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ДОНОР СЕРОВОДОРОДА NaHS ЗАЩИЩАЕТ МЕЗЕНХИМАЛЬНЫЕ 
СТВОЛОВЫЕ И МЕЛАНОМНЫЕ КЛЕТКИ ОТ НЕГАТИВНОГО 
ВОЗДЕЙСТВИЯ ИНФРАКРАСНОГО ЛАЗЕРНОГО ИЗЛУЧЕНИЯ
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Ранее мы установили, что инфракрасное лазерное излучение с длиной волны 835 нм вызывает до-
зозависимое торможение роста мезенхимальных стволовых и меланомных клеток человека и спо-
собно вызвать гибель меланомных клеток. В настоящей работе показано, что донор сероводорода
NaHS способен защищать клетки обоих типов от негативного воздействия лазерного излучения,
при этом величина защитного эффекта зависит от концентрации NaHS. Механизм защиты клеток
обусловлен, главным образом, воздействием NaHS на внутриклеточные процессы, происходящие
после облучения, поскольку защитный эффект не зависит от времени добавления NaHS – до или
после облучения. Более того, защитное действие наблюдается даже при добавлении NaHS через 6 ч
после облучения.
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ВВЕДЕНИЕ

Сероводород (H2S), роль которого в биологи-
ческих системах ранее сводили к токсическим
эффектам, в настоящее время рассматривается
как один из трех важнейших вторичных посред-
ников газообразной природы наряду с NO и CO
[1, 2]. На протекторную функцию H2S в различ-
ных физиологических процессах указывает зна-
чительное число публикаций. В частности, Н2S
проявляет противовоспалительную активность
[3], защищает кровеносные сосуды и уменьшает
повреждения миокарда при ишемической болез-
ни [4], причем последнее достигается за счет воз-
действия на митохондрии [5].

Недавно мы показали, что инфракрасное ла-
зерное излучение с длиной волны 835 нм влияет
на рост меланомных клеток человека [6, 7]. При
малых дозах облучения наблюдается стимуляция
роста, в то время как высокие дозы приводят к
прогрессирующему подавлению роста и даже ги-
бели клеток. Сходные эффекты наблюдаются и
при лазерном облучении мезенхимальных ство-

ловых клеток (МСК) человека, однако эти клетки
значительно более устойчивы к негативному дей-
ствию излучения. Согласно опубликованным дан-
ным, инфракрасное излучение действует главным
образом через митохондриальную цитохром-с-ок-
сидазу [8, 9]. Поскольку митохондрии также могут
служить мишенью H2S [10], высокие концентра-
ции которого способны ингибировать цитохром-
с-оксидазу [11], интересно было понять, может ли
H2S модифицировать негативные эффекты ин-
фракрасного излучения на клетки.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Культура клеток. Культивирование клеток ме-

тастатической меланомы кожи Mel IL и МСК
описано ранее [7]. Клетки Mel IL культивировали
до 50–60% монослоя в условиях нормоксии в сре-
де RPMI-1640 (“ПанЭко”, Россия), содержащей
10%-ную эмбриональную телячью сыворотку
(ЭТС), 2 мМ глутамин, пенициллин (100 ед./мл) и
стрептомицин (100 мкг/мл). Препарат МСК из
костного мозга эмбриона человека (FetMSC, из

Сокращения: МСК – мезенхимальные стволовые клетки.
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коллекции клеточных культур Института цито-
логии РАН) культивировали в среде DMEM
(“ПанЭко”) с низкой концентрацией глюкозы
(1000 мг/л), содержащей 10% ЭТС, 2 мМ глута-
мина, пенициллин (100 ед./мл) и стрептомицин
(100 мкг/мл). МСК культивировали в мультига-
зовом СО2 инкубаторе в условиях гипоксии (5% О2)
до 50–60% монослоя. Для пассирования клетки
снимали с пластика в 0.25% растворе трипсина
(“Sigma-Aldrich”, США) в 1× фосфатно-солевом
буфере (ФСБ) с 0.02% EDТА при 37°С в течение
2–3 мин (меланомные клетки) и 7–10 мин (МСК
человека), промывали 1 раз, центрифугируя в те-
чение 7 мин при 367 g в среде RPMI и DMEM со-
ответственно. Далее меланомные клетки рассева-
ли в соотношении 1 : 8, а МСК – 1 : 4.

