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Введение. Метод проточной цитометрии –  
это один из наиболее востребованных методов 
изучения клетки для решения научных и кли-
нических задач в различных областях медици-
ны и биотехнологии. Проточную цитометрию 
наиболее часто используют для исследования 
клеток крови и костного мозга, их антигенно-
го состава, функциональной активности. Так-
же возможно количественное и качественное 
исследование таких физиологических внутри-
клеточных параметров, как рН, уровень окис-
лительных процессов, активация митохондрий, 
потенциал наружной мембраны клеток, про-
цессы, связанные с апоптозом [1]. 

Апоптоз является одним из ключевых меха-
низмов поддержания постоянства внутренней 
среды многоклеточного организма, и его оцен-
ка является необходимой составляющей фунда-
ментальных и прикладных исследований в экс-

периментальной биологии и иммунологии [2]. 
По современным представлениям программи-
рованная гибель клетки результат баланса проа-
поптотических и антиапоптотических сигналов 
для клетки [3]. Преобладание проапоптотиче-
ских или антиапоптотических влияний опреде-
ляет выбор направления сигнализации в сторо-
ну гибели клетки по механизму апоптоза или ее 
выживания. Нарушение реализации клеточной 
гибели по механизму апоптоза (активация или 
ингибирование) может возникнуть в результате 
влияния различных повреждающих факторов, 
действующих в небольших дозах, например, 
щелочноземельных металлов (стронций), по-
ступающих в организм с питьевой водой.

Цель работы – с использованием метода про-
точной цитометрии верифицировать в условиях 
эксперимента модифицирующее влияние ста-
бильного стронция на клеточную гибель.

Материалы и методы. Кровь из локтевой вены 
получали утром натощак в вакуумные пробирки 
системы «Vacutaner» фирмы «Becton Dickinson» 
(«BD», USA), с антикоагулянтом K3EDTA у де-
тей, проживающих в условиях стронциевой гео-
химической провинции. Всего отобрано 49 проб 
крови. Регистрацию апоптоза лимфоцитов про-
водили методом, основанным на определении 
экспрессии фосфатидилсерина с помощью ан-
нексина V, конъюгированного с FITC (Fluoresce-
in Isothiocyanate) (Annexin V-FITC) («BD», USA). 
В качестве витального красителя использовали 
пропидиум йодид (PI (Propidium Iodide)) («BD», 
USA). Живые клетки негативны по Annexin V 
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и PI, Annexin V-FITC+PI– – ранний апоптоз 
(обратимый), Annexin V-FITC+PI+ – поздний 
апоптоз (необратимый) и / или некроз [2]. Для 
изучения влияния стронция (Sr2+) на реализа-
цию апоптоза опытные пробы инкубировали 
со стронцием в концентрации 7 мг / дм3 (соот-
ветствующей ПДК для воды водных объектов) 
в течение 4 часов при 37 °C. В качестве контроля 
использована суспензия клеток без добавления 
стронция, которые инкубировались при та-
ких же условиях. В экспериментах со стронци-
ем жизнеспособность клеток оценивали после 
инкубации в термостате при 37 °C, время инку-
бации подбирали опытным путем (1 час, 2 часа, 
3 часа, 4 часа, 5 часов). Жизнеспособность кле-
ток рассчитывается как количество жизнеспо-
собных клеток, поделенное на общее число 
клеток в камере Горяева. Клетки, окрашенные 
трипановым синим, считаются нежизнеспособ-
ными. Этот краситель не проникает через мем-
браны живых клеток, но при их повреждении 
способен окрашивать клеточное ядро. Жизне-
способность клеток должна быть не менее 95% 
для здоровых культур.

Статистическую обработку полученных дан-
ных осуществляли с помощью программы Sta-
tistica 6.0 (StatSoft, США). Для оценки значи-
мости межгрупповых различий использовали 
непараметрический U-критерий Манна-Уитни. 
Результаты представлены в виде медианы (Ме) 
и значений 25-го и 75-го процентилей ([25, 75]). 
Во всех процедурах статистического анализа 
рассчитывался достигнутый уровень значимо-
сти (p), при этом критический уровень значи-
мости в данном исследовании принимался рав-
ным 0,05.

Результаты и обсуждение. Экспериментально 
доказано, что в системе in vitro, стронций, в кон-
центрации 7 мг / дм3, соответствующей ПДК для 
воды водных объектов, с высокой степенью до-
стоверности (р < 0,05) ингибирует гибель клет-
ки по пути апоптоза с переключением на реа-
лизацию клеточной гибели по пути некроза 
по критерию содержания фосфатидилсерина, 
выявляемого в тесте с аннексином.

После внесения в опытные образцы строн-
ция в концентрации  7 мг / дм3 отмечается стати-
стически значимое (р = 0,001) снижение в 4,68 
раза количества Annexin V-FITC+PI– -клеток 
и статистически значимое (р = 0,021) повыше-
ние количество Annexin V-FITC+PI+ -клеток 
в 1,35 раза. Следует отметить, что во всех ана-
лизируемых пробах после внесения стронция 

в суспензию лейкоцитов отмечается повышение 
процентного содержания Annexin V-FITC+PI+-
клеток от 10% до 50% от исходного уровня.

Стронций, будучи изоформен кальцию (Ca2+) 
и обладая высокой подвижностью, способен 
блокировать ионные каналы для последнего, 
воздействовать на каль ций-за ви си мые рецеп-
торы и конкурировать за активные участки 
белков, не выполняя физиологической функ-
ции, что формирует модифицирующее влияние 
стронция на иммунную реакцию [4]. На изме-
нение концентрации кальция реагируют кана-
лы, помпы, экспрессия генов, защитных моле-
кул, NO и др. Стронций может заменить Ca2 + 

и стимулировать множество функций много-
численных типов клеток. Важнейшей функци-
ей кальция является его участие во множестве 
сигнальных путей клетки. Sr2+ оказывает свое 
влияние посредством взаимодействия с каль-
ций зависимым рецептором на клетке, одна-
ко, в дальнейшем, в отличие от ионов кальция, 
использует различные пути трансдукции вну-
триклеточных сигналов. Эта разница в соот-
ветствующих сигнальных каскадах позволяет 
Sr2+ усиливать каль ций-ин ду ци ро ван ный ответ 
клетки, и наоборот. Между тем, есть сообще-
ния, что стронций оказывает пролиферативный 
и антиапоптозный эффект на клетки организма 
не используя Ca-за ви си мые рецепторы. В свя-
зи с тем, что кальций выполняет ключевую ро-
лью мессенджера, а также Са2+ является важным 
регулятором многих жизненно важных мета-
болических и генетических процессов клетки, 
нарушение транспорта и внутриклеточного рас-
пределения этого иона играет важную роль в мо-
лекулярных механизмах развития многих пато-
логических процессов, в основе которых может 
быть нарушение клеточной гибели по пути 
апоптоза и / или некроза. Очевидно, стронций, 
при поступлении в организм, заменяя кальций, 
может изменять внутриклеточную передачу 
апоптогенного сигнала, модифицируя реализа-
цию клеточной гибели.

Выводы. Таким образом, верификация осо-
бенностей нарушений клеточной гибели в экс-
перименте позволила провести моделирова-
ние условий летальной программы лимфоцита 
и экспериментально доказать, что стронций in 
vitro, в концентрации  7 мг / дм3, не превышаю-
щей недействующую концентрацию его присут-
ствия в окружающей среде, ингибирует апоптоз 
в 4,7 раза (по критерию Annexin V-FITC+PI–) 
и стимулирует гибель клетки по пути некроза 
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(по критерию Annexin V-FITC+PI+-лимфоци-
тов) в 1,4 раза.
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The experimental results, obtained from in vitro system, which are verifying the eff ect of stable strontium 
on cell death realization at chronic low-dose exposure of a body with drinking water, are demonstrated. The 
experiment has proved that strontium in concentration of 7 mg/dm3, that corresponds to maximum per-
missible concentration for water of water bodies, inhibits the apoptosis due to criteria Annexin V-FITC+PI– 
by 4.7 times and induces death of lymphocytes of necrosis type (Annexin V-FITC+PI+) by 1.4 times.
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