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C применением методов флуоресцентного анализа и спектроскопии комбинационного рассеяния 
света исследованы механизмы действия 2-изопpопил-5-метил-1,4-бензоxинона (тимохинона) 
на клетки карциномы гортани человека линии HEp-2. Обнаружено, что тимохинон характеризует-
ся более выраженным токсическим действием по сравнению с 1,4-бензохиноном и 2,3,5-триметил-
1,4-бензохиноном. Показано, что при действии тимохинона наблюдаются снижение митохондри-
ального потенциала и высвобождение цитохрома с из митохондрий, что свидетельствует об акти-
вации программируемой гибели опухолевых клеток по митохондриально-опосредованному пути. По-
лученные результаты указывают на перспективность применения метода спектроскопии комбина-
ционного рассеяния света в исследовании программируемой гибели клеток.  

Ключевые слова: спектроскопия комбинационного рассеяния света, апоптоз, тимохинон, опу-
холевые клетки.  

 
The mechanisms of 2-isopropyl-5-methyl-1,4-benzoquinone (thymoquinone) action on human larynx 

carcinoma cells of the HEp-2 line were studied using methods of fluorescence assay and Raman spectrosco-
py. It was found that thymoquinone has a more pronounced toxic effect compared to 1,4-benzoquinone and 
2,3,5-trimethyl-1,4-benzoquinone. A decrease of the mitochondrial potential and the release of cytochrome 
c from the mitochondria are observed under the action of thymoquinone, which indicates the activation of 
apoptosis of the tumor cells along the mitochondrial-mediated pathway. The obtained results demonstrate 
the prospects of using Raman spectroscopy in the study of programmed cell death.  

Keywords: Raman spectroscopy, apoptosis, thymoquinone, cancer cells. 
 
Введение. Поиск новых регуляторов программируемой гибели опухолевых клеток и детальное 

изучение механизмов их действия — одно из приоритетных направлений современной медицинской 
биофизики. Среди основных механизмов гибели клеток выделяют некроз, апоптоз и аутофагию [1]. 
Апоптоз и аутофагию относят к физиологическим запрограммированным механизмам гибели клеток, 
тогда как некроз является нерегулируемой гибелью клеток при действии повреждающих факторов  
[2—4]. Нарушение механизмов регуляции гибели клеток наблюдается при многих патологических 
процессах, включая онкологические, поэтому поиск эффективных индукторов программируемой 
клеточной смерти и разработка новых методов исследования молекулярных, биохимических и био-
физических показателей, позволяющих дифференцировать различные типы гибели клеток, являются 
важными этапами развития современных биомедицинских технологий. 

Среди регуляторов процессов гибели опухолевых клеток особое место занимают пара-
бензохиноны и их производные, которые наряду с противоопухолевой проявляют противовирусную 
и противовоспалительную активность [5—7]. К таким высокоэффективным биорегуляторам относит-
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ся тимохинон (2-изопропил-5-метил-1,4-бензохинон) — основной компонент эфирного и нелетучего 
масел черного тмина (Nigella sativa) [7—9]. Образующиеся в опухолевых клетках при действии ти-
мохинона активные формы кислорода (АФК) являются участниками редокс-сигнальных процессов, 
ведущих к формированию митохондриальных пор высокой проницаемости и запуску программируе-
мой гибели клеток [10]. Поскольку увеличение продукции АФК и формирование митохондриальных 
пор высокой проницаемости наблюдаются на сигнальных стадиях аутофагии и апоптоза, для детали-
зации механизмов и дифференциации программируемой гибели клеток важно выявление этапа за-
пуска эффекторной (следующей за сигнальной) стадии программы, в связи с чем для дальнейшего 
обоснования детального механизма действия тимохинона необходимо изучить последующие стадии 
клеточной гибели. Важнейшим участником активации митохондриально-опосредованного апоптоза 
является белок цитохром с, выполняющий роль триггера активации каспазного каскада, приводящего 
к разрушению макромолекул и последующей фрагментации клетки на апоптотические тельца [11]. 
Таким образом, изучение процессов распределения цитохрома с позволит выявить инициацию апо-
птоза до проявления морфологических изменений клетки.  