Облучение клеток. Клетки снимали трипси-
ном, как описано выше, подсчитывали в камере
Горяева и рассевали по 30000 клеток на культу-
ральные чашки Петри диаметром 3.5 см. Клетки
облучали при комнатной температуре с помощью
описанной ранее [6, 7] инфракрасной лазерной
установки с длиной волны излучения 835 нм без
термостатирования. Использовали среднедозо-
вый (90 кДж/м2) и высокодозовый (540 кДж/м2)
режимы облучения меланомных клеток и МСК
соответственно. Повышение температуры среды
за время облучения не превышало 2 и 5°С при ис-
пользовании среднедозового и высокодозового
режимов соответственно.

После облучения клетки культивировали в тече-
ние 1 суток, снимали трипсином, после чего окра-

шивали 0.2%-ным трипановым синим и подсчиты-
вали число живых клеток в камере Горяева. Каж-
дый экспериментальный вариант выполняли в трех
повторностях. Для повышения точности анализа
число меланомных клеток в каждой повторности
подсчитывали 3 раза, число МСК – 4 раза, и вы-
числяли среднее значение.

Интегральный показатель числа удвоений по-
пуляции, пройденных культурой, и нормирован-
ный на 24 ч культивирования (ЧПУ/24), подсчи-
тывали согласно формуле:

где N0 – число посеянных живых клеток, NT –
число снятых живых клеток после культивирова-
ния, T – время культивирования (ч). Этот показа-
тель зависит как от скорости пролиферации, так и
от уровня гибели клеток за период культивирова-
ния. В случае значительных цитотоксических воз-
действий, когда скорость гибели клеток превыша-
ет скорость их пролиферации, показатель прини-
мает отрицательные значения, величина которых
отражает степень цитотоксичности воздействия.

Обработка клеток NaHS. Препарат NaHS (“Sig-
ma-Aldrich”) для предотвращения гидролиза рас-
творяли в абсолютном этаноле до концентрации
250 мМ и хранили при –70°С не более 2 недель.
Перед экспериментом готовили рабочие 50 и
100 мМ растворы NaHS в абсолютном этаноле.
Непосредственно перед облучением клеток гото-
вили двукратные растворы NaHS в полной среде,
которые добавляли к равному объему клеточной
культуры, после чего сразу же облучали. В неко-
торых опытах растворы NaHS добавляли сразу
или через некоторое время после облучения кле-
ток. В контрольные образцы клеток добавляли
этанол до той же концентрации (0.02%), как и в
экспериментальных образцах с NaHS.

Статистический анализ. При проведении ста-
тистического анализа (вычисление стандартных
отклонений и статистической значимости по
t-критерию Стьюдента) использовали статисти-
ческие функции программы Excel (Microsoft).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Возможные эффекты H2S при облучении кле-
ток изучали с использованием NaHS в качестве
донора сероводорода. В первую очередь анализи-
ровали влияние NaHS на рост линии меланомных
клеток Mel IL. С этой целью определяли скорость
роста клеток в течение 24 ч в среде, содержащей
NaHS в концентрации 10, 20 и 50 мкМ. Данные,
приведенные на рис. 1, показывают, что добавле-
ние 10 и 20 мкМ NaHS приводит к небольшому,
но статистически значимому ускорению роста
клеток Mel IL. В то же время присутствие 50 мкМ

( )= 2 T 0ЧПУ 24  24 lg : ,T N N

Рис. 1. Влияние NaHS на рост клеток меланомы Mel IL.
Контроль – клетки, к которым не добавляли NaHS.
N10, N20 и N50 – клетки, к которым добавляли 10, 20
и 50 мкМ NaHS соответственно. Клетки культивиро-
вали в течение 1 суток при нормоксии. По оси орди-
нат – интегральный показатель числа популяционных
удвоений, пройденных культурой за 24 ч (ЧПУ/24); зна-
чение 1.0 соответствует одному удвоению в течение
1 суток. Показаны средние значения (три повтора) и
квадратичные отклонения. р < 0.01 (##) по сравне-
нию с контролем.
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АНДРЕЕВА и др.

NaHS оказывало небольшой, но значимый нега-
тивный эффект на рост клеток Mel IL.

