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Для скрининга потенциальной цитоток�
сичности веществ может быть использован
метод клеточной биоиндикации [1]. Этот
способ индикации цитотоксических факто�
ров биологической и химической природы
заключается в оценивании изменения мор�
фофункциональных параметров клеток под
действием сывороточных факторов [2].

При угрозоопасных состояниях в орга�
низме накапливаются цитотоксические ве�
щества различной природы. Такие вещества
могут быть как конечными (избыточное их
накопление, задержка элиминации), так и
промежуточными продуктами метаболизма
при нарушении обмена веществ. Отсутствие
продуктов, необходимых для осуществле�
ния нормальных анаболических процессов,
нарушения вследствие повышения процес�
сов катаболизма и отклонения в биосинтети�
ческих процессах могут быть причиной
повышения концентрации токсических ме�
таболитов. В связи с этим методы селектив�
ного определения различных по размеру
и функциям органических соединений, по�
тенциально токсичных для организма, в био�
логических жидкостях, например в крови,
по�прежнему, весьма важны [3].

Стандартные методы анализа обычно до�
рогостоящие и требуют продолжительного
времени для проведения анализа. Поэтому

актуальной является разработка методоло�
гии скрининга низко� и высокомолекуляр�
ных цитотоксических факторов в биологи�
ческих жидкостях [4]. 

В различных направлениях биологии
широко применяют детекторные биоинди�
кационные системы. Такие системы облада�
ют высокой чувствительностью, специфич�
ностью анализа и требуют незначительного
количества исследуемого материала [5, 6]. 

Большой вклад в развитие биоиндикацион�
ных технологий внесла биотехнология.
В настоящее время благодаря высокочув�
ствительным тест�системам, созданным
в результате биотехнологических разрабо�
ток, появилась возможность диагностиро�
вать большое количество заболеваний и па�
тологических состояний с очень высокой
точностью и за минимальное время [7].

Биоиндикационные методы определения
цитотоксичности основаны на формирова�
нии специфического ответного сигнала био�
логически чувствительной системой, усиле�
нии этого сигнала и простой системы
регистрации. Учитывая способность клеточ�
ной тест�системы давать специфические от�
ветные реакции на действие токсического
агента, с ее помощью можно определять сум�
марные цитотоксические факторы различ�
ной природы в биологических жидкостях.
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Проведен скрининг цитотоксичности сыворотки крови с использованием тест�системы на основе
одноклеточной водоросли Dunaliella viridis. Выявлены достоверные отличия морфофункциональ�
ных показателей D. viridis, вызванных цитотоксическими факторами различной природы. Построе�
ны паттерны морфофункциональных изменений клеток биоиндикатора в системе координат. Рас�
считаны коэффициенты цитотоксичности для исследуемых биологических жидкостей. Наибольшая
степень цитотоксичности отмечена в сыворотке крови, полученной от больных с билиарным цирро�
зом (КЦ = 13,01±01) и миастенией (КЦ = 11,6±0,76), минимальная (КЦ = 5,65±0,66) — с острыми ва�
рикотромбозами.
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Таким образом, биоиндикация как инстру�
мент скрининг�диагностики является перс�
пективным исследовательским направлени�
ем, а тест�системы можно рассматривать как
универсальные регистраторы цитотоксичес�
ких соединений различной природы [8].

По статистическим данным, основные об�
ласти наиболее успешного использования био�
индикационного анализа — промышленная
биотехнология, экология, пищевая промыш�
ленность, клиническая диагностика. Акту�
альными являются разработка и внедрение
универсальных клеточных биодатчиков [9].

В качестве клеточных биоиндикаторов
могут быть использованы одноклеточные
микроводоросли, в частности Dunaliella, ли�
шенная клеточной стенки, что обеспечивает
прямой контакт тестируемого лиганда непос�
редственно с клеточной мембраной [10, 11]. 

