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Тимохинон (TQ) обладает широким спектром биологической активности. Большинство исследований, на�
правленных на изучение нейротоксического действия TQ, проводится на моделях раковых клеточных ли�
ний. Данная работа проведена для определения токсических концентраций TQ в первичных культурах ней�
ронов. Показано, что добавление 0,04–0,05 мМ TQ на 24 ч индуцировало дозозависимую гибель культиви�
рованных зернистых нейронов мозжечка (КЗН). Используя CellROX Green и MitoSOX Red, обнаружено, что
гибели клеток предшествует увеличение образования свободных радикалов. Конфокальная и электронная
микроскопия показали, что добавление 0,05 мМ TQ в течение 5 ч индуцировало необычное изменение ло�
кализации митохондрий в клетке, увеличение размеров этих органелл и набухание клеток. Антиоксидант N�
ацетил�L�цистеин (NAC, 2 мМ) значимо защищал КЗН от этого токсического действия. В совокупности
полученные данные позволяют предположить, что TQ может быть токсичным для нормальных нейронов, а
ROS�зависимые процессы изменения митохондрий являются одной из основных причин повреждения и
смерти нейронов, вызванной тимохиноном.
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Тимохинон (2�метил�5�изопропил�1,4�бен�
зохинон, TQ) был определен как один из основ�
ных компонентов и активный ингредиент в мас�
ле семян Nigella sativa [1]. Этот хинон обладает
широким спектром положительной биологичес�
кой активности, такой как иммуностимулирую�
щая, противовоспалительная и антимутагенная
[2–4]. Тимохинон способен инактивировать су�
пероксид, гидроксил радикал и молекулы син�
глетного кислорода [5]. Показано, что TQ ока�
зывает защитное действие посредством ингиби�
рования процесса перекисного окисления ли�
пидов при ишемическом/реперфузионном по�
вреждении гиппокампа крысы [6], а также за�
щищает культивированные первичные нейроны

крысы от нейротоксичности, вызванной бета�
амилоидом (Абета) [7], путем снижения дисфунк�
ции митохондрий, ингибируя окислительный
стресс [8]. Обнаружено, что TQ защищает куль�
тивированные клетки SH�SY5Y и гиппокампа
крысы от цитотоксичности, индуцированной
мышьяком, снижая дисфункцию митохондрий
[9, 10], а также первичную мезенцефальную кле�
точную культуру от дофаминергической гибели
клеток, вызванной 1�метил�4�фенилпиридини�
ем [11]. Кроме того, митохондриально�направ�
ленные антиоксиданты, содержащие тимохи�
нон, обладают нейропротекторными свойства�
ми [12, 13]. Существует растущий интерес к те�
рапевтическому потенциалу TQ в различных об�
ластях исследований, особенно в терапии рака.
Недавние исследования показали, что TQ про�
являет цитотоксичность для нескольких линий
раковых клеток [14–16], в том числе получен�
ных из нервной ткани [17–20]. Окислительные
или антиоксидантные эффекты TQ зависят от
его концентрации. TQ (как хинон) может быть
восстановлен различными редуктазами, образуя
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L�цистеин; ROS – активные формы кислорода.
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семихинон или тимогидрохинон. Как сообща�
лось, последняя молекула обладает антиоксида�
нтным действием, в то же время семихинон
действует как прооксидант путем генерации ак�
тивных форм кислорода (ROS) [14, 21]. Видимо,
TQ индуцирует апоптотическую гибель раковых
клеток посредством окислительного стресса
[14]. Однако следует отметить, что большинство
исследований токсического действия TQ сдела�
но на моделях раковых клеточных линий. В нас�
тоящее время исследования действия TQ, вы�
полненные на нормальных культивируемых
нейронах центральной нервной системы, нем�
ногочисленны. Данное исследование было вы�
полнено для тестирования токсического
действия TQ в первичных культурах нейронов in
vitro.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Первичные культуры нейронов мозжечка крыс.
Первичные культуры получали из мозжечка
7–8�дневных крыс линии Вистар, как описано
ранее [22]. Мозжечки отмывали PBS (Дульбек�
ко), не содержащим Са2+ и Mg2+, затем инкуби�
ровали в растворе 0,05%�ного трипсина и
0,02%�ной ЭДТА («Invitrogen», UK) 15 мин при
37 oC. После инкубации ткань дважды промыва�
ли в PBS и диссоциировали повторным пипети�
рованием в питательной среде следующего сос�
тава: фетальная телячья сыворотка (10%), мини�
мальная среда Игла (МЕМ 90%), глутамин
(2 мМ) и HEPES (10 мМ). После мягкого цент�
рифугирования клетки ресуспендировали в не�
обходимом объеме питательной среды того же
состава, содержащей 25 мМ KCl. Суспензию
клеток добавляли в 96�луночный планшет, в
чашки Петри диаметром 35 мм со стеклянным
дном или на покровные стекла, покрытые поли�
L�лизином (0,1, 0,2 или 0,8 мл соответственно).
Клетки культивировали в CO2�инкубаторе (5%�
ная CO2, 36,5 ± 0,5 oC) до шести–семи дней in
vitro (без смены среды).

Фармакологическая обработка. Эксперимен�
ты по определению выживаемости культивиро�
ванных зернистых нейронов мозжечка (КЗН)
крысы проводили в МЕМе с добавлением 1%�
ного B�27minus АО, 0,5 мМ глутамина, 25 мМ
KCl, 10 мМ HEPES и 2 г/л NaHCO3, в состав ко�
торой в зависимости от эксперимента вносили
тимохинон (0,01–0,06 мМ) или другие реагенты.
Эксперименты по определению свободных ра�
дикалов и визуализации митохондрий с по�
мощью родамина 123 проводили в сбалансиро�
ванном солевом растворе следующего состава
(в мМ): NaCl (154), KCl (25), CaCl2 (2,3), MgCl2

(1), NaHCO3 (3,6), Na2HPO4 (0,35), глюкоза
(5,6), HEPES (10), рН 7,3. Уровень хлорида ка�
лия в инкубационном растворе был таким же,
как и в среде культивирования, чтобы предотв�
ратить снижение уровня внутриклеточного
кальция и инициацию апоптоза [23].

Определение выживаемости нейронов. В экс�
периментах по изучению токсичности TQ или
защитного действия NAC выживаемость КЗН
определяли как описано ранее [22]. После инку�
бации с TQ (0,01–0,05 мМ, 24 ч) клеточные
культуры фиксировали смесью этанол–фор�
мальдегид–уксусная кислота (7 : 2 : 1) и окраши�
вали трипановым синим. Для световой микрос�
копии использовали инвертированный микрос�
коп Olympus CKX41 (Япония) с камерой CC12.
Процент выживших нейронов оценивали путем
подсчета морфологически неповрежденных
ядер КЗН в пяти смежных, следующих друг за
другом встык последовательных полях зрения
по диаметру лунки планшета при объективе ×40,
что обеспечивает точную оценку выживаемости
нейронов. Выживаемость необработанных
контрольных культур принимали за 100%, а вы�
живаемость экспериментальных культур под�
считывали в процентах от контроля.

Определение свободных радикалов. CellROX
Green и MitoSOX Red являются флуоресцентны�
ми красителями, используемыми для измерения
уровня ROS. Эти красители могут проникать в
клетку и флуоресцируют только при окислении.
Через 5 ч после начала эксперимента культуры
окрашивали CellROX Green (0,005 мМ) или
MitoSOX Red (0,005 мМ) (30 мин при 36,5 ±
± 0,5°С) и трижды промывали сбалансирован�
ным солевым раствором. Краситель добавляли в
то время, когда такие же культуры демонстриро�
вали выраженные морфологические изменения
в митохондриях, обнаруживаемые с помощью
родамина 123. Флуоресценцию CellROX Green
возбуждали синим светом с длиной волны
485 нм. Излучение регистрировали при 530 нм с
помощью микропланшетного флуоресцентного
сканера (SpectraMax M2, Molecular Devices
USA). Флуоресценцию MitoSOX Red возбужда�
ли зеленым светом с длиной волны 510 нм. Из�
лучение регистрировали при длине волны
580 нм.

Визуализация митохондрий. После 5�часовой
инкубации с TQ (0,05 мМ) клетки загружали
0,005 мМ родамина 123 в течение 15 мин при
36,5 ± 0,5 °С с последующей тройной промыв�
кой в сбалансированном солевом растворе. Ви�
зуализацию митохондрий проводили с по�
мощью конфокального микроскопа Olympus
IX71 (Япония) со встроенными спиннинг�дис�
ком, объективом ×100 и лазером OBIS (США) с
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длиной волны 488 нм, и управляемого програм�
мой Coherent Connection 3. Флуоресцентные
изображения клеток для визуализации митохон�
дрий были сделаны с излучением при >500 нм и
возбуждением при 488 нм.

Электронная микроскопия. Для исследований
с помощью электронного микроскопа были ис�
пользованы культуры, выращенные на покров�
ных стеклах, покрытых поли�L�лизином и по�
мещенных в чашки Петри диаметром 40 мм [24].
Клетки культивировали в течение 6–7 дней in
vitro. После 4–6�часовой обработки TQ (0,05 мМ)
образцы фиксировали в 2,5%�ном растворе глу�
тарового альдегида («SPI Inc.»), 100 мМ какоди�
лата натрия в течение 48 ч при температуре 4 °С
[25]. Фиксированные образцы дважды промы�
вали свежим 100 мМ раствором какодилата нат�
рия и фиксировали в течение 60 мин при темпе�
ратуре 4 °С 1%�ным тетроксидом осмия, раство�
ренным в 100 мМ какодилата натрия. Затем об�
разцы обезвоживали в серии возрастающих кон�
центраций этанола. Дегидратация включала ок�
рашивание 2%�ным уранилацетатом в 70%�ном
этаноле в течение 1 ч при температуре 4 °C. За
этанолом следовали ацетон и увеличивающаяся
серия смесей ацетона и смолы и далее две смены
чистой свежеприготовленной смолы. Наконец,
покровные стекла помещали в силиконовые
формы, заполненные смолой Spi�pon 812 («SPI
Inc.», США) и полимеризовали при 70 °С в тече�
ние 72 ч. Твердые блоки обрезали бритвенными
лезвиями, а ультратонкие срезы (90 нм) готови�
ли с использованием ультрамикротома Ultracut
E («Reichert�Jung», Германия), оснащенного ал�
мазным ножом Ultra 45 («Diatome», Швейца�
рия). Срезы монтировали на покрытых формва�
ром медных сетках и дополнительно контрасти�
ровали 2%�ным водным раствором уранилаце�
тата в течение 40 мин и цитратом свинца в тече�
ние 3 мин. Образцы исследовали с получением
электронных микрофотографий с помощью
электронного микроскопа Jeol JEM�1400
(«JEOL», Япония), работающего при 100 кВ и
оснащенного CCD�камерой Quemesa («Olympus
Soft Imaging Solutions»).

Статистика. Все результаты получены на
9–12 отдельных культурах в 3–4 независимых
экспериментах. Данные исследуемых парамет�
ров имели нормальное распределение и анали�
зировали с помощью t�теста или однофакторно�
го дисперсионного анализа ANOVA с критерием
Ньюмена–Кейлса или Бонферрони. Значения
p < 0,05 рассматривали как статистически зна�
чимые. Результаты представлены в виде средне�
го и ошибки среднего (М ± SEM).

Реагенты. Все среды и добавки, используе�
мые в эксперименте (если не указано другое),

были получены от «Biochrom KG» (Германия);
CellROX Green, MitoSOX Red и родамин 123 – от
«Invitrogen» (США). Тимохинон и другие реа�
генты – «Sigma Chemicals» (Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Токсичность тимохинона. Была исследована
токсичность тимохинона в диапазоне концент�
раций 0,01–0,05 мМ. Обнаружено, что добавле�
ние TQ (0,04–0,05 мМ, 24 ч) в культуры приво�
дит к появлению пикнотических ядер в зернис�
тых нейронах мозжечка. Их образование досто�
верно указывает на гибель клеток. Выживае�
мость клеток оценивали путем подсчета морфо�
логически интактных КЗН (рис. 1). Степень
токсичности тимохинона зависела от его конце�
нтрации в среде культивирования. Для дальней�
шей работы были выбраны концентрации тимо�
хинона, которые по литературным данным про�
являли токсичность для раковых клеток.

Определение окислительного стресса. Изме�
рения уровня ROS с помощью флуоресцентных
зондов показали, что 5�часовое воздействие
0,05 мМ TQ приводило к увеличению флуорес�
ценции CellROX Green в живых КЗН до 334 ±
± 50%, а MitoSOX Red – до 144 ± 10% по сравне�
нию с контролем (рис. 2). Реагент MitoSOX Red
проникает в живые клетки, где он избирательно
накапливается митохондриями. Этот зонд быст�
ро окисляется супероксидом. Окисленный про�
дукт флуоресцирует при связывании с нуклеи�
новыми кислотами. CellROX Green – это про�
никающий в клетки краситель, который прояв�
ляет после окисления ROS ярко�зеленую фотос�
табильную флуоресценцию.

Электронная микроскопия. Для исследования
морфологических изменений, вызванных обра�
боткой TQ зернистых нейронов мозжечка, ис�
пользовали электронную микроскопию. Изуче�
ние клеточной ультраструктуры показало, что
контрольные зернистые нейроны мозжечка,
культивируемые в нормальных условиях, имели
округлую форму тела, большую часть которого
занимало ядро с диффузным хроматином и не�
большими скоплениями (глыбками) конденси�
рованного хроматина. Ультраструктура митохон�
дрий была типичной для нормальных клеток:
митохондрии не были увеличены и имели
овальную или удлиненную форму. Кристы были
хорошо видны, а митохондриальный матрикс
имел более высокую электронную плотность,
чем окружающая цитоплазма (рис. 3). Митохон�
дрии обычно располагались вокруг ядра и в зо�
нах отхождения отростков. В нейронах, обрабо�
танных TQ в течение 5 ч, митохондрии выгляде�
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ли гипертрофированными, но электронная
плотность их матрикса существенно не изменя�
лась. Сами митохондрии собирались в группу в
цитоплазме. Электронная плотность цитоплаз�
мы и ядер нейронов была заметно ниже, чем в

контроле, что, по�видимому, было связано с на�
буханием клеток (рис. 3).

NAC защищает от токсичности тимохинона.
Визуализацию митохондрий проводили путем
окрашивания родамином 123 с использованием
конфокальной микроскопии. В митохондриях
нейронов контрольных культур активно накап�
ливался родамин 123, который имел зеленую
флуоресценцию при облучении синим светом.
Вокруг ядра располагались митохондрии одина�
ковой толщины в форме палочек (рис. 4). В ней�
ронах, обработанных 0,05 мМ TQ в течение 5 ч,
митохондрии были сосредоточены в одной час�
ти клетки, и некоторые из них выглядели набух�
шими. Обработка культур антиоксидантом NAC
(2 мМ) предотвращала аномальное изменение
положения митохондрий в нейронах и набуха�
ние этих органелл (рис. 4).

Подсчет нейронов с нормальной морфоло�
гией в гистологических препаратах показал, что
после воздействия TQ (0,05 мМ, 24 ч) выжило
24 ± 5% клеток. В этих же условиях введение
2 мМ антиоксиданта NAC защищало нейроны
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Рис. 1. Влияние тимохинона (TQ) на жизнеспособность зернистых нейронов мозжечка. а – Культуры фиксировали
смесью этанол�формальдегид�уксусная кислота (7 : 2 : 1) и окрашивали трипановым синим. Пикнотические ядра КЗН
обозначены стрелками. Масштабный отрезок 15 мкм; б – количественная оценка выживаемости нейронов путем подсче�
та морфологически неповрежденных зернистых нейронов мозжечка. Статистически значимое отличие от контрольных
значений (0 мкM TQ), ** p < 0,01.
С цветным вариантом рис. 1 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/

Рис. 2. Увеличение флуоресценции CellROX Green (а) и
MitoSOX Red (б) (продукция свободных радикалов) в зер�
нистых нейронах мозжечка (5�часовая обработка тимохи�
ноном, 0,05 мМ) в среде культивирования. Количествен�
ная оценка специфической флуоресценции зонда

а б

а

б



ТИМОХИНОН ВЫЗЫВАЕТ НЕЙРОНАЛЬНУЮ ГИБЕЛЬ

от токсического воздействия (рис. 5): выживае�
мость нейронов увеличивалась до 82 ± 2%.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

TQ проявляет широкий спектр биологичес�
кой активности, включая антиоксидантный,
нейропротекторный, антипролиферативный,
антиметастатический, цитотоксический, про�
апоптотический и связанные с действием нату�
ральных киллеров цитотоксические эффекты
[26–30]. Противоопухолевые эффекты TQ, в ос�
новном, связаны с индукцией остановки кле�
точного цикла в G2/M фазах и стимуляции
апоптотических путей с ингибированием ауто�
фагии, ангиогенеза, инвазии и миграции, а так�

же с повышением эффективности химиотера�
певтических препаратов [31]. Несколько иссле�
дований показали, что TQ проявляет терапевти�
ческий эффект при лечении опухолей централь�
ной нервной системы. Тимохинон ингибирует
рост клеток медуллобластомы человека, инду�
цируя окислительный стресс и каспазозависи�
мый апоптоз, одновременно подавляя сигнали�
зацию NF�kB и экспрессию IL�8 [32]. Он также
уменьшает миграцию и инвазию клеток глио�
бластомы человека [33]. Большинство исследо�
ваний нейротоксического действия TQ выпол�
нено на моделях раковых клеточных линий. В
настоящее время исследования действия TQ,
выполненные на нормальных культивируемых
нейронах центральной нервной системы, нем�
ногочисленны. Данное исследование проводи�
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Рис. 3. Трансмиссионная электронная микрофотография культивированных зернистых нейронов мозжечка. а–б) Кон�
трольную культуру инкубировали в нормальной питательной среде. Митохондрии и другие компартменты выглядят не�
поврежденными; в–г) клетки после 5�часового воздействия 0,05 мМ TQ в среде культивирования. Отмечается увеличение
размеров митохондрий. Сами митохондрии группируются в цитоплазме в непосредственной близости от места отхожде�
ния отростка. Наблюдается заметное набухание тела клетки и ядра. Масштабный отрезок 1,5 мкм
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Рис. 4. NAC предотвращает вызванное тимохиноном (0,05 мМ, 5 ч) изменение локализации митохондрий в теле нейрона
и набухание этих органелл. Живые зернистые нейроны мозжечка в диссоциированной культуре окрашивали родамином
123. Митохондрии указаны стрелками. Треугольники указывают на набухание митохондрий. Масштабный отрезок 15 мкм

Рис. 5. Антиоксидант NAC ослабляет токсическое действие TQ в культивируемых зернистых нейронах мозжечка. Культу�
ры фиксировали смесью спирт�формальдегид�уксусная кислота (7 : 2 : 1) и окрашивали трипановым синим. Нормальные
ядра КЗН обозначены стрелками. а – Контроль; б – TQ; в – TQ+NAC. Масштабный отрезок 15 мкм; г – количественная
оценка выживаемости нейронов.
С цветным вариантом рис. 5 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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ли на диссоциированных культурах нейронов
мозжечка крыс. Большим преимуществом та�
кой культуры клеток является морфологическая
и нейрохимическая однородность нейронов,
что делает ее хорошей моделью для изучения
патологических процессов в нейронах, в том
числе, цитотоксичности [22, 25, 34, 35]. Показа�
но, что введение 0,03–0,05 мМ TQ индуцирова�
ло дозо�зависимую гибель нейронов в культу�
рах. По�видимому, токсическое действие TQ
связано с нарушением ионного баланса в ци�
топлазме и набуханием клеток, так как при ис�
следовании ультраструктуры нейронов выявле�
но снижение электронной плотности цитоплаз�
мы и ядер этих клеток. В более ранних работах
интервал токсических концентраций TQ был
определен на клетках медуллобластомы челове�
ка, нейробластомы мыши (Neuro�2a) и глио�
бластомы человека [18, 32, 33]. Авторы отмечали,
что TQ проявлял цитотоксическое действие на
клетки глиобластомы в концентрации 0,05 мМ,
не оказывая существенного влияния на жизне�
способность нормальных астроцитов или фиб�
робластов [33]. Токсичность TQ в концентрации
0,05 мМ показана и для клеток медуллобласто�
мы. Это вещество приводило к увеличению
уровня ROS, который отвечает за индукцию
апоптоза в клетках медуллобластомы [32]. Ис�
пользуя CellROX Green и MitoSOX Red в качест�
ве зондов для определения внутриклеточных
свободных радикалов, мы показали, что TQ вы�
зывает избыточное образование свободных ра�
дикалов в нормальных нейронах в условиях
культивирования. Тот факт, что антиоксидант
NAC защищает нейроны от гибели, вызванной
тимохиноном, также подтверждает участие
окислительного стресса в механизме поврежде�
ния нейронов при этом токсическом воздей�
ствии. MitoSOX Red – это флуоресцентный кра�
ситель, специально направленный на митохон�
дрии живых клеток; с помощью этого реагента
можно обнаружить продукцию супероксида ми�
тохондриями [36, 37]. Митохондрии являются
не только важными источниками ROS в клетке,
но и одной из главных мишеней для этих хими�
чески активных молекул. Продукция свободных
радикалов, вызванная тимохиноном, в культу�
рах нейронов сопровождалась изменением ло�
кализации митохондрий. Как правило, митохон�

дрии КЗН располагаются вокруг ядра, тогда как
TQ вызывал необычное скопление этих орга�
нелл в ограниченной области цитоплазмы. Кро�
ме того, TQ приводил к увеличению размеров
этих органелл и их набуханию. Присутствие ан�
тиоксиданта NAC в среде культивирования пре�
дотвращало все изменения митохондрий, выз�
ванные токсическим действием TQ, что может
указывать на роль свободных радикалов в пов�
реждении митохондрий, вызванном тимохино�
ном. Следует отметить, что в клетках рака моче�
вого пузыря TQ в концентрациях, токсичных
для нейронов, может индуцировать цитоток�
сичность, а также вызывать дисфункцию мито�
хондрий [38]. Интересно, что одним из меха�
низмов защитного действия TQ является его ан�
тиоксидантное действие [39]. Однако известно,
что многие антиоксиданты в высоких концент�
рациях проявляют прооксидантную активность,
могут вызывать окислительный стресс и гибель
клеток. Проявление прооксидантных свойств
зависит от химической природы антиоксидан�
та, наличия металлов переменной валентности
используемой концентрации, например, силь�
ным антиоксидантом является SkQ1 (10 (6′�
пластохинонил) децил�трифенилфосфоний),
который в высоких концентрациях проявляет
свойства прооксиданта [40].

Таким образом, все эти факты позволяют
предположить, что TQ может быть токсичным
для нормальных нейронов, а ROS�зависимые
процессы деструкции митохондрий могут быть
одной из основных причин повреждения и гибе�
ли нейронов, вызванной тимохиноном.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от�
сутствии конфликта интересов.

Соблюдение этических норм. Все процедуры,
выполненные в исследованиях с участием жи�
вотных, соответствовали этическим стандартам
учреждения, в котором проводили исследова�
ния, и утвержденным правовым актам РФ и
международных организаций. Обращение и
экспериментальные процедуры с животными
выполняли в соответствии с директивами Сове�
та Европейского сообщества 86/609/ЕЕС об ис�
пользовании животных для экспериментальных
исследований.
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Thymoquinone (TQ) exhibits a wide spectrum of biological activities. Most studies on the neurotoxic action of TQ
have been carried out in cancer cell lines. Here, we studied the toxic effect of TQ in primary neuronal cultures in vitro.
Incubation with 0.04�0.05 mM TQ for 24 h induced the death of cultured cerebellar granule neurons (CGNs) in a
dose�dependent manner. Neuronal death was preceded by an increase in the reactive oxygen species (ROS) genera�
tion, as demonstrated using CellROX Green and MitoSOX Red. Confocal and electron microscopy showed that incu�
bation with 0.05 mM TQ for 5 h induced changes in the intracellular location of mitochondria and mitochondria
hypertrophy and cell swelling. The antioxidant N�acetyl�L�cysteine (2 mM) protected CGNs from the toxic action
of TQ. Taken together, these facts suggest that TQ is toxic for normal neurons, while ROS�induced changes in the
mitochondria can be one of the major causes of the TQ�induced neuronal damage and death.
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