В настоящее время в исследованиях биологических систем широко применяется метод спектро-
скопии комбинационного рассеяния света (КР) [12, 13]. В отличие от флуоресцентных методов, тре-
бующих предварительной маркировки специфическими зондами исследуемых биомолекул или внут-
риклеточных компартментов, метод спектроскопии КР позволяет получить информацию о локальном 
химическом составе любой части исследуемого образца [14]. Спектроскопия КР обладает высоким 
пространственным и временным разрешением и является неинвазивным методом, что позволяет 
осуществлять наблюдение и анализ биохимических процессов в живых клетках. С помощью КР 
спектроскопии исследовано внутриклеточное распределение цитохрома с, индуцированное действи-
ем тимохинона. Цитохром с поглощает свет при 530 нм и благодаря резонансному поглощению воз-
буждающего света с  = 532 нм можно наблюдать интенсивный спектр КР [15]. Для исследования 
внутриклеточного распределения белка используется полоса с максимумом в КР-спектре 750 см–1, 
характерная для колебательной моды пиррольного кольца в молекуле цитохрома с [16, 17].  

Материалы и методы. Использованы клетки эпидермальной карциномы гортани человека ли-
нии HEp-2. Культивирование клеток проводили в среде DMEM (Sigma-Aldrich, США) с добавлением  
8—10 % эмбриональной бычьей сыворотки и гентамицина (0.08 мг/мл) при температуре 37 °С в ат-
мосфере 5 % СО2. Ведение культуры осуществлялось в стерильных пластиковых флаконах c площа-
дью дна 25 см2, снабженных фильтрами для воздуха. При исследовании действия пара-бензохинонов 
(1,4-бензохинона, 2-изопропил-5-метил-1,4-бензохинона и 2,3,5-триметил-1,4-бензохинона) на про-
лиферативную активность клетки культивировались в стерильных пластиковых чашках Петри диа-
метром 35 мм. При пересеве концентрация клеток составляла 1  105 кл/мл. Соединения добавляли в 
чашки Петри через 24 ч после пересева клеток. Подсчет клеток проводили на четвертые сутки куль-
тивирования.  

Для проведения измерений спектрально-оптическими методами использован сбалансированный 
буферный солевой раствор (СБСР) состава: 131 мМ NaCl, 5 мМ KCl, 1.3 мМ CaCl2, 1.3 мМ MgSO4, 
0.4 мМ KН2РО4, 20 мМ Hepes, 6 мМ глюкоза, рН 7.4. 

Для исследований методами флуоресцентного анализа и КР спектроскопии культивирование 
клеток осуществляли на кремниевых пластинах в стерильных чашках Петри. При пересеве концен-
трация клеток составляла 0.3  105 кл/мл. На третьи сутки культивирования образовавшийся на крем-
ниевой пластине монослой клеток дважды отмывали СБСР. 

Исследование внутриклеточного распределения цитохрома с проводили методом КР спектро-
скопии с помощью спектрально-аналитического комплекса на основе сканирующего конфокального 
микроскопа Nanofinder HighEnd (LOTIS-TII, Беларусь–Япония) и лазера с  = 532 нм (3.2 мВт, время 
накопления сигнала 2 с, шаг сканирования 1 мкм).  

