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Выявление антипролиферативного эффекта 
D-аспарагина (моноамид D-аспарагиновой 
кислоты) положило начало разработке новых 

противорубцовых препаратов на его основе [1, 2]. 
Этому способствовало изучение биологической 
роли D-аспарагиновой кислоты, которая явля-
ется одним из важнейших нейротрансмиттеров, 
участвует в регуляции деятельности иммунной 
системы и оказывает влияние на секрецию мела-
тонина, пролактина, тестостерона, лютеинизиру-

ющего и соматотропного гормонов, присутствуя в 
коже и соединительной ткани человека [3, 4].

Найдены упоминания как об угнетающем влиянии 
D-аспарагиновой кислоты на пролиферативную ак-
тивность опухолевых клеток, так и о стимуляции ро-
ста онкогенных клеток, в частности эпителия молоч-
ной железы человека (линия MCF-7) [5, 6].

Если рассматривать D-аспарагин в качестве ос-
новы для разработки препарата, способного огра-
ничить разрастание рубцовой ткани, то исходно не-
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Изучено влияние D-аспарагина на пролиферативную и метаболическую активность и на морфологию дермаль-
ных фибробластов человека. Показано, что D-аспарагин при воздействии в течение 2–6 часов в концентрации 
0,013–0,13 г/л оказывает стимулирующее влияние на пролиферативную активность фибробластов человека, при 
24–48-часовом воздействии отмечен обратный эффект. При этом антипролиферативное действие D-аспарагина в 
концентрации 0,13 г/л сопряжено с выраженным изменением морфологии клеток. Использование тетразолиевых 
методов для оценки изменений метаболической активности клеток в случае D-аспарагина не было показательным. 
Таким образом, выявлена обратно-пропорциональная зависимость между временем воздействия D-аспарагина 
(2–48 часов) и выраженностью пролиферативной активности дермальных фибробластов человека.
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The effect of D-asparagine at a concentration of 0.013–0.13 g/l on proliferative and metabolic activity, as well as the 
morphology of human dermal fibroblasts, was studied. It was shown that D-asparagine, when exposed for 2–6 hours at a 
concentration of 0.013–0.13 g/l, rendered a stimulating effect on the proliferative activity of human fibroblasts, and with 
a 24–48 hour exposure, the opposite influence was marked. Moreover, the antiproliferative effect of D-asparagine at a 
concentration of 0.13 g/l was associated with a substantial changes in cell morphology. Applying of tetrazolium methods for 
evaluation of changes in the metabolic activity of cells in the case of D-asparagine does not seem indicative. Thereby, the 
inverse-proportional relationship between the exposure time of D-asparagine (2–48 hours) and the proliferative activity of 
human dermal fibroblasts was shown.
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обходимо выяснить особенности его влияния на рост 
фибробластов человека. Однако исследования, по-
священные оценке влияния D-аспарагиновой кисло-
ты и D-аспарагина на пролиферативную активность 
дермальных фибробластов человека, в доступной 
нам литературе найти не удалось.

Цель исследования  – изучить влияние D-аспара- 
гина на пролиферативную и метаболическую актив-
ность, а также морфологию дермальных фибробла-
стов человека.

Материал и методы. Исследование выполнено на 
культуре дермальных фибробластов человека. Первич-
ная культура фибробластов выделена путем механиче-
ской дезагрегации и последующей ферментативной 
обработки кожного лоскута площадью 10 см2, забран-
ного у взрослого донора по медицинским показаниям 
(после получения информированного согласия на за-
бор и использование биоматериала). Культуральная 
часть работы проводилась в СО2-инкубаторе (BINDER 
BF56) при 37 0С, 5 % СО2 и 100 % влажности. Первич-
ная культура дермальных фибробластов пассирована 
до 3-го пассажа, с использованием стандартной пита-
тельной среды, состоящей из раствора ДМЕМ (Gibco), 
10 % фетальной бычьей сыворотки (Gibco) и 100 ед/мл 
антибиотика-антимикотика (Thermo Fisher Scientific).