Изменение формы, подвижности клеток,
строения цитоплазмы и др. зависит не толь�
ко от свойств клеток, но и от концентрации
и свойств определенных химических соеди�
нений. Поэтому тест�система может по�раз�
ному реагировать на различные химические
соединения. Следовательно, клеточную
тест�систему можно использовать для опре�
деления цитотоксических соединений раз�
личной природы [11].

Целью работы была оценка степени ци�
тотоксичности компонентов сыворотки
больных различными заболеваниями (ост�
рый варикотромбоз, билиарный цирроз,
панкреанекроз, миастения, ожоговая бо�
лезнь) с помощью тест�системы на основе
клеток Dunaliella viridis. 

Материалы и методы

Материалом для исследований служили
патологические сыворотки крови, содержа�
щие цитотоксические факторы различной
природы. Исследования проводили на сыво�
ротках больных с такими патологиями: ост�
рые варикотромбозы, панкреанекроз, миас�
тения, билиарный цирроз, ожоговая болезнь.

В исследованиях использовали две груп�
пы сравнения. Первая контрольная группа
(контроль 1) включала тест�систему с буфе�
ром — для оценки возможной спонтанной
цитотоксичности культуральной взвеси
D. viridis. Вторая контрольная группа (конт�
роль 2) состояла из клеточной взвеси тест�
системы и сыворотки здоровых доноров.

Исследование цитотоксических факто�
ров проводили с использованием разрабо�
танной клеточной тест�системы D. viridis,

состоящей из клеточного биоиндикатора,
оптической системы регистрации и системы
обработки результатов по методу [10]. Для
этого в иммунологический планшет вносили
в равных объемах исследуемую биологичес�
кую жидкость и тест�систему. Инкубацию
осуществляли в течение 30 мин при комнат�
ной температуре.

Оценку влияния цитотоксических ком�
понентов на тест�систему проводили по
изменению ответной реакции клеток D. viri$
dis. Учет изменений включал морфологичес�
кие (изменение формы клеток) и функцио�
нальные (изменение направления движения,
утрата подвижности, потеря жгутика, обра�
зование агрегатов) характеристики.

В качестве клеточной тест�системы ис�
пользовали систему, состоящую из предмет�
ного стекла с ячейкой, в которую вносили
постоянное количество клеток (15 млн./мл)
синхронизированной культуры D. viridis;
светового микроскопа; видеокамеры и
компьютера. С помощью автоматизирован�
ной программы регистрировали морфологи�
ческие и функциональные изменения клеток
D. viridis, а также количество образующих�
ся микро� и макроагрегатов. Затем проводи�
ли математическую обработку полученных
результатов и вычисляли значения спонтан�
ного коэффициента цитотоксичности, инду�
цированного коэффициента цитотоксичности
и относительного индекса цитотоксичности [11].

Для контрольной группы (контроль 1)
рассчитывали коэффициент спонтанной ци�
тотоксичности по формуле (I):

(I)

где МК — процент клеток с измененной фор�
мой в контроле; ФК — процент клеток с из�
мененными функциональными свойствами
в контроле; АК — процент агрегированных
клеток в контроле.

По формуле (II) определяли коэффици�
ент индуцированной цитотоксичности для
каждого вида сыворотки, полученной от
больных с различными патологическими
состояниями:

(II)

где МИ — процент клеток с измененной фор�
мой после инкубации с определенной пато�
логической сывороткой; ФИ — процент кле�
ток с измененными функциональными
свойствами после инкубации с определенной
патологической сывороткой; АИ — процент
агрегированных клеток после инкубации
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с определенной патологической сыворот�
кой; КСП — коэффициент спонтанной цито�
токсичности контрольного образца.

Интегральный индекс цитотоксичности
биологической жидкости рассчитывали по
формуле:

(III)

где КСП — коэффициент спонтанной цито�
токсичности контрольного образца; КЦ —
коэффициент индуцированной цитотоксич�
ности для каждого вида сыворотки.

