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Бисфенол А (БФА) – ксеноэстроген, обладающий генетической и эпигенетической токсичностью. Во-
прос о механизмах, посредством которых БФА оказывает негативное влияние на организм, остается откры-
тым. В данной работе проведен сравнительный анализ влияния БФА в четырех дозах (0.25, 0.5, 1 и 10 мкМ)
на митотическую активность клеточных линий человека различного происхождения (HEK293, HepG2,
IMR32, FetMSC). Обнаружены изменения митотической активности в линиях HEK293, HepG2 и IMR32,
в которых в зависимости от типа клеток, дозы и продолжительности воздействия БФА наблюдали либо
повышение, либо снижение митотического индекса (МИ), либо отсутствие влияния БФА на пролифера-
цию. По сравнению с этими тремя линиями мезенхимные стволовые клетки костного мозга эмбриона (ли-
ния FetMSC) оказались более устойчивы к действию БФА в исследованных дозах, в которых не выявили
изменений МИ по сравнению с контролем. Это может указывать на существование в эмбриональных
стволовых клетках дополнительных (возможно, эпигеномных) защитных механизмов, участвующих в ре-
гуляции клеточного цикла, тогда как в клетках опухолевого происхождения такой механизм, по-видимо-
му, нарушен или менее устойчив к действию ксеноэстрогенов.

Ключевые слова: экотоксиканты, ксеноэстрогены, пролиферация клеток, эпигеномные модификации, ме-
тилирование ДНК, компактизация хроматина
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Бисфенол А (БФА) с 50-х годов прошлого века
активно применяется в промышленности при про-
изводстве пластиковых изделий, полистирольных
смол и различных покрытий. В настоящее время
этот токсический продукт в большом количестве по-
падает в окружающую среду, воду и продукты пита-
ния из-за возросшего объема использования пласт-
массовых изделий и различных упаковочных мате-
риалов, содержащих БФА (Иванов и др., 2013;
Corrales et al., 2015). В связи с тем, что БФА по своей
структуре имеет сходство с женскими половыми
гормонами и является ксеноэстрогеном, на протя-
жении нескольких десятилетий во всем мире актив-
но проводятся исследования влияния БФА на живые
организмы. Обнаружено, что он обладает гепатоток-
сичностью, может приводить к онкологическим за-
болеваниям, патологиям нервной, сердечно-сосуди-
стой, эндокринной и репродуктивной систем. Воз-
действие БФА может быть одной из причин

хронических респираторных заболеваний, остеопо-
роза, а также задержек развития и психических рас-
стройств (Паткин и др., 2013; Паткин, Софронов,
2015; vom Saal et al., 2007). Однако вопрос о механиз-
мах, посредством которых БФА оказывает негатив-
ное влияние на организм человека и животных,
остается открытым.

В настоящее время широкое применение в био-
химико-токсикологических исследованиях находят
методы оценки биологической активности веществ
с использованием культур клеток человека и живот-
ных. В мире собраны значительные коллекции куль-
тур клеток, отличающихся по своему происхожде-
нию, морфологии, цитологическим, генетическим и
биохимическим свойствам. Поскольку в основе за-
щитных и адаптационных реакций клеток на воз-
действие различных факторов лежат единые фунда-
ментальные механизмы, приводящие к сходным изме-
нениям на морфологическом и молекулярном
уровнях, то использование разного типа клеточных
культур дает возможность экстраполировать получен-
ные результаты на организм в целом (Еропкин, 2004).

 Принятые сокращения: БФА – бисфенол А, ДМСО – диметил-
сульфоксид, МИ – митотический индекс, ER – рецепторы
эстрогенов.
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Факторы, способные нарушать структуру ДНК и
влиять на различные генетические процессы, отно-
сят к генотоксическим. Особая опасность геноток-
сикантов состоит в том, что их воздействие не вызы-
вает гибели организма, а приводит к нарушениям,
передающимся по наследству. Одним из основных
показателей генотоксичности служит изменение
пролиферативной активности клеток. Величина ми-
тотической активности является интегральным по-
казателем негативного воздействия факторов на ор-
ганизм. Изменение митотической активности ска-
зывается в итоге не только на пролиферации клеток,
но и на репродуктивной способности на уровне ор-
ганизма в целом. Вхождение клеток в митоз, продол-
жительность митоза, соотношение отдельных фаз
митоза зависят от большого числа факторов (как ге-
нетических, так и негенетических). Митотоксич-
ность принято относить к группе генотоксических
эффектов, т. к. в нарушении клеточного цикла боль-
шую роль играет генетическая компонента (Прохо-
рова и др., 2003). Хотя на современном этапе не сле-
дует забывать о существенном вкладе эпигенетиче-
ских механизмов в регуляцию этого процесса
(Macaluso et al., 2005; Silva et al., 2012; Havranek et al.,
2013; Fritz et al., 2019).

БФА с полным правом относят к генотоксикан-
там. Установлено, что он обладает гено- и цитоток-
сичностью, вызывает генные, хромосомные и ге-
номные мутации, приводит к нарушению клеточного
цикла и апоптозу (Bouskine et al., 2009; Havranek et al.,
2013). Однако все еще недостаточно информации о
влиянии средних (мкМ) и низких (нМ и пМ) доз
БФА на клетки в зависимости от их типа и продол-
жительности воздействия на них токсиканта, не яс-
ны и молекулярные механизмы, лежащие в основе
гено- и цитотоксичности БФА в клетках разного
происхождения (Chepelev et al., 2013; Strong et al.,
2016; Senyildiz et al., 2017; Xiong et al., 2017). Публика-
ции в этой области относительно влияния сверхниз-
ких (“гомеопатических”, фМ) доз БФА в настоящее
время отсутствуют, хотя, например, для многих фи-
зиологически активных химических веществ были
выявлены биоэффекты в ряду сверхнизких доз (Бу-
латов и др., 2002; Bellavite et al., 2007).

Цель настоящего исследования заключалась в
сравнительном анализе влияния четырех доз БФА
(0.25, 0.5, 1 и 10 мкМ) на митотическую активность
клеток человека различного происхождения после
48- и 72-часового воздействия. В работе были иссле-
дованы три иммортализованные (HEK293, HepG2,
IMR32) и одна неиммортализованная (FetMSC) кле-
точные линии. Все эти линии имеют различное эмбри-
ональное и тканевое происхождение. HepG2 получена
из печени, которая у всех позвоночных возникает из
энтодермального эпителия зачатка двенадцатиперст-
ной кишки. IMR32 представляет собой клеточную ли-
нию нейробластомы человека, полученную из брюш-
ной массы, которая имитирует большие проекции
коры головного мозга. Нейробластома возникает в

эмбриональный период из симпатогониев – незре-
лых клеток-предшественников симпатической
нервной системы. Эмбриональным источником для
симпатической нервной системы служит ганглиоз-
ная пластинка, производная эктодермы. Клетки
ганглиозной пластинки являются также и предше-
ственниками эктомезенхимы, в отличие от мезенхи-
мы, развивающейся из мезодермы. Линия HEK293
получена из клеток почки, которая имеет мезодер-
мальное происхождение, как и линия FetMSC (ме-
зенхимные стволовые клетки костного мозга). Ли-
нии HEK293 и HepG2 относятся к эпителиоподоб-
ным, а FetMSC и IMR32 к фибробластноподобным
клеточным культурам. Кроме того, IMR32 является
еще и нейробластоподобной линией (Токин, 1987;
Полянская и др., 2018).

Поскольку БФА обладает эстроген-подобными
свойствами, одним из механизмов воздействия ко-
торого на клетки является инициация эстрогенного
пути активации транскрипции эстроген-чувстви-
тельных генов и эстроген-зависимой пролифера-
ции, то многие исследования эффектов БФА пре-
имущественно проводятся на ER-положительных
(т.е. имеющих рецепторы к эстрогену) клеточных
линиях. В тоже время механизм действия БФА на
ER-негативные клетки до сих пор до конца не ясен.
В наше исследование в сравнительный анализ были
включены клетки обоих типов. ER-негативная кле-
точная линия – HEK293 (Yin et al., 2014). ER-поло-
жительные клетки – FetMSC (Strong et al., 2016),
HepG2 (Xu et al., 2015; Shen, Shi, 2016) и IMR32. Хотя
необходимо подчеркнуть, что в IMR32 не экспрес-
сируются ERα-рецепторы (Su et al., 2012), а в клетках
печени уровень мРНК рецепторов ERβ несколько
ниже, чем ERα, и некоторые авторы даже относят
HepG2 к ER-негативной линии (Kelly et al., 2014).
Следует отметить, что эти линии имеют не только
различное эмбриональное происхождение и по-раз-
ному экспрессируют рецепторы к эстрогену, но и от-
личаются по “полу”: линии HepG2, IMR32 и FetMSC
имеют мужской генотип, а линия HEK293 – жен-
ский. В связи с этим интересно было проверить и
предположение о возможном “зависимом от пола”
клеточном ответе (по пролиферативной активности)
на воздействие БФА.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Использованные реактивы. БФА (2,2-бис(4-гид-
роксифенил) пропан, 4,4'-изопропилидендифенол),
1000-кратный раствор БФА (10 мМ), который гото-
вили на 20%-ном диметилсульфоксиде (ДМСО) и
хранили в стеклянном флаконе при температуре
−20°С (Sigma-Aldrich, США); ДМСО, колхицин и
фосфатно-солевой буферный раствор (PBS) (Био-
лоТ, Россия); метанол (карбинол), ледяная уксусная
кислота и хлорид калия (Вектон, Санкт-Петербург,
Россия).
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Культуры клеток человека. Линии клеток
HEK293, HepG2, IMR32 и FetMSC были приобрете-
ны в ЦКП “Коллекция культур клеток позвоноч-
ных” Института цитологии РАН (Санкт-Петербург,
Россия). Подробная информация о клеточных куль-
турах позвоночных представлена в каталоге Инсти-
тута цитологии (Полянская и др., 2018), а также на-
ходится в открытом доступе на сайте European Col-
lection of Authenticated Cell Cultures (http://www.phe-
culturecollections.org.uk/products).

Культивирование монослойных клеточных линий.
Все клетки культивировали в культуральных венти-
лируемых флаконах (25 см2; Orange scientific, Бель-
гия) при 37°С в СО2-инкубаторе в атмосфере 5% CO2
в 4 мл среды DMEM (а FetMSC – в среде
DMEM/F12) (БиолоТ, Россия), содержащей 10%
эмбриональной бычьей сыворотки (БиолоТ, Рос-
сия), 20 ед/мл антимикотиков (Thermo Fischer Scien-
tific, США), 100 ед/мл пенициллина (БиолоТ, Рос-
сия) и 100 мкг/мл стрептомицина (БиолоТ, Россия)
в течение 24 часов до достижения клетками 25–30%
конфлюентности. Затем к экспериментальным об-
разцам добавляли БФА, растворенный в ДМСО до
конечной концентрации 0.25, 0.5, 1 или 10 мкМ (ко-
нечная концентрация ДМСО составляла 0.02%) и
продолжали культивирование еще в течение 48 и 72 ч.
Контрольные образцы (интактные клетки и клетки в
присутствии 0.02% ДМСО) также культивировали в
течение 48 и 72 ч. Состояние клеток периодически
оценивали визуально под фазово-контрастным ин-
вертированным микроскопом Axiovert35 (Zeiss, Гер-
мания). Для исследованных линий было проведено
по три независимых эксперимента для вариантов с
воздействием БФА в течение 48 и 72 ч.

Клеточные культуры не были синхронизированы
по клеточному делению. За 2 ч до снятия клеток во
флаконы вносили колхицин (БиолоТ, Россия) до
конечной концентрации 0.2 мкг/мл. Клетки снима-
ли с флаконов с помощью раствора трипсин-Версе-
на (1 : 3) (БиолоТ, Россия) и переносили в пластико-
вые пробирки 5 мл (Axigen, США).

Цитологические препараты и оценка митотической
активности клеток. Для получения постоянных пре-
паратов ядер и метафазных хромосом суспензию
клеток центрифугировали 5 мин при 800 g. Надоса-
дочную жидкость удаляли и добавляли теплый гипо-
тонический раствор (0.5% KCl), который составлял
7–10 объемов от размера осадка. Клетки ресуспен-
дировали и инкубировали при 37°С в течение
30 мин. Центрифугировали 5 мин при 800 g. Гипото-
нический раствор удаляли и добавляли по 2 мл хо-
лодного фиксатора (смесь метанола и ледяной ук-
сусной кислоты, 3 : 1). Инкубировали 30 мин при
4°С. Центрифугировали 5 мин при 800 g. Смену фик-
сатора проводили трижды. Суспензию фиксирован-
ных ядер раскапывали на влажные охлажденные
стекла. Препараты высушивали на воздухе при ком-
натной температуре. Микроскопию проводили с ис-

пользованием фазово-контрастного микроскопа
Axio Lab.A1 (Zeiss, Германия) (объектив 20×, окуляр
10×). Для оценки пролиферативной активности вы-
числяли митотический индекс (МИ) – долю (%) де-
лящихся клеток от общего числа проанализирован-
ных клеток. В каждом из исследуемых вариантов
(контроль и эксперимент) анализировали по 3 пре-
парата (минимум по 10 полей зрения на препарат).
МИ определяли, как минимум, на 2000 зарегистри-
рованных клеток.

Статистическая обработка. Доверительные интер-
валы (ДИ, 95%) для частот и долей (МИ) вычисляли
по методу Уилсона без корректировки на непрерыв-
ность с помощью бесплатных онлайн-калькулято-
ров (https://measuringu.com/wald/ и http://vas-
sarstats.net/prop1.html) (Гржибовский, 2008а). Оцен-
ку статистической значимости различий МИ между
экспериментом (варианты с воздействия БФА) и
контролем (0.02% ДМСО) проводили с помощью
таблицы сопряженности 2 × 2 (Гржибовский,
2008б), используя критерий Хи2 Пирсона (http://vas-
sarstats.net/) и точный критерий Фишера
(https://www.cog-genomics.org/software/stats). Разли-
чия считали статистически значимыми при P < 0.05 (с
поправкой на множественность сравнений P < 0.008).
Для количественной оценки влияния различных доз
БФА на МИ вычисляли относительный риск (ОР) с
95%-ным ДИ (http://vassarstats.net/) (Гржибовский,
2008б). ОР – это отношение частоты возникновения
определенного события (в нашем случае митоза)
среди опытных образцов, на которых оказывал вли-
яние изучаемый фактор (в нашем случае БФА), к ча-
стоте данного события среди контрольных образцов,
не подвергавшихся влиянию этого фактора. Данный
параметр используется для сравнения вероятности
появления исследуемого события в зависимости от
наличия фактора риска (в данном случае БФА) или
продолжительности его воздействия (в данном слу-
чае 48 и 72 ч). ОР показывает во сколько раз в одной
группе событие развивается чаще или реже чем в дру-
гой (http://medstatistic.ru/theory/relative_risk.html).

Для проверки гипотезы о существовании зависи-
мости и определении характера связи между дозой
БФА и изменениями митотической активности кле-
ток проводили корреляционный и регрессионный
анализы с помощью онлайн-сервисов (http://astatsa.
com/CorrelationTest/, http://vassarstats.net и http://
mathhelpplanet.com/static.php?p=onlayn-mnk-i-reg-
ressionniy-analiz). Для оценки тесноты связи между
исследованными параметрами использовали непа-
раметрические показатели связи – коэффициент
корреляции Спирмена (rs) и Кендалла (τ). В нашем
случае не было выявлено линейной зависимости меж-
ду исследуемыми параметрами, поэтому вычисляли
индекс корреляции (Ixy) и индекс детерминации ,
используя уравнения полиномиальной регрессии.
Для того чтобы выбрать наиболее адекватную поли-
номиальную модель, описывающую характер связи

( )2
xyI



826

ЦИТОЛОГИЯ  том 61  № 10  2019

ДЕРГАЧЕВА и др.

между дозой БФА и МИ, вычисляли среднюю ошиб-
ку аппроксимации (MAE – mean approximation er-
ror). Значимость модели регрессии проверяли с ис-
пользованием F-критерия Фишера. Модель считали
адекватной при MAE < 7% и P < 0.05 (Воскобойни-
ков, 2005; Гржибовский, 2008в; Репова, 2010).

Диаграммы построены с использованием Micro-
soft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Выявлены изменения митотической активности

в линиях HEK293, HepG2 и IMR32, где в зависимо-
сти от типа клеток, дозы и продолжительности воз-
действия БФА наблюдалось либо увеличение, либо
снижение МИ, либо отсутствие влияния БФА на
пролиферацию (рис. 1, табл. 1–3). По сравнению с
этими тремя линиями клетки FetMSC оказались бо-
лее устойчивы к действию исследованных доз БФА.
У них не выявили изменений МИ по сравнению с
контролем (0.02% ДМСО, использованного в каче-
стве растворителя БФА) (P > 0.05) (табл. 4), поэтому
экспериментальные данные по FetMSC на рис. 1 не
представлены. Необходимо отметить, что в клетках
всех исследованных линий воздействие БФА в ука-
занных дозах не вызвало видимых морфологических
изменений, что наблюдали и авторы многих подоб-
ных работ (Kelly et al., 2014; Yin et al., 2014; Xu et al.,
2015; Strong et al., 2016; Xiong et al., 2017).

Влияние 0.02% ДМСО на пролиферацию клеток
HEK293, HepG2, IMR32 и FetMSC. Результаты про-
веденного исследования показали, что по сравне-
нию с интактным контролем присутствие 0.02%
ДМСО в культуральной среде не влияло на МИ кле-
ток HepG2 и FetMSC (табл. 2 и 4). Тогда как в линии
HEK293 присутствие 0.02% ДМСО в течение 72 ч
усиливало пролиферацию, но при этом не изменяло
МИ через 48 ч воздействия (рис. 1, табл. 1 и 5). В то-
же время в клетках IMR32 через 48 ч воздействия
0.02% ДМСО наблюдали снижение митотической
активности, а через 72 ч, наоборот, клеточная про-
лиферация усиливалась (рис. 1, табл. 3 и 5).

Влияние БФА на митотическую активность клеток
HEK293. Воздействие БФА во всех исследованных
дозах в течение 48 ч привело к снижению пролифе-
рации клеток по сравнению с контролем (0.02%
ДМСО), тогда как 72-часовое воздействие снизило
МИ только при дозе 0.5 мкМ (рис. 1, табл. 1). Следу-
ет отметить, что в случае всех исследованных доз
БФА (за исключением 10 мкМ) наблюдали следую-
щее снижение МИ на 4-е сут культивирования (72 ч
воздействия) по сравнению с МИ на 3-и сут (48 ч
воздействия): примерно в 1.7 раз для интактного
контроля, в 1.5 раз для 0.02% ДМСО и 1.5 мкМ БФА
и в 1.2 раза для 0.25 и 1 мкМ БФА (табл. 5).

Корреляционно-регрессионный анализ резуль-
татов для клеток HEK293 показал отсутствие линей-
ной зависимости МИ от дозы БФА в случае обоих

сроков воздействия (48 и 72 ч). Через 48 ч:
rs[5] = ‒0.90, 95%-ный ДИ: –0.99...0.09, Р = 0.08;
τ[5] = –0.80, 95%-ный ДИ: –0.99...0.23, Р = 0.08. Че-
рез 72 ч: rs[5] = –0.60, 95%-ный ДИ: –0.87...0.90,
Р = 0.35; τ[5] = –0.4, 95%-ный ДИ: –0.60...0.97,
Р = 0.48. Для этой линии клеток не удалось подо-
брать математическую модель (уравнение полиноми-
альной регрессии), описывающую наблюдаемую не-
монотонную зависимость “доза–эффект”, что, воз-
можно, объясняется небольшим количеством
исследованных доз БФА.

Влияние БФА на митотическую активность клеток
HepG2. Для этих клеток так же, как и клеток
HEK293, было выявлено ослабление пролифератив-
ной активности для некоторых из исследованных
доз БФА (рис. 1, табл. 2). Во всех исследованных
группах (за исключением группы с дозой 0.25 мкМ
БФА) наблюдали следующее повышение МИ на
4 сут культивирования (72 ч воздействия) по сравне-
нию с МИ на 3 сут культивирования (48 ч воздей-
ствия): в 1.6 раза для контролей (интактного и 0.02%
ДМСО), а для БФА – в 2.9, 2.4 и 1.5 раза для дозы 0.5,
1 и 10 мкМ соответственно (табл. 5).

Как и в случае HEK293 для клеток HepG2 не под-
твердился линейный характер зависимости между
дозой БФА и пролиферативной активностью клеток
для случая и 48-, и 72-часового воздействия. Через
48 ч действия БФА: rs[5] = –0.50, 95%-ный ДИ:
‒0.68...0.96, Р = 0.45; τ[5] = –0.20, 95%-ный ДИ:
‒0.82...0.92, Р = 0.82. Через 72 ч: rs[5] = 0.0, 95%-ный
ДИ: –0.88...0.88, Р = 1.0; τ[5] = 0.0, 95%-ный ДИ:
‒0.88...0.88, Р = 1.0. Для наблюдаемой немонотон-
ной зависимости “доза–эффект” подобрать уравне-
ние полиномиальной регрессии также не удалось.

Влияние БФА на митотическую активность клеток
IMR32. В отличие от клеток HEK293 и HepG2 в ли-
нии IMR32 действие БФА усилилo проли-
феративную активность (рис. 1, табл. 3). При срав-
нении митотической активности клеток IMR32 на
4-е и 3-и сут культивирования наблюдали повыше-
ние МИ только для вариантов 0.02% ДМСО (в
1.7 раза) и 0.5 мкМ БФА (в 1.5 раза) (табл. 5). В норме
скорость удвоения клеток IMR32 составляет 48 ч и
теоретически мы должны были выявить усиление
пролиферации в контроле через 4 сут культивирова-
ния (как это было обнаружено для линии HepG2),
но, вероятно, в данном случае произошло некоторое
смещение в клеточном цикле. Как и в двух предыду-
щих рассмотренных клеточных культурах в IMR32
не выявлено линейной связи между дозой БФА и
МИ. Через 48 ч действия БФА: rs[5] = 0.90, 95%ДИ:
0.09–0.99, Р = 0.08; τ[5] = 0.80, 95%ДИ: 0.28–0.99,
Р = 0.08. Через 72 ч: rs[5] = 0.60, 95%ДИ: –0.60...0.97,
Р = 0.35; τ[5] = 0.40, 95%ДИ: –0.75...0.95, Р = 0.48.

В отличие от клеток, рассмотренных выше, толь-
ко для клеток линии IMR32 и только для экспери-
ментального варианта с воздействием БФА в тече-
ние 48 ч удалось с помощью регрессионного анализа
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подобрать математическую модель, описывающую ха-
рактер зависимости между дозой БФА (переменная Х)
и митотической активностью клеток (переменная Y).
Наблюдаемую зависимость можно описать уравнени-
ем квадратичной регрессии: Y = –0.298x2 + 3.215x +
+ 2.921 (Ixy = 0.986, 95%-ный ДИ: 0.80–1.0,

= 0.972, MAE = 3.670%, Fэксп. = 33.62, F(0.05, 2, 2) =
= 19, Р = 0.029). Поскольку индекс корреляции Ixy
равен 0.99, то это указывает на существование силь-
ной связи между этими двумя параметрами.

ОБСУЖДЕНИЕ
В данном исследовании в клеточных линиях че-

ловека HEK293, HepG2, IMR32 и FetMSC, подверг-
шихся воздействию ксеноэстрогена БФА, оценивал-
cя МИ, как основной показатель, характеризующий
жизнеспособность организма. Многие авторы пока-
зали, что БФА вызывает нарушения клеточного цик-

2
xyI

ла как в митозе, так и мейозе. Воздействие БФА, на-
пример, приводит к анеуплоидии и (или) усилению
пролиферации в ER-негативной линии SHE (эмбри-
ональные клетки сирийского хомячка), ER-пози-
тивной линии MCF-7 (аденокарцинома молочных
желез человека), а также в клетках HepG2 (карцино-
ма печени человека), HT29 (аденокарцинома тол-
стой кишки человека) и V79 (фибробласты легкого
китайского хомячка) (Tsutsui et al., 1998; Xu et al.,
2015). В клетках линий MCF-7, HEK293 и GC-2
(сперматоциты мыши) БФА вызывал повреждения
ДНК и апоптоз. При этом он индуцировал повре-
ждения ДНК преимущественно в ER-позитивной
линии MCF-7, а не ER-негативной HEK293
(Havranek et al., 2013; Yin et al., 2014).

Авторы отмечают, что выявленные аномалии не
всегда коррелировали с эстрогенностью БФА, и это
во многом было обусловлено клеточным типом и до-
зой БФА. В одних случаях усиление пролифератив-

Рис. 1. Изменение митотической активности в культурах клеток человека различного происхождения после воздействия би-
сфенола А (БФА) в течение 48 и 72 ч. На гистограмме отражены значения митотического индекса (МИ) с границами 95%-
ного доверительного интервала (ДИ). Статистически значимые различия указаны по сравнению с контролем “0.02%
ДМСО”: *Р < 0.001 и **Р < 0.01. Горизонтальной квадратной скобкой отмечены пары сравнения – МИ после культивирования
в течение 3 сут (48 ч в присутствии БФА) и через 4 сут (72 ч в присутствии БФА), для которых выявлены различия МИ.
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ной активности было ассоциировано с классически-
ми ядерными рецепторами к эстрогену ERα и ERβ
(Ricupito et al., 2009; Xu et al., 2015), в других – с
транс-мембранным рецептором эстрогена (G pro-
tein-coupled estrogen receptor 1 – GPR30, GPER), ко-
торый, обладает большим сродством к БФА, чем
ядерные ER, особенно при ответе на низкую дозу
(Liu et al., 2015; Shen, Shi, 2016). Кроме того, было об-
наружено, что БФА через GPR30 повышает экспрес-
сию сцепленного с Х-хромосомой гена ингибитора
апоптоза (XIAP), активация которого стимулирует
синтез оксида азота (Liu et al., 2015). А активные
формы кислорода и азота, как предполагается, явля-
ются модуляторами пролиферации клеток, останов-
ки клеточного цикла и апоптоза (Li, 2016).

Следует отметить, что в Х-хромосоме локализо-
ван ген MAGE-B2, экспрессия которого усиливает
пролиферацию опухолевых клеток p53-независи-
мым путем (Peche et al., 2015). В Y-хромосоме также
обнаружен локус (GBY) предрасположенности к ра-
ку – гонадобластоме (Quintana-Murci, Fellous, 2001)
и четыре некодирующих Y-РНК (hY1, hY3, hY4 и
hY5), важных для репликации ДНК и пролиферации
клеток. Оказалось, что деградация РНК hY1 и hY3 в
клеточных линиях человека приводит к значитель-
ному цитостатическому ингибированию пролифе-
рации клеток (Christov et al., 2008). В связи с этим
нельзя исключать возможного “пол-специфическо-
го” влияния БФА на пролиферативную активность
клеток. В ряде работ уже было показано, что БФА
способен изменять экспрессию генов (Chepelev et al.,

Таблица 1. Митотическая активность клеток человека линии HEK293 после воздействия бисфенола А (БФА) в течение
48 и 72 ч

Примечание к табл. 1–4. ДИ – доверительный интервал, МИ – митотический индекс, ОР – относительный риск. Значения ОР ука-
зывают, во сколько раз изменилась (снизилась или возросла) (рис. 1) митотическая активность клеток по сравнению с контролем
“0.02% ДМСО”. а Статистически значимые различия по сравнению с контролем “0.02% ДМСО” показаны звездочкой. Клетки куль-
тивировали 24 ч, затем добавляли БФА или ДМСО и культивировали еще 48 или 72 ч.

Условия Всего клеток МИ, %
(95% ДИ)

ОР
(95% ДИ)

Уровень значимости P а

Хи2

Пирсона
точный критерий 

Фишера

БФА, 48 ч
Контроль интактный 25339 6.55

(6.25–6.86)
1.06

(0.99–1.14)
0.067 0.682

Контроль 0.02% ДМСО 24398 6.96
(6.65–7.29)

– – –

0.25 мкМ БФА 22769 6.06
(5.76–6.38)

1.15
(1.07–1.23)

<0.001* <0.001*

0.5 мкМ БФА 27813 6.30
(6.02–6.59)

1.10
(1.04–1.18)

0.003* 0.003*

1 мкМ БФА 27969 5.61
(5.35–5.89)

1.24
(1.16–1.33)

<0.001* <0.001*

10 мкМ БФА 23000 5.13
(4.85–5.42)

1.36
(1.26–1.46)

<0.001* <0.001*

БФА, 72 ч
Контроль интактный 8172 3.82

(3.43–4.26)
1.29

(1.12–1.48)
<0.001* <0.001*

Контроль 0.02% ДМСО 10328 4.92
(4.52–5.35)

– – –

0.25 мкМ БФА 7783 4.92
(4.46–5.42)

1.00
(0.88–1.14)

1.000 1.000

0.5 мкМ БФА 3958 3.99
(3.42–4.65)

1.23
(1.04–1.47)

0.019* 0.019*

1 мкМ БФА 7507 4.89
(4.42–5.40)

1.01
(0.88–1.15)

0.920 0.944

10 мкМ БФА 10876 4.744
(4.36–5.16)

1.04
(0.92–1.17)

0.554 0.564



ЦИТОЛОГИЯ  том 61  № 10  2019

ВЛИЯНИЕ БИСФЕНОЛА А НА МИТОТИЧЕСКУЮ АКТИВНОСТЬ 829

2013; Yin et al., 2014; Liu et al., 2015; Xu et al., 2015), в
том числе и генов, регулирующих клеточный цикл
(Ptak et al., 2011).

В нашей работе выявлены изменения МИ в зави-
симости не только от дозы и продолжительности
воздействия БФА, но и от клеточного типа (рис. 2).
Так, в эпителиоподобных клетках HEK293 и HepG2
для большинства исследованных доз БФА наблюда-
ли снижение, а в нейробластоподобных клетках
IMR32, наоборот, повышение МИ по сравнению с
контролем, тогда как в фибробластоподобных клет-
ках FetMSC БФА не вызвал значимых изменений
пролиферативной активности. При этом более чув-
ствительными к воздействию БФА оказались имен-
но опухолевые клетки HEK293, HepG2 и IMR32. В
тоже время неиммортализованные мезенхимные
стволовые клетки костного мозга FetMSC оказались
устойчивы к воздействию исследованных доз БФА.

Следует отметить, что в нашем случае эмбрио-
нальное происхождение исследованных в работе ли-
ний клеток человека, скорее всего, не имело суще-

ственного влияния на изменение митотической ак-
тивности после воздействия БФА. Так, снижение
МИ наблюдали как в клетках HEK293 мезодермаль-
ного происхождения, так и в HepG2 эндодермального
происхождения, тогда как в FetMSC мезодермально-
го происхождения БФА не повлиял на пролифера-
цию клеток, а в клетках IMR32 эктодермального про-
исхождения БФА повышал МИ. По-видимому, в на-
шем случае и генотип клеток по половым
хромосомам также не повлиял на изменение мито-
тической активности после воздействия БФА.

Можно предположить, что изменения регуляции
клеточной пролиферации в результате 48- и 72-часо-
вого воздействия БФА в клетках IMR32 происходи-
ли с вовлечением рецептора к эстрогенам ERβ и ту-
морогенных белков, активно экспрессирующихся в
ней (Su et al., 2012; Zaatiti et al., 2018) и (или) через ак-
тивацию сигналов NF-κB/IL-6 (Xiong et al., 2017). А
в клетках HEK293 и HepG2 снижение митотической
активности могло происходить ER-независимым
путем, например, через транс-мембранный рецеп-

Таблица 2. Митотическая активность клеток человека линии HepG2 после воздействия БФА в течение 48 и 72 ч

Условия Всего клеток МИ, %
(95% ДИ)

ОР
(95% ДИ)

Уровень значимости Pа

Хи2 Пирсона
точный критерий 

Фишера

БФА, 48 ч
Контроль интактный 2135 3.51

(2.81–4.38)
1.07

(0.83–1.37) 0.617 0.639

Контроль 0.02% ДМСО 8914 3.30
(2.95–3.69)

– – –

0.25 мкМ БФА 17082 3.64
(3.37–3.93)

1.10
(0.96–1.27) 0.154 0.157

0.5 мкМ БФА 22688 1.80
(1.63–1.93)

1.83
(1.58–2.13) <0.001* <0.001*

1 мкМ БФА 10236 2.50
(2.21–2.82)

1.32
(1.12–1.56) 0.001* 0.001*

10 мкМ БФА 8728 2.61
(2.30–2.97)

1.26
(1.07–1.50) 0.001* 0.008*

БФА, 72 ч
Контроль интактный 5940 5.93

(5.36–6.56)
1.09

(0.93–1.28) 0.271 0.284

Контроль 0.02% ДМСО 4411 5.42
(4.79–6.13)

– – –

0.25 мкМ БФА 12969 3.31
(3.02–3.63)

1.64
(1.40–1.91) <0.001* <0.001*

0.5 мкМ БФА 7802 5.15
(4.68–5.66)

1.05
(0.90–1.23) 0.527 0.527

1 мкМ БФА 9338 5.98
(5.52–6.48)

1.11
(0.95–1.13) 0.192 0.197

10 мкМ БФА 12407 3.93
(3.60–4.29)

1.38
(1.19–1.61) <0.001* <0.001*
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тор эстрогена GPER (Liu et al., 2015) и (или) актива-
цию сигнальных путей Nrf1/2-ARE (Chepelev et al.,
2013), MAPK/ERK (Fremin et al., 2009), либо через
протеинкиназы PKA, PKG (Bouskine et al., 2009),
JNK, а также транскрипционные факторы CREB и
р53 (Liu et al., 2013). Возможно, в клетках HepG2 и
IMR32 исследованные в нашей работе дозы БФА по-
влияли на экспрессию глипикан-3 (GPC3) – гена-су-
прессора опухолевого роста, поскольку в клетках ге-
патомы и нейробластомы ранее была выявлена
сверх-экспрессия GPC3 (Sung et al., 2003). В клетках
IMR32 и HEK293 воздействие БФА могло повлиять на
пролиферацию клеток также и через сигнальный путь
Wnt/β-катенин (Reischmann et al., 2015; Tiwari et al.,
2015).

Поскольку установлено, что именно через ERα-
рецепторы регулируются многие гены клеточного
цикла, то особого внимания заслуживают наши ре-
зультаты для ER-позитивных клеток FetMSC, кото-
рые, теоретически, должны были “отреагировать”

на воздействие БФА через ER-зависимый путь (Kim
et al., 2017) или MAPK/ERK сигнальный путь (Strong
et al., 2016). Но мы не выявили статистически значи-
мых различий пролиферативной активности клеток
после воздействия БФА по сравнению с контролем.
Возможно, это было связано с особым экспрессион-
ным профилем эмбриональных стволовых клеток
FetMSC и существованием неких внутриклеточных
(в том числе эпигенетических) защитных механиз-
мов, которые отсутствуют в опухолевых клетках.

Результаты многолетних исследований указыва-
ют на то, что негативные эффекты БФА на живые
организмы могут быть связаны с отклонениями в
эпигенетической регуляции активности генов, при-
чем различные клетки, ткани и органы часто разли-
чаются по своему эпигенетическому ответу на воз-
действие БФА. Так, влияние БФА на метилирование
ДНК, модификации гистонов и компактизацию
хроматина было выявлено в клетках нейробластомы
человека SH-SY5Y (Senyildiz et al., 2017). На культу-

Таблица 3. Митотическая активность клеток человека линии IMR32 после воздействия БФА в течение 48 и 72 ч

Условия Всего 
клеток

МИ, %
(95% ДИ)

ОР
(95% ДИ)

Уровень значимости Pа

Хи2

Пирсона
точный критерий 

Фишера

БФА, 48 ч
Контроль интактный 13784 3.37

(3.08–3.68)
1.25

(1.09–1.44) 0.001* 0.001*

Контроль 0.02% ДМСО 12599 2.69
(2.42–2.99) – – –

0.25 мкМ БФА 22674 4.03
(3.78–4.29)

1.50
(1.33–1.69) <0.001* <0.001*

0.5 мкМ БФА 14462 4.44
(4.12–4.79)

1.65
(1.45–1.88) <0.001* <0.001*

1 мкМ БФА 8977 5.76
(4.97–5.67)

2.14
(1.87–2.45) <0.001* <0.001*

10 мкМ БФА 10032 5.30
(5.04–5.91)

1.97
(1.72–2.25) <0.001* <0.001*

БФА, 72 ч
Контроль интактный 17133 2.99

(2.75–3.26)
1.52

(1.37–1.70) <0.001* <0.001*

Контроль 0.02% ДМСО 17954 4.56
(4.26–4.87) – – –

0.25 мкМ БФА 8434 4.55
(4.15–5.02)

1.00
(0.89–1.13) 1.000 1.000

0.5 мкМ БФА 8363 6.55
(6.04–7.10)

1.44
(1.29–1.60) <0.001* <0.001*

1 мкМ БФА 15820 5.31
(5.30–6.26)

1.16
(1.06–1.28) 0.002* 0.002*

10 мкМ БФА 10577 5.46
(4.88–5.76)

1.20
(1.08–1.33) <0.001* <0.001*
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рах клеток печени мыши Hepa1-6, трофобластных
клеток человека BeWo выявили уменьшение уровня
экспрессии ДНК-метилтрансфераз и гипометили-
рование генов, связанных с синтезом липидов (Wang
et al., 2015; Ke et al., 2016).

Ранее мы обнаружили, что воздействие БФА вли-
яет на метилирование ДНК и компактизацию хро-
матина сестринских хроматид в зависимости от про-
исхождения и степени дифференцированности кле-
ток (Patkin et al., 2015, 2017). На культурах клеток
человека HEK293, HepG2, IMR32 и FetMSC было
показано, что в зависимости от клеточного типа, до-
зы и продолжительности воздействия БФА изменяет
уровень полногеномного метилирования ДНК и
степень компактизации хроматина, при этом харак-
тер выявленной зависимости “доза–эффект” во всех
четырех исследованных линиях был немонотонный
(Suchkova et al., 2019). Немонотонная зависимость
“доза−эффект”, выявленная нами для клеток линий

HEK293, HepG2 и IMR32 после воздействия ВФА,
также описана в литературе (Lagarde et al., 2015). Ав-
торы делают вывод, что немонотонная зависимость
обусловлена сложной природой ответной реакции
организма на действие токсикантов, на которую од-
новременно влияют несколько параметров. По-
скольку экспрессия генов, регулирующих клеточный
цикл, модулируется эпигенетическими механизма-
ми, которые могут нарушаться при действии БФА
(Macaluso et al., 2005; Silva et al., 2012; Havranek et al.,
2013; Fritz et al., 2019), то наблюдаемые нами измене-
ния МИ в клетках HEK293, HepG2, IMR32, возмож-
но, обусловлены эпигеномными изменениями, вы-
званными этим токсикантом.

Отдельно хочется обратить внимание и на резуль-
таты, полученные нами после воздействия раство-
рителя БФА, а именно 0.02% ДМСО, где тоже был
обнаружен специфичный для клетки ответ. Так,
культивирование клеток в присутствии 0.02%

Таблица 4. Митотическая активность клеток человека линии FetMSC после воздействия БФА в течение 48 и 72 ч

аНе выявлено статистически значимых различий.

Условия Всего клеток МИ, %
(95% ДИ)

ОР
(95% ДИ)

Уровень значимости P а

Хи2

Пирсона
точный критерий 

Фишера

БФА, 48 ч
Контроль интактный 2250 1.11

(0.76–1.64)
1.06

(0.63–1.80)
0.823 0.892

Контроль 0.02%ДМСО 2965 1.05
(0.74–1.48) – – –

0.25 мкМ БФА 2834 0.95
(0.65–1.38)

1.10
(0.66–1.83)

0.718 0.792

0.5 мкМ БФА 5319 0.88
(0.66–1.17)

1.18
(0.75–1.86)

0.462 0.478

1 мкМ БФА 2100 0.91
(0.58–1.40)

1.16
(0.65-2.04)

0.617 0.667

10 мкМ БФА 3010 1.26
(0.92–1.73)

1.21
(0.75–1.93)

0.431 0.469

БФА, 72 ч
Контроль интактный 4130 1.16

(0.88–1.53)
1.04

(0.66–1.66)
0.863 0.867

Контроль 0.02% ДМСО 2508 1.12
(0.78–1.61) – – –

0.25 мкМ БФА 3752 1.09
(0.80–1.48)

1.02
(0.63–1.65)

0.920 1.000

0.5 мкМ БФА 4704 0.85
(0.62–1.16)

1.31
(0.81–2.12)

0.266 0.306

1 мкМ БФА 4616 0.80
(0.58–1.10)

1.40
(0.86–2.27)

0.182 0.193

10 мкМ БФА 2535 1.54
(1.13–2.10)

1.38
(0.85–2.23)

0.191 0.219
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ДМСО не повлияло на митотическую активность
FetMSC и HepG2. Тогда как в клетках IMR32 через
48 ч действия наблюдали снижение, а через 72 ч, на-
оборот, повышение МИ. В тоже время в клетках
HEK293 МИ повышался только после воздействия в
течение 72 ч. Во многих работах проводили исследо-
вания влияния различных доз ДМСО на выживае-
мость и пролиферативную активность различных
типов клеток. Было обнаружено, что высокие дозы
ДМСО (более 0.1%) снижают жизнеспособность и
пролиферацию клеток, а также синтез TNF-α, IFN-γ
и IL-2 цитокинов (de Abreu Costa et al., 2017), тогда
как низкие дозы (от 0.05 до 0.2%) могут повышать
пролиферативную активность (Singh et al., 2017). В
нашей работе использована доза меньшая, чем упо-

мянуто в этих публикациях, и одинаковая для всех
четырех клеточных линий человека, но при этом в
одних клетках мы наблюдали изменение МИ (повы-
шение либо снижение), тогда как в других нет. Эти
результаты косвенно указывают на то, что в клетка-
специфичном ответе на воздействие токсиканта зна-
чительная роль отводится не только генотипу клет-
ки, но и ее эпигенотипу (эпигеномным модифика-
циям).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты проведенного исследования показа-
ли, что в исследованных клеточных культурах чело-
века БФА мог нарушить экспрессию генов, отвечаю-

Таблица 5. Степень (уровень) изменений митотической активности клеток в течение 1 сут в культурах клеток человека,
подвергшихся воздействию БФА и ДМСО

Примечание. ОР – относительный риск, ДИ – доверительный интервал. Значения МИ в исследованных группах 4-х клеточных ли-
ний человека после 48- и 72-часового воздействия ДМСО и БФА) показаны в табл. 1–4. Здесь значения ОР указывают, во сколько
раз изменилась (снизилась или возросла) (рис. 1) митотическая активность клеток в течение 1 сут в исследуемой линии (как без, так
и при воздействии токсикантов). аЗвездочкой отмечены статистически значимые различия параметра ОР в парах сравнения: 48 ч и
72 ч воздействия (т.е. 3 и 4 сут культивирования).

Условия ОР
(95% ДИ)

Уровень значимости P а
ОР

(95% ДИ)

Уровень значимости P а

Хи2

Пирсона
точный критерий 

Фишера
Хи2

Пирсона
точный критерий 

Фишера

HEK293 HepG2
Контроль интактный 1.72

(1.52–1.93)
<0.001* <0.001* 1.68

(1.32–2.15)
<0.001* <0.001*

Контроль 0.02% ДМСО 1.42
(1.29–1.56)

<0.001* <0.001* 1.64
(1.39–1.94)

<0.001* <0.001*

0.25 мкМ БФА 1.23
(1.10–1.37)

<0.001* <0.001* 1.101
(0.98–1.24)

0.119 0.121

0.5 мкМ БФА 1.58
(1.35–1.85)

<0.001* <0.001* 2.87
(2.50–3.28)

<0.001* <0.001*

1 мкМ БФА 1.15
(1.03–1.28)

0.015* 0.015* 2.39
(2.07–2.76)

<0.001* <0.001*

10 мкМ БФА 1.08
(0.98–1.20)

0.129 0.122 1.50
(1.29–1.75)

<0.001* <0.001*

IMR32 FetMSC
Контроль интактный 1.12

(0.99–1.27)
0.063 0.067 1.05

(0.65–1.69)
0.863 0.903

Контроль 0.02% ДМСО 1.70
(1.50–1.92)

<0.001* <0.001* 1.07
(0.64–1.78)

0.807 0.795

0.25 мкМ БФА 1.13
(1.00–1.27)

0.041 0.041 1.15
(0.71–1.86)

0.578 0.624

0.5 мкМ БФА 1.48
(1.32–1.65)

<0.001* <0.001* 1.04
(0.68–1.58)

0.863 0.914

1 мкМ БФА 1.09
(0.98–1.21)

0.135 0.139 1.13
(0.65–1.96)

0.663 0.665

10 мкМ БФА 1.03
(0.92–1.15)

0.632 0.643 1.22
(0.78–1.90)

0.380 0.421
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щих за регуляцию клеточного цикла. Поскольку ли-
ния FetMSC по сравнению с HEK293, HepG2 и
IMR32 оказалась более устойчивой к действию ис-
следованных доз БФА по показателю митотической
активности, это может говорить о существовании в
эмбриональных стволовых клетках дополнительных
(возможно, эпигеномных) защитных механизмов,
участвующих в регуляции клеточного цикла, тогда
как в клетках опухолевого происхождения такой ме-
ханизм, по-видимому, нарушен или менее устойчив
к действию ксеноэстрогенов. Выявленные немоно-
тонные зависимости доза–ответ, связанные с воз-
действием БФА, указывают на необходимость про-
ведения дополнительных исследований для того,
чтобы понять сложные функциональные послед-
ствия БФА-ассоциированных эффектов на живые
организмы.
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BISPHENOL A INFLUENCE ON THE MITOTIC ACTIVITY IN THE HUMAN CELL 
LINES OF DIFFERENT ORIGIN

N. I. Dergachevaa, I. O. Suchkovaa,  *, L. K. Sasinaa, E. M. Noniashvilia, A. V. Stasovskayaa, T. V. Baranovaa, 
G. A. Sofronova, and E. L. Patkina,  **

aInstitute of Experimental Medicine, St. Petersburg, 197376 Russia
*e-mail: irsuchkova@mail.ru

**e-mail: elp44@mail.ru

Bisphenol A (BPA) is a xenoestrogen that has genetic and epigenetic toxicity. The mechanisms by which BPA has a
negative effect on the body remains open. In this work, a comparative analysis of the effect of four BPA doses (0.25,
0.5, 1, 10 μM) on the mitotic activity of human cell lines of different origin (HEK293, HepG2, IMR32, FetMSC)
was performed. The mitotic activity changes were detected in HEK293, HepG2 and IMR32 lines, where depending
on cell type, dose, and duration of exposure to BPA we observed the increase or decrease of mitotic index (MI), or
no effect of BPA on proliferation. At the same time the embryonic marrow mesenchymal stem cells (FetMSC line)
were more resistant to the effects of the studied BPA doses, where there were no changes in MI compared to the con-
trol. This result may indicate the existence in the embryonic stem cells of additional (possibly epigenomic) protective
mechanisms involved in cell cycle regulation, whereas in the cells of tumor origin such a mechanism appears to be
damaged or less resistant to the action of xenoestrogens.

Keywords: ecotoxicants, xenoestrogens, cell proliferation, epigenomic modifications, DNA methylation, chromatin
compaction
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