На 3-м пассаже фибробласты засевались в 24-лу-
ночные и 96-луночные планшеты с плотностью посева 
1500 кл/мл. Далее проводили культивирование клеток 
в течение 24 часов до их закрепления. Затем произво-
дили замену питательной среды на ту же, но с добав-
лением D-аспарагина (Sigma-Aldrich) в исследуемой 
концентрации 0,013 г/л (группы 1–4) и 0,13 г/л (группы 
5–8). Культивирование фибробластов на питательной 
среде с D-аспарагином проводили в течение 2 (группа 1 
и 5), 6 (группа 2 и 6), 24 (группа 3 и 7) и 48 часов (группа  
4 и 8). После окончания времени воздействия проводили 
смену питательной среды на ту же, но без D-аспарагина 
и продолжали культивировать до достижения 72 часов с 
момента засевания (в лунках с 48-часовым воздействи-
ем смену среды не проводили  – группы 4–8). Контро-
лем служили фибробласты, параллельно выращивае-
мые в течение 72 часов без добавления D-аспарагина.

После окончания 72-часового цикла культивиро-
вания проведены: определение пролиферативной ак-
тивности, ХТТ-тест, цитологическое и иммуноцитохи-
мическое исследования, а также кариотипирование.

Пролиферативную активность оценивали по сред-
нему времени удвоения популяции фибробластов. 
Время рассчитывали по формуле t=T/log2 (N/N0), где  
t – среднее время удвоения популяции; T – время куль-
тивирования клеток; N – плотность клеточного моно-
слоя после культивирования; N0  – плотность посева; 
log2 (N/N0) – количество удвоений за время T.

Метаболическую активность клеток оценива-
ли колориметрическим методом с использованием 

соли тетразолия XTT (2,3-бис-(2-метокси-4-нитро-
5-сульфофенил)-2H-тетразолий-5-карбоксанилид). 
Оптическую плотность в опытных лунках сравнивали 
с характеристикой контрольных образцов. Процент 
метаболически активных клеток в опытных образцах 
рассчитывали относительно контрольных образцов, 
приняв их за 100 %. Измерение оптической плотности 
проводили при длине волны 450 нм на спектрофото-
метре SpectraMax 250 (Molecular Devices).

Для проведения кариотипирования и составления 
морфологической характеристики клеток их обраба-
тывали колхицином, а затем окрашивали азур-эози-
ном (Минимед) по Романовскому – Гимзе.

Иммуноцитохимические исследования на виментин 
и Ki-67 проводили на цитологических микропрепаратах 
непрямым пероксидазным методом согласно протоко-
лам производителя (ABCAM). Использовали следую-
щие разведения первичных антител (Rabbit Anti-Ki67 
antibody (ab833) 1:100; Mouse Anti-Vimentin antibody 
(ab8978) 1:100) и вторичных антител (Goat Anti-Mouse 
IgG H&L (HRP) (ab205719), 1:400; Goat Anti-Rabbit IgG 
H&L (HRP) (ab205718), 1:200). Комплекс антиген-анти-
тело визуализировали перекисью водорода и диа-
минобензидин тетрагидрохлоридом (DAB хромоген). 
Фотографии микропрепаратов выполнены с помощью 
микроскопа Микмед-5 («Ломо», Россия) и окулярной 
камеры Levenhuk M300 Base («Levenhuk», США).

Статистический анализ результатов исследова-
ния проводили с помощью программного обеспече-
ния «Statistica 13» («StatSoft Inc», США). Разница меж-
ду значениями показателей XTT-теста выражалась 
в виде расчета процента по отношению к контролю, 
а остальных – в виде процентного изменения. Для 
оценки влияния проведенного вмешательства на про-
лиферативную активность фибробластов применяли 
однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA), при 
F>Fкрит с p≤0,05 отклоняли нулевую гипотезу об от- 
сутствии эффекта.

Результаты и обсуждение. В ходе исследования 
выявлены существенные различия в скорости проли-
ферации клеток в зависимости от времени воздей-
ствия и используемой концентрации D-аспарагина 
(табл.).