Далее было изучено влияние NaHS на мела-
номные клетки, подвергнутые воздействию ин-
фракрасного лазерного излучения с длиной вол-
ны 835 нм. Суспензию клеток, снятых с подложки
помощью трипсина, облучали инфракрасным из-
лучением (средняя доза, 90 кДж/м2). Затем клет-
ки культивировали в течение 1 суток и подсчиты-
вали количество живых клеток в камере Горяева.
Приведенные на рис. 2 результаты этих экспери-
ментов показывают, что в соответствии с полу-
ченными нами ранее данными [7] средние дозы
лазерного излучения вызывают резкую остановку
роста клеток, а также относительно небольшой
уровень интегральной гибели клеток. В то же вре-
мя, добавление NaHS в среду до концентрации
10, 20 и 50 мкМ перед облучением существенно
ослабляло негативный эффект, что выражалось в
существенном и статистически значимом увели-
чении числа клеток после культивирования по
сравнению с облученным образцом, не содержа-
щим NaHS. Ослабление эффекта облучения но-
сило дозозависимый характер. Наиболее значи-
тельная нейтрализация наблюдалась при 50 мкМ
NaHS, хотя те же концентрации NaHS, наоборот,
негативно действовали на необлученные клетки.
Таким образом, NaHS оказывает именно протек-
тивный эффект, поскольку связан с частичной
нейтрализацией негативных эффектов облуче-
ния, а не с общей стимуляцией клеточного роста.

Далее мы оценили возможность протективно-
го действия NaHS при инфракрасном облучении
не только клеточных линий, но и первичных кле-
ток, в качестве которых использовали МСК чело-
века. Сначала, как и в случае Mel IL, изучили дей-
ствие NaHS на рост МСК в течение 24 ч при гипо-
ксии (5% О2). Данные, приведенные на рис. 3,
показывают, что возможные эффекты NaHS в
концентрации 10 и 20 мкМ на рост МСК стати-
стически незначимы, в то время как 50 мкМ
NaHS вызывал небольшое, но статистически зна-
чимое подавление роста МСК, как это показано и
на меланомных клетках Mel IL.

На рис. 4 приведены результаты изучения эф-
фектов NaHS при облучении МСК. Поскольку,
как показано нами ранее, МСК значительно бо-
лее устойчивы к действию облучения, чем мела-
номные клетки [7], снижение числа МСК по
сравнению с контролем было менее значитель-
ным, даже несмотря на высокую дозу облучения
(540 кДж/м2). Тем не менее, при добавлении
NaHS, как и в случае с меланомными клетками,
наблюдалось статистически значимое снижение
негативного эффекта облучения на МСК. Таким
образом, NaHS оказывает дозозависимое протек-
тивное действие и при облучении МСК высоки-
ми дозами инфракрасного лазерного излучения.

Наблюдаемый эффект, как и в случае Mel, не мо-
жет быть объяснен простой стимуляцией роста
МСК, поскольку в концентрации 50 мкМ, вызы-
вающей наибольший эффект, NaHS приводит к
значимому подавлению роста.

Рис. 2. Присутствие NaHS защищает клетки Mel IL от
негативного действия инфракрасного лазерного из-
лучения с длиной волны 835 нм. Контроль – клетки
без облучения и без добавления NaHS. СДО – клетки,
подвергнутые среднедозовому лазерному облучению
(интенсивность 1500 Вт/м2, длительность 1 мин, доза
90 кДж/м2). СДО/N10, СДО/N20 и СДО/N50 – клетки,
облученные в присутствии 10, 20 и 50 мкМ NaHS соот-
ветственно. Клетки культивировали в течение 1 суток
в условиях нормоксии. Показаны средние значения
(три повтора) и квадратичные отклонения. р < 0.05 (#)
и p < 0.01 (##) по сравнению с контролем; p < 0.05 (*)
и p < 0.01 (**) по сравнению с СДО. Прочие обозначе-
ния, как на рис. 1. Отрицательные значения ЧПУ/24
соответствуют абсолютному уменьшению числа жи-
вых клеток после культивирования.
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Рис. 3. Влияние NaHS на рост МСК человека. Кон-
троль – клетки, к которым не добавляли NaHS. N10,
N20 и N50 – клетки, к которым добавляли NaHS в
концентрации 10, 20 и 50 мкМ соответственно. Клет-
ки культивировали в течение 1 суток в условиях гипо-
ксии. По оси ординат – интегральный показатель
числа удвоений популяции, пройденных культурой за
24 ч (ЧПУ/24). Показаны средние значения (три по-
втора) и квадратичные отклонения. р < 0.01 (##) по
сравнению с контролем.
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Существует вероятность того, что протектив-
ное действие NaHS сводится к нейтрализации его
влияния непосредственно при облучении (в част-
ности, за счет нейтрализации короткоживущих
свободных радикалов, которые, предположитель-
но, могли образоваться в среде в момент облуче-
ния). Для проверки этой гипотезы мы провели
эксперимент, в котором NaHS добавляли к клет-

кам МСК не до, а после облучения. Полученные
данные (рис. 5) показывают, что в этом случае ха-
рактер воздействия NaHS на клеточный рост не
изменился и, более того, даже количественные
показатели эффектов NaHS (изменения ЧПУ/24
по сравнению с облученным контролем) остались
такими же (в пределах вариаций между экспери-
ментами). Таким образом, протективные эффек-
ты NaHS связаны, главным образом, с воздействи-
ем на процессы, происходящие в клетках после об-
лучения, а не с непосредственной нейтрализацией
действия самого излучения.

Далее мы определяли продолжительность не-
гативных процессов в облученных клетках, дей-
ствие которых нейтрализует NaHS. В качестве
клеточной модели использовали клетки Mel IL,
которые характеризуются более выраженным от-
ветом на облучение. Клетки подвергали воздей-
ствию средней дозы облучения, при этом NaHS
добавляли в наиболее эффективной концентра-
ции 50 мкМ до, сразу после, или через 1, 2 или 6 ч
после облучения. Из рис. 6а видно, что хотя эф-
фект NaHS при отложенном добавлении посте-
пенно снижается, тем не менее он способен ока-
зывать значительное защитное воздействие даже
через 6 ч после облучения.

Проведенный эксперимент, хотя и дал ценную
информацию, оставил определенные неясности в
том, что касается защитного действия NaHS не-
посредственно на рост клеток. Это связано с тем,
что в данном опыте, как и во всех предыдущих,
облучали клетки, находящиеся в суспензии, а не в
прикрепленном к пластику состоянии. В то же
время, ранее мы показали, что облучение нега-
тивно воздействует не только на рост меланом-
ных клеток, но и на предшествующую стадию
прикрепления клеток к субстрату, что вносит су-
щественный вклад во влияние облучения на ин-
тегральный рост клеток [7]. Прикрепление мела-
номных клеток происходит преимущественно в
первые 2 ч и в основном заканчивается за 4 ч,
вследствие чего добавление NaHS через 2–6 ч по-
сле облучения вряд ли может эффективно ней-
трализовать его негативное действие. На основа-
нии этих соображений мы повторили экспери-
мент в варианте, когда облучали прикрепленные
к пластику клетки. Показано (рис. 6б), что в при-
крепленном состоянии клетки Mel IL существен-
но более устойчивы к действию излучения, что
подтверждает полученные нами ранее данные [7].
Таким образом, значительная часть негативных
эффектов облучения на состояние клеток Mel IL
в суспензии связана либо с предположительно
более высокой чувствительностью неприкреп-
ленных к субстрату клеток к облучению, либо с
торможением их прикрепления к субстрату, что
может приводить к гибели клеток по механизму
анойкиса [12]. Из рис. 6б видно, что NaHS ней-
трализует, хотя и не полностью, негативные эф-

Рис. 4. Присутствие NaHS защищает МСК человека
от негативного действия инфракрасного лазерного из-
лучения. Контроль – клетки без облучения и добавле-
ния NaHS. ВДО – клетки, подвергнутые высокодозово-
му лазерному облучению (интенсивность 1500 Вт/м2,
длительность 6 мин, доза 540 кДж/м2). ВДО/N20 и
ВДО/N50 – клетки, подвергнутые высокодозовому
облучению в присутствии 20 и 50 мкМ NaHS соответ-
ственно. Клетки культивировали в течение 1 суток в
условиях гипоксии. Показаны средние значения (три
повтора) и квадратичные отклонения. Прочие обо-
значения, как на рис. 2.
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Рис. 5. NaHS способен защищать МСК человека от
негативного действия инфракрасного лазерного из-
лучения и при добавлении после облучения. Клетки
культивировали в течение 1 суток в условиях гипо-
ксии (5% О2). Показаны средние значения (три по-
втора) и квадратичные отклонения. Эксперимент
проводили, как на рис. 4, но NaHS добавляли сразу
после облучения. Прочие обозначения, как на рис. 1.
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фекты облучения на рост прикрепленных клеток.
Хотя при задержанном добавлении NaHS (через 2
и 6 ч) наблюдается небольшое снижение защит-
ного эффекта, однако это снижение не является
статистически значимым. Поэтому можно пред-
положить, что защитный эффект NaHS сохраня-
ется и при более позднем, чем 6 ч, добавлении к
облученным клеткам.

Механизм протективного действия NaHS при
облучении остается неясным, однако можно пред-
полагать, что NaHS ингибирует процессы апо-
птоза и некроза, вызванные действием высоких
доз инфракрасного излучения [7]. Стоит отметить,
что антиоксидантное действие сероводорода опи-
сано в ряде публикаций. Так, H2S защищает эндо-
телиальные клетки от вызванного пероксидом во-
дорода окислительного стресса и митохондриаль-

ной дисфункции [13]. Н2S также способен снижать
образование пероксида водорода и супероксидно-
го аниона в гладкомышечных клетках сосудов,
вызванное обработкой гомоцистеином [14].

Согласно некоторым данным, инфракрасное
излучение с более короткой длиной волны (635 нм),
чем использованное нами, действует через цито-
хром-с-оксидазу митохондрий, поглощающую в
этой области. Высокие дозы облучения приво-
дят к всплеску продукции супероксидного анио-
на в митохондриях и, в свою очередь, к проявле-
нию цитототоксических эффектов [9]. Поэтому
можно предположить, что H2S, высвобождае-
мый при культивировании клеток в присутствии
NaHS, может действовать как антиоксидант,
блокируя негативные эффекты активных форм
кислорода, образующихся при облучении.

Рис. 6. NaHS способен защищать клетки Mel IL от негативного действия инфракрасного лазерного излучения даже че-
рез несколько часов после облучения. а – Облучение клеток в суспензии; б – облучение прикрепленных клеток. Клетки
подвергали лазерному облучению в средней дозе (СДО) (интенсивность 1500 Вт/м2, длительность 1 мин, доза 90 кДж/м2 и
1 мин 45 с, доза 157.5 кДж/м2 для суспензионных и прикрепленных клеток соответственно) и культивировали в тече-
ние 1 суток в условиях нормоксии. NaHS добавляли до концентрации 50 мкМ до облучения (СДО/N-до), сразу после
(СДО/N-сп) или через 1, 2 и 6 ч после облучения (СДО/N-1 ч, СДО/N-2 ч и СДО/N-6 ч соответственно). Контроль –
клетки без облучения и без добавления NaHS. Показаны средние значения (три повтора) и квадратичные отклонения.
р < 0.01 (##) по сравнению с контролем, p < 0.01 (**) по сравнению с СДО. Прочие обозначения, как на рис. 1.
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HYDROGEN SULFIDE DONOR NaHS PROTECTS MESENCHYMAL STEM 
AND MELANOMA CELLS FROM NEGATIVE EFFECTS 

OF INFRARED LASER IRRADIATION
N. V. Andreeva1, K. V. Zotov2, V. I. Yusupov2, A. V. Belyavsky1, *

1Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119991 Russia
2Institute of photon technologies, Federal Research Center of Crystallography and Photonics,

Russian Academy of Sciences, Troitsk, Moscow, 108840 Russia
*e-mail: abelyavs@yahoo.com

We have established earlier that the 835 nm infrared laser irradiation results in a dose-dependent growth in-
hibition of human mesenchymal stem and melanoma cells, and is able to induce cell death of the latter. In the
present work, we demonstrated that hydrogen sulfide donor NaHS is able to protect both cell types from the
negative action of laser irradiation, and the magnitude of protection effect depends on NaHS concentration.
The mechanism of cell protection by NaHS is primarily attributable to its effects on intracellular processes oc-
curring after irradiation since the protective effect does not depend on whether NaHS is added before or after
irradiation. Moreover, NaHS is able to exert its protective action even when added 6 hours post irradiation.

Keywords: hydrogen sulfide, infrared laser irradiation, melanoma, mesenchymal stem cells, cytotoxicity
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