Статистическую обработку результатов
эксперимента проводили с использованием
критерия Стьюдента (р ≤ 0,05). Для обработ�
ки цифровых данных и графической визуа�
лизации результатов применяли программу
Microsoft Excel.

Результаты и обсуждение

Проведенные нами исследования выяви�
ли различную степень цитотоксичности па�
тологических сывороток, полученных от
больных с изученными видами патологий.
Ее сравнивали со спонтанной цитотоксич�
ностью в контрольной инкубационной взвеси.
Коэффициент спонтанной цитотоксичности
исходя из формулы (I) не превышал 3,4:

а индекс цитотоксичности был в пределах
1,0, поскольку процент клеток с измененной
морфологией составил 3,1±0,53%, процент
клеток с измененными функциональными
показателями — 7,0±0,97%.

Совместная инкубация контрольного об�
разца клеточной взвеси тест�системы с сыво�
роткой здоровых доноров (контроль 2) не
привела к изменениям в поведении клеток
D. viridis, превышающих спонтанный уро�
вень. Морфологические изменения составили
в среднем 7,0±0,91%, а функциональные —
9±0,45%, что соответствовало спонтанному
уровню изменений. Микро� и макроагрега�
ты в 1�й и 2�й контрольных группах не обна�
ружены (табл. 1).

При инкубации сыворотки крови с остры�
ми варикотромбозами с клеточной взвесью
D. viridis установлено достоверное увеличение
морфологических 20,8±2,1% и функцио�
нальных 33,4±2,02% изменений клеток под
действием цитотоксических сывороточных
факторов. Также были обнаружены образо�
вавшиеся микроагрегаты 13,6±3,7% при пол�
ном отсутствии их в контрольных группах.
Исследованиями возможной цитотоксич�
ности сыворотки крови, полученной от боль�
ных с билиарным циррозом, выявлен нега�
тивный максимальный эффект на
морфофункциональные показатели клеточ�
ного биоиндикатора. Патологическая сыво�
ротка, содержащая цитотоксические факто�
ры, индуцировала в среднем до 73,0±2,53%
морфологических изменений клеток тест�сис�
темы, превысив контрольное значение во 2�й
группе сравнения в 10 раз. Количество не�
подвижных клеток в сыворотке больных би�
лиарным циррозом составило 63,07±1,72%,
что в 7 раз превысило значение в сыворотке
доноров и в 2 раза — больных острыми ва�
рикотромбозами соответственно. В этой же
группе количество агрегированных клеток
увеличилось по сравнению с сывороткой
больных острыми варикотромбозами на
16% и достигло 16,2±6,4%.

,Ц
Ц

СП

К
І

К
=

3,1 7 0
3,4,

3СПК
+ += =

Таблица 1. Морфофункциональные изменения клеточной тест^системы под действием 
сывороточных факторов

Исследуемые 
биологические среды

Частота встречаемости морфофункциональных изменений на
100 клеток D. viridis, %

Морфологические
изменения, %

Функциональные
изменения, %

Частота встречае�
мости агрегатов, %

Контроль 1 (с буфером) 3,1±0,53 7,0±0,97 0

Контроль 2 (сыворотка доноров) 7,0±0,91 9±0,45 0

Cыворотка больных с острыми 
варикотромбозами (n = 18) 20,8±2,1 33,4±2,02 13,6±3,7

Cыворотка больных билиарным циррозом (n = 15) 73,0±2,53 63,07±1,72 16,2±6,4*

Cыворотка ожоговых больных (n = 8) 25,6±1,5 60,1±2,1 20,4±2,6

Cыворотка больных панкреанекрозом (n = 14) 34,1±2,15 42,0±3,6* 18,2±3,9

Cыворотка больных миастенией (n = 21) 42,5±2,25 53,0±1,63 26,4±5,7

* — Достоверность различия с контролем р ≤ 0,05.
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Результаты исследования возможной ци�
тотоксичности сыворотки крови, полученной
от больных ожоговой болезнью, панкреанек�
розом и генерализованной миастенией, так�
же выявили достоверное увеличение частоты
встречаемости морфологических и функци�
ональных изменений и количества агрегиро�
ванных клеток по сравнению с контрольны�
ми величинами (табл. 1).

Промежуточную группу морфологичес�
ких и функциональных изменений занима�
ет сыворотка больных панкреанекрозом и
генерализованной миастенией. Количество
округлых клеток здесь было в 5 и 6 раз соот�
ветственно больше, чем в контрольной груп�
пе здоровых доноров, а количество непод�
вижных клеток возросло в 4,6 и 5,8 раза по
сравнению с контролем. 

В сыворотке больных с ожогами на фоне
значительного (до 60%) повышения количе�
ства неподвижных клеток наблюдалось
в среднем всего 25% округлых форм
(табл. 1). Сыворотка крови, полученная от
больных с панкреанекрозом и генерализо�
ванной миастенией, индуцировала образова�
ние не только микро�, но и макроагрегатов,
находящихся в окружении экзометаболитов
водоросли.

Показатель частоты встречаемости мик�
ро� и макроагрегатов клеток D. viridis можно
рассматривать как информативный показа�
тель наличия цитотоксических факторов
в исследуемой биологической жидкости.

Таким образом, по степени увеличения
цитотоксического действия на клетки биоин�

дикационной тест�системы исследованные
патологии можно разместить в следующем
порядке: острые варикотромбозы — панкре�
анекроз — генерализованная миастения —
ожоговая болезнь — билиарный цирроз.

Результаты показали, что для визуали�
зации и большей информативности данных
о цитотоксичности различных патологичес�
ких сывороток целесообразно в системе ко�
ординат графически представить паттерны
морфологических и функциональных изме�
нений биоиндикатора под действием этих
сывороток. Координатные паттерны морфо�
логических и функциональных изменений
клеток D. viridis, занимающих определенные
постоянные области в системе координат, со�
ответствуют индуцированной сывороточной
цитотоксичности для индивидуальных па�
тологических сывороток от больных с опре�
деленными нозологическими формами.

Полученные данные воспроизводились
с высокой достоверностью, что дает основа�
ния расценивать результаты как закономер�
ность. Высокая частота встречаемости неко�
торых соотношений морфологических
и функциональных изменений клеточного
биоиндикатора, специфических для каждо�
го вида патологии, и соответствующая обра�
ботка массива данных позволили рассчитать
определенные паттерны изменения клеток в
ответ на цитотоксический сигнал в системе
координат (рисунок). 

Распределение паттернов цитотоксич�
ности патологических сывороток в системе
координат демонстрирует достоверное отли�

Паттерны величины индуцированной цитотоксичности, характеризующие функциональные 
и морфологические изменения клеточной тест^системы в системе координат 

при различных патологических состояниях: 
контроль 1 — клеточная взвесь с буфером; контроль 2 — клеточная взвесь и сыворотка здоровых доноров; 3 —
острые варикотромбозы; 4 — ожоговая болезнь; 5 — миастения; 6 — билиарный цирроз; 7 — панкреанекроз
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чие их от паттернов спонтанной цитотоксич�
ности (1) и цитотоксичности, индуцирован�
ной сывороткой здоровых доноров (2). Пат�
терны контрольных групп располагаются
вблизи начала координат (рисунок). Т.е.
можно констатировать, что в сыворотке до�
норов нет цитотоксических факторов, кото�
рые оказывали бы негативное воздействие
на клетки D. viridis тест�системы. Незначи�
тельные изменения морфологических
и функциональных показателей здесь мож�
но отнести к адаптационным свойствам кле�
ток культуры D. viridis. 

Паттерны, характеризующие морфоло�
гические и функциональные изменения кле�
ток D. viridis после инкубации с цитотокси�
ческими сывороточными компонентами,
находятся в определенных областях систе�
мы координат. Под действием патологичес�
ких сывороток больных с билиарным цирро�
зом в клетках тест�системы наблюдались
максимально выраженные морфологические
и функциональные изменения (паттерн 6).
Действие сывороток ожоговых больных при�
водило к формированию преимущественно
функциональных изменений (паттерн 4)
клеток D. viridis, а миастогенных сывороточ�
ных факторов (паттерн 5) — к образованию
более выраженных морфологических изме�
нений по сравнению с сыворотками ожого�
вых больных и больных панкреанекрозом
(паттерн 7). Минимальные морфологичес�
кие и функциональные изменения клеточ�
ного биоиндикатора наблюдались при
действии сывороток больных с острыми ва�
рикотромбозами (паттерн 3) (рис. 1). 

Построенные паттерны соотношений
морфофункциональных изменений клеток
D. viridis при исследуемых патологических
состояниях послужили наглядным методом
визуализации для предварительного скри�
нинга их тяжести.

Следующим этапом исследования было
определение средних значений коэффициен�
та индуцированной цитотоксичности иссле�
дуемых сывороток, содержащих цитотокси�
ческие факторы различной природы (табл. 2).
В качестве примера рассчитаны коэффици�
ент индуцированной цитотоксичности (КЦ)
и индекс цитотоксичности (IЦ) для сыворот�
ки больных с острым варикотромбозом по
формулам (II) и (III) соответственно:

Величина коэффициента индуцирован�
ной цитотоксичности сыворотки доноров
составила 0,57±0,4, что свидетельствует об
отсутствии цитотоксических агентов в дан�
ной биологической среде. Индекс цитоток�
сичности здесь, как и предполагалось, бли�
зок к нулю и составил 0,17±0,45. В то же
время во всех исследуемых сыворотках, по�
тенциально содержащих цитотоксические
факторы различной природы, наблюдается
значительное увеличение коэффициента ци�
тотоксичности. Так, в сыворотке больных ост�
рыми варикотромбозами он возрос в 12 раз,
а билиарным циррозом — в 23 раза соответ�
ственно. Такие же соотношения наблюда�
лись в расчетах индекса цитотоксичности:
если в сыворотке доноров этот показатель
стремился к нулю, то в сыворотках с различ�
ными патологиями он значительно превы�
шал единицу, принятую как пограничное
значение нормы в оценке степени цитоток�
сичности биологической жидкости (табл. 2). 

Следовательно, можно констатировать
высокую чувствительность клеток D. viridis
по отношению к цитотоксическому дейст�
вию сывороточных факторов различной
природы.
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Таблица 2. Значения коэффициентов 
индуцированной цитотоксичности 

Биологическая
жидкость

Коэффи^
циент ин^
дуциро^
ванной

цитоток^
сичности

(КЦ)

Индекс
цитоток^
сичности

(IЦ)

Коэффи^
циент

спонтан^
ной цито^

токсич^
ности
(КСП)

Сыворотка 
доноров 0,57±0,4 0,17±0,45

3,4±0,21

Сыворотка
больных 

с острыми вари�
котромбозами

5,65±0,66 1,66±1,16

Сыворотка
больных 

панкреанекрозом
9,0±0,61 2,65±0,4

Сыворотка
больных 

миастенией
11,6±0,76 3,43±0,53

Сыворотка 
ожоговых 
больных 

10,9±0,4 3,19±0,45

Патологическая
сыворотка
больных 

билиарным
циррозом 

13,01±1,01 3,83±0,91

* — Достоверность различия с контролем р ≤ 0,05.
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Преимуществами предложенного метода
оценки степени цитотоксичности с исполь�
зованием клеточной тест�системы D. viridis по
сравнению со стандартными лабораторными
методами является высокая чувствитель�
ность, быстрое протекание реакции. Также
следует отметить, что для анализа требуется
минимальное количество исследуемых ве�
ществ и сам метод легко воспроизводится.
Аналогами предложенного метода можно
рассматривать, например, использование
в качестве тест�объектов в экологических
исследованиях инфузорий Spirostomum
ambigua, Paramecium caudatum и Tetrahy$
mena pyriformis [12, 13]. Степень токсичнос�
ти среды определяется по количеству мерт�
вых клеток. Рассматриваемый же в работе
метод позволяет проводить исследование
токсических факторов сыворотки крови за
счет обеспечения комплементарного взаимо�
действия со всеми цитотоксическими суб�
стратами. Расчет коэффициентов и индексов
цитотоксичности по представленным фор�
мулам позволяет проводить биоиндикацию
цитотоксических компонентов сыворотки
крови с последующей экстраполяцией на ор�
ганизм in vivo. Это поможет не только про�
вести предварительный скрининг патологи�
ческого состояния, но и количественно
оценить усиление или снижение цитоток�

сичности под действием экзогенных биоло�
гических и химических факторов. 

С помощью клеточной тест�системы
D. viridis выявлено присутствие сывороточ�
ных факторов с различной степенью цито�
токсичности. Цитотоксические факторы
различной природы формируют разнообраз�
ные устойчивые паттерны распределения
морфологических и функциональных изме�
нений биоиндикатора в системе координат.
Наибольшую степень цитотоксичности наблю�
дали в сыворотке крови, полученной от боль�
ных билиарным циррозом (КЦ = 13,01±1,01)
и миастенпией (КЦ = 11,6±0,76), минималь�
ную (КЦ = 5,65±0,66) — острыми варико�
тромбозами.

Рассчитанные суммарные коэффициенты
и индексы цитотоксичности для исследуе�
мых заболеваний свидетельствуют о значи�
тельном превышении коэффициента спон�
танной цитотоксичности (КСП = 3,4), что
позволяет использовать их в оценке степени
суммарной цитотоксичности в биологичес�
ких средах. 

Комплексную оценку спектра морфофунк�
циональных показателей клеток D. viridis
с последующим расчетом интегральных ко�
эффициентов цитотоксичности можно рас�
сматривать как скрининговый метод биоин�
дикации патологического состояния. 
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ОЦІНКА СТУПЕНЯ ЦИТОТОКСИЧНОСТІ
КОМПОНЕНТІВ ПАТОЛОГІЧНИХ 
СИРОВАТОК З ВИКОРИСТАННЯМ

КЛІТИННОЇ ТЕСТ^СИСТЕМИ
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Проведено скринінгову індикацію цито�
токсичності сироватки крові з використанням
тест�системи на основі одноклітинної водо�
рості Dunaliella viridis. Виявлено достовірні
відмінності морфофункціональних показ�
ників клітин D. viridis, спричинені цитоток�
сичними факторами різної природи. Побудо�
вано патерни морфофункціональних змін
клітин біоіндикатора в системі координат.
Розраховано коефіцієнти цитотоксичності для
досліджуваних біологічних рідин. Найбіль�
ший ступінь цитотоксичності виявлено в сиро�
ватці, що її отримали від хворих з біліарним
цирозом (КЦ = 13,01±01) та міастенією (КЦ =
11,6±0,76), мінімальний (КЦ = 5,65±0,66) —
з гострими варикотромбозами. 

Ключові слова: клітинна тест�система, цито�
токсичність, біоіндикація, скринінг, патерн.
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Screening indication of blood serum cytotoxi�
city with a test�system based on monocellular
algae Dunaliella viridis was carried out. Signi�
ficant differences of morphological and func�
tional parameters D. viridis, induced by cytotox�
ic factors of various nature were detected.
Patterns of morphological and functional
changes of the bioindicator cells in the coordi�
nate system were defined. Coefficients of toxici�
ty for investigated biological liquids are calcu�
lated. Maximum degree of cytotoxicity was
revealed in blood serum received from the
patients suffering from biliary cirrhosis (КЦ =
13,01±01) and myasthenia (КЦ = 11,6±0,76),
minimal one (КЦ = 5,65±0,66) was with acute
varicothrombosis. 

Key words: cellular test�system, cytotoxicity,
bioindication, screening, pattern. 