Сравнительный анализ воздействия D-аспарагина 
в течение 2 часов, на среднее количество и время уд-
воения клеток опытных групп с контролем, показал 
следующие результаты. В группе 1 отмечено стати-
стически значимое сокращение времени удвоения 
фибробластов на 17,22 % (р<0,0001) и увеличение их 
среднего количества на 97,23 % (р<0,0001), что сви-
детельствует об их крайне высокой пролиферативной 
активности. В группе 5 изменения были менее выра-
женными: время удвоения статистически значимо со-
кратилось на 6,96 % (р<0,0001) и их количество воз-
росло на 27,28 % (р<0,05) соответственно.

Таблица 
Влияние времени воздействия D-аспарагина в разной концентрации на пролиферативную  

и метаболическую активность дермальных фибробластов человека по отношению к контролю

Время 	
воздей-
ствия, час

D-аспарагин 0,013 г/л D-аспарагин 0,13 г/л
Среднее количество 
клеток ×103/мл

Время удвоения по-
пуляции клеток (t)

ХТТ-
тест, %

Среднее количество 
клеток ×103/ мл

Время удвоения по-
пуляции клеток (t)

ХТТ-
тест, %

2 212*** 13,08*** 95,03 140* 14,7*** 124***

6 120** 15,4 92,2 128,3* 15,1 124***

24 81,7** 17,5*** 105,5 108,3 15,9 136***

48 46,7** 21,67*** 109 70** 18,4** 130***

Контроль 110 15,8 100 110 15,8 100

Примечание. Достоверность изменений показателей по отношении к контролю при: * – p<0,05; ** – p<0,01; 
*** – p<0,0001.
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После 6 часов воздействия D-аспарагина время 
удвоения клеток в группах 2 и 6 было сопоставимо 
с контрольной группой (р>0,05), количество клеток 
было увеличено только на 9,1 % в группе 2 (р<0,01) и 
16,64 % в группе 6 (р<0,05). Полученные данные сви-
детельствуют, что при инкубации в течение 2–6 часов, 
вне зависимости от концентрации D-аспарагина, от-
мечена тенденция к росту пролиферативной активно-
сти дермальных фибробластов человека (более вы-
раженная при концентрации D-аспарагина 0,013 г/л).

При 24-часовой инкубации клеток с D-аспара- 
гином в группе 3 наблюдалось увеличение времени 
удвоения их популяции на 9,71  % (р<0,0001) и сни-
жение количества фибробластов на 25,73 % (р<0,01) 
по сравнению с контролем, что указывало на пода-
вление пролиферации клеток. В группе 7 отсутство-
вали значимые изменения: время удвоения и количе-
ство фибробластов было сопоставимо с контролем 
(р>0,05).

При 48-часовой инкубации клеток с D-аспарагином 
отмечено выраженное снижение пролиферативной 
активности клеток. В группе 4 время удвоения попу-
ляции клеток статистически значимо увеличилось на 
37,15  %, а среднее количество клеток снизилось на 
57,55  % (р<0,01). В группе 8 количество клеток ста-
тистически значимо снизилось на 36,36  % (р<0,01), 

среднее время удвоения популяции клеток увеличи-
лось на 16,46 % (р<0,01) по сравнению с контролем.

По результатам ХТТ-теста метаболическая ак-
тивность дермальных фибробластов человека, куль-
тивированных с 0,013 г/л D-аспарагином, во все 
изученные сроки достоверно не отличалась от кон-
троля. Напротив, в группах с увеличенной нагрузкой 
D-аспарагином наблюдался заметный статистиче-
ски значимый рост метаболической активности от  
2 до 48 часов на 24–36 % (р<0,001). Несоответствие 
между пролиферативной активностью и данны-
ми XTT-теста предположительно объясняется тем, 
что при росте времени экспозиции и концентрации 
D-аспарагина включается механизм окислительно-
го дезаминирования D-аминокислот, что приводит 
к завышению результатов теста за счет активации 
FAD-зависимого пути образования формазана [7].