Для мониторинга изменения митохондриального мембранного потенциала использован этило-
вый эфир тетраметилродамина (TMRE). Клетки в СБСР инкубировались с 0.1 мкМ зонда в течение 
30 мин при температуре 37 °С. Зарегистрированы кинетические зависимости изменения митохондри-
ального мембранного потенциала (∆Ψ) спектрофлуориметром СМ 2203 (“Солар”, Беларусь). Интен-
сивность флуоресценции ТМRE измерена при возб = 545 нм и рег = 590 нм. Для определения направ-
ления изменения митохондриального мембранного потенциала использован протонофор СССР кон-
центрацией 5 мкМ. Изучение распределения митохондрий в опухолевых клетках, а также качествен-
ная оценка изменения митохондриального мембранного потенциала проведены с помощью спек-
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трально-аналитического комплекса на основе сканирующего конфокального микроскопа Nanofinder 
HighEnd (LOTIS-TII, Беларусь–Япония) и лазера с  = 532 нм (мощность 3.2 мВт, время накопления 
сигнала 1 с, шаг сканирования 0.4 мкм). Флуоресценция TMRE зарегистрирована на  = 590 нм. 

Приведенные кинетические зависимости типичны для серии трех-пяти независимых экспери-
ментов. Результаты представлены как средние значения плюс-минус стандартное отклонение от 
среднего для трех-пяти независимых экспериментов. Достоверность определена с помощью t-кри-
терия Стьюдента с учетом достоверных различий при уровне значимости р < 0.05 (*p < 0.05 по срав-
нению с контролем). 

Результаты и их обсуждение. Исследовано действие пара-бензохинонов (1,4-бензохинона, ти-
мохинона и 2,3,5-триметил-1,4-бензохинона) в концентрациях 0.8—80 мкМ на пролиферативную ак-
тивность клеток карциномы гортани человека линии HEp-2 (рис. 1). Как видно, пара-бензохиноны в 
исследуемых концентрациях вызывают дозозависимое снижение числа опухолевых клеток в культу-
ре в сравнении с контрольным образцом. Наиболее токсичным из исследуемых пара-бензохинонов 
является тимохинон. Концентрация 50 %-го ингибирования (IC50) роста клеток в культуре для тимо-
хинона 8 мкМ, для 1,4-бензоxинона 25 мкМ, для 2,3,5-триметил-1,4-бензохинона 30 мкМ. 

 

 
Рис. 1. Изменение числа клеток линии НЕp-2 при культивировании c пара-бензохинонами:  

БХ-3 — 2,3,5-триметил-1,4-бензохинон, БХ — 1,4-бензохинон, ТХ — тимохинон 
 

Для установления механизмов токсического действия пара-бензохинонов проведена оценка из-
менения митохондриального мембранного потенциала. Обнаружено, что при добавлении пара-
бензохинонов в суспензию опухолевых клеток уменьшается интенсивность флуоресценции TMRE, 
что указывает на снижение митохондриального потенциала. На рис. 2, а представлены зависимости 
изменения митохондриального потенциала клеток от концентрации тимохинона и 2,3,5-триметил-1,4-
бензохинона. Снижение митохондриального мембранного потенциала увеличивается c ростом кон-
центрации пара-бензохинонов и для тимохинона является более выраженным. Различие в зависимо-
сти снижения митохондриального потенциала от концентрации соединения для тимохинона и  
2,3,5-триметил-1,4-бензохинона позволяет предположить различие механизмов токсического дей-
ствия данных соединений на опухолевые клетки. Для изучения роли митохондриальных пор высокой 
проницаемости в индуцированном хинонами снижении митохондриального мембранного потенциала 
использован циклоспорин А — ингибитор открытия пор высокой проницаемости. Циклоспорин А, 
предварительно введенный в суспензию клеток, ингибировал снижение митохондриального мем-
бранного потенциала при действии тимохинона (рис. 2, б). При этом снижение митохондриального 
потенциала, индуцированное действием 1,4-бензохинона и 2,3,5-триметил-1,4-бензохинона, не бло-
кировалось циклоспорином А. 

Для детализации механизма программируемой гибели клеток, активируемой при действии тимо-
хинона, исследовано внутриклеточное распределение цитохрома с до и после добавления агента. 
На рис. 3, а и б представлены изображения опухолевых клеток, реконструированные по распределе-
нию интенсивности характерного для цитохрома с пика КР 750 см–1 до и после добавления тимохи-
нона; на рис. 3, в и г — соответствующие им профили интенсивности  пