124.58 ± 3,61 отн. ед., что выше в сравнении с 
контролем (120,20 ± 4,1 8 отн. ед.), однако без достиже
ния уровня достоверности различий (/;> 0 ,0 5 ), Окра
ска тех же проб Calcein AM показала, что все светя
щиеся клетки с функционирующими митохондриями 
— живые (рис. 2, б). Количество погибших клеток по 
отношению к общему количеству анализируемых кле

ток составило 39 % (рис. 2, в ). ИЖ лейкоцитов у паци
ентов с ИБС, в среднем по rpymie, после внесения ци- 
тофлавина существенно не изменился и составил 
40 %. При более детальном анализе характера влияния 
цигофлавина на жизнеспособность клеток обнаружи
ли два варианта реагирования лейкоцитов на введение 
препарата, активирующего аэробный гликолиз: у боль
шинства (80 %) больных отмечено увеличение жизне
способности лейкоцитов, в среднем, на 60 % 
{р < 0,001) и у 20 % —  тенденция к уменьшению дан
ного показателя, в среднем, на 47 % (/? < 0,1) (рис. 3).

На рис. 3 четко нродемонстрировано как хараюер 
реагирования клеток зависел от исходного их состоя
ния: при исходно положителыюм ИЖ (когда количест
во живых клеток преобладало над количеством погиб
ших) введение цитофлавина способствовало улучше
нию данного гюказателя, тогда как при исходно отри
цательном ИЖ (когда количество погибших клеток 
преобладало над количеством живых) введение ци-



60

40

20

О

-20

-40

-60

-80

Индекс жизнеспособности лейкоцитов пациентов с ИБС 
на фоне цитофлавина, %

исходное значен! после введения цитс^лавина in vitro

■ повышение жизнеспособноаи I снижение жизнеспособности

Рис. 3. Влияние цитофлавина на ИЖ лейкоцитов периферической крови пациентов с ИБС (терапевтическая концентрация, 3 ч инку
бации, /и vitro).

тофлавина ассоциировалось с ухудшением данного 
показателя.

При проведении качественного анализа ИЖ и ВФ 
митохондрий по каждому пациенту выяснилось, что 
ИЖ увеличивался у 24 пациентов (80 %) и уменьшал
ся у 6 пациентов (20 %), в то время как ВФ митохонд
рий повышалась у 18 пациентов (60 %) и снижалась у 
12 (40% ), что свидетельствует об отсутствии тесной 
корреляции этих показателей. Чёткой зависимости ме
жду показателями жизнеспособности клеток и ВФ их 
митохондрий не было обнаружено (коэффициент кор
реляции составил 0,28; р  > 0,05).

По-видимому, повышение жизнеспособности кле
ток под влиянием ЛС, активирующего аэробный гли
колиз, возможно при условии сохранения их жизнен
ного ресурса в исходном состоянии. В наших преды
дущих исследованиях было показано, что цитопротек- 
торное свойство цитофлавина у пациентов с ИБС (по 
данным изучения /и vitro) проявляется при условии от
сутствия патологических генных полиморфизмов ци
тохрома CYP 2С9, а также эндотелиальной NO-синта- 
зы, ответственных за нормальное состояние эндотелия 
сосудов как важного фактора обеспечения адекватной 
доставки кислорода к тканям [8, 9].

При ИБС из-за длительной прогрессирующей ги
поксии развивается вторичная митохондриальная дис
функция кардиомиоцитов, требующая фармакологиче
ской коррекции [15]. Применение энерготронных ЛС 
для устранения митохондриальной дисфункции явля
ется патогенетически обоснованным, однако не всегда 
оказывается эффективным [5].

Цитофлавин содержит, наряду с сукцинатом, нико- 
тинамид, рибофлавина мононуклеотид и инозин [11].

Входящие в состав препарата компоненты гютенциру- 
ют антигипоксическое действие сукцинага. Так, ри
бофлавин повышает активность сукцинатдегидрогена- 
зы, инозин увеличивает общее количество пуриновы> 
нуклеотидов, необходимых для рссинтеза аденозин- 
трифосфата (АТФ) и гуанозинтрифосфата (ГТФ). Е 
настоящее время продемонстрирована эффективност! 
включения цитофлавина в терапию таких состояний 
как острое и хроническое нарушение мозгового крово 
обращения, дисциркуляторная энцефалопатия, пери
натальное гипоксически-ишемическое 1юражени< 
ЦНС, для которых характерна вторичная митохондри 
альная дисфункция [6]. В этой связи, вполне возможнс 
использование цитофлавина в качестве антигипоксан- 
та и при ИБС для коррекции митохондриальной дис
функции, однако этот вопрос требует дальнейшегс 
изучения и персонализированного подхода.

Таким образом, показано, что препарат метаболиче 
ского типа действия цитофлавин способен улучшат! 
жизнеспособность лейкоцитов крови у части пациен 
тов с ИБС при условии сохранения их жизненного ре 
сурса в исходном состоянии. Перспективы настоящегс 
исследования, на наш взгляд, сводятся к опрсделеник 
критериев персонализированного отбора больных ( 
ИБС, для которых целесообразно использование ци 
тофлавина в качестве цитопротектора. Потенциальна! 
возможность использования цитофлавина в комплекс 
ном лечении пациентов с ИБС нацеливает на расшире 
ние показаний к использованию данного ЛП.

ВЫВОДЫ
1. При введении цитофлавина в концентрации 

близкой к терапевтической, в пробу с лейкоцитарно{



взвесью, полученной из крови пациентов с ИБС, на
блюдалось два варианта изменения жизнеспособности 
клеток: у большинства (80 %) больных отмечено уве
личение жизнеспособности лейкоцитов, в среднем, на 
60 % {р < 0,001) и у 20 % —  тенденция к уменьшению 
данного показателя, в среднем, на 47 % (/? < 0,1).

2. Чёткой зависимости между показателями жизне
способности клеток и величиной флюоресценции их 
митохондрий не было обнаружено (коэффициент кор
реляции составил 0,28, р > 0,05).

3. По данным эксперимента in vitro, цитофлавин 
способен проявлять цитопротекторную активность у 
части пациентов с ИБС путём повышения жизнеспо
собности клеток.
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THE INFLUENCE OF CYTOFLAVIN ON THE VIABILITY OF BLOOD LEUKOCYTES 
IN PATIENTS WITH ISCHEMIC HEART DISEASE

O. V. Rom ashchenko

Belgorod Slate National Research University, ul. Pobedy 85. Belgorod. 308017 Russia

To detem iinc the charactcr o f  the effect o f  Cytoflavin at a therapeutic concentration on the viability o f  leukocytes, a study o f  blood samples from 30 patients 
with ischemic heart disease (IHD) was carried out. Leukocytes from whole blood were isolated using a micropipette, mixed with a nutrient medium RPMI, Cy
toflavin at a therapeutic concentration was added to experimental wells, and the samples were incubated for 3 h in an incubator with 5% C O j at 37®C. Then the 
samples were stained with fluorescent dyes (M ito TrackerTM Red CMXRos. Calcein AM, Ethidium bromide) and incubated again under the same conditions 
for another 30 min. The results were detected by fluorescence microscopy using an Eclipse Ti-U inverted fluorescence microscope (Nikon, Japan) and analyzed 
using the dedicated software EZ-CI Free Viewer Ver. 3.90. Determined the intensity o f  mitochondria fluoresccnce and calculated the index o f  leukocytes viabi
lity according to our method. According to the results o f  the study, when Cytoflavin was injected into a sample with a leukocyte suspension, two variants of 
changes in cell viability were observed: in most (80 %) patients, an increase in the viability o f  leukocytes was noted, on average, by 60% {p<  0.001), and in 
20%, a tendency to decrease this indicator, on average, by 47% ( /? < 0.1). The value o f  mitochondrial fluorescence changed in both cases upward, but without 
achieving the significance o f  diflerences. No significant correlation was found between the indicators o f  cell viability and the intensity o f  mitochondrial fluo
rescence (the correlation coefficient was 0.28,/? > 0.05). Cytoflavin in 80% o f  patients with ischemic heart disease is able to increase the viability o f  cells (blo
od leukocytes), on average, by 60% and thus exhibits a cytoprotective effect.

K eyw ords: leukocytes; viability; ischemic heart disease; patients; microscopy; cytoflavin; in vitro study.