При цитологическом и иммуноцитохимическом 
исследовании фибробластов, подвергнутых инкуба-
ции в среде с 0,013 г/л D-аспарагина, выявлено, что 
клетки сохранили характерную для фибробластов 
морфологию (рис. А) и показывают высокий уровень 
экспрессии виментина. В группах 1–3 пролифератив-
ный индекс, определенный по экспрессии маркера 
Ki-67, составил 70–90  %, а к 48 часам инкубации он 
снизился до 30 % по отношению к контролю.

Рис. Культура дермальных фибробластов человека, культивированных с D-аспарагином в концентрации 0,013 г/л  
в течение 2 (А) и в концентрации 0,13 г/л в течение 48 (В) часов. Окраска Романовского – Гимзы;  

иммуноцитохимическая окраска на виментин; иммуноцитохимическая окраска на Ki-67

При морфологической оценке образцов из групп 
5–7, подвергнутых инкубации в среде с 0,13 г/л 
D-аспарагина, отмечено снижение позитивной ре-
акции клеток с антителами к виментину до умерен-
ной, на фоне сохранной экспрессии маркера Ki-67. 
Однако цитологическое исследование показало на-
личие множества реактивно измененных клеток (дис-
трофичные и полиморфные) с наличием атипичных 
митозов. В группе 8 наблюдалось выраженное нару-
шение функциональной активности клеток, что про-
явилось исчезновением у клеток иммуноцитохими-
ческой окраски на виментин, снижением полученного 
по Ki-67 индекса пролиферации до 30 %. Полученные 
в группе 8 данные свидетельствуют о развитии кле-

точной атипии фибробластов, что указывает на явное 
токсическое воздействие D-аспарагина в концентра-
ции 0,13 г/л и времени инкубации 48 часов (рис. В).

Экспериментальные данные о влиянии D-аспа- 
рагина на пролиферативную и метаболическую ак-
тивность, а также морфологию дермальных фи-
бробластов человека косвенно свидетельствуют о 
наличии нескольких механизмов, обусловливаю-
щих вызванные эффекты. Стимулирующее влияние 
D-аспарагина на пролиферативную активность кле-
ток, по-видимому, обусловлено взаимодействием с 
NMDA-рецепторами на их поверхности [5]. В отноше-
нии антипролиферативного действия D-аспарагина 
обсуждается возможность нарушения аминокис-
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лотного обмена, обусловленная ингибированием 
специфических трансаминаз [8]. Кроме того, важ-
ным механизмом антипролиферативного эффекта 
D-аспарагина предположительно является торможе-
ние белкового синтеза, обусловленное аминоацили-
рованием тРНК [9]. D-аспартат, накапливающийся 
в составе белков при длительной инкубации, может 
оказывать негативное влияние на их функциональ-
ную активность. Это подтверждается тем, что функ-
ционирование L-изоаспартат DL-аспартат О-метил-
трансферазы (конвертирует D-аспартат в L-форму) 
является критичным для нормального деления и диф-
ференцировки клеток [10].

Заключение. D-аспарагин при воздействии в 
течение 2–6 часов в концентрации 0,013–0,13 г/л 
оказывает стимулирующее влияние на пролифера-
тивную активность дермальных фибробластов чело-
века. При 24–48-часовом воздействии имеет место 
обратный эффект. Антипролиферативное действие 

D-аспарагина в концентрации 0,13 г/л, особенно при 
времени инкубации 48 часов, сопряжено с выражен-
ным изменением морфологии клеток. Это свидетель-
ствует о его выраженном токсическом воздействии при 
данном режиме кондиционирования. Культуральные 
исследования на разных клеточных линиях с целью из-
учения характера и механизмов влияния D-аспарагина 
на пролиферативную активность клеток являются пер-
спективным путем в разработке новых классов проти-
ворубцовых и противоопухолевых препаратов.

Информированное согласие: В работе соблюда-
лись этические принципы, предъявляемые Хельсинк-
ской декларацией Всемирной медицинской ассоциа-
ции (World Medical Association Declaration of Helsinki, 
1964, в редакции 2000); исследование выполнено 
согласно основным правилам к проведению клиниче-
ских исследований и одобрено комитетом по этике.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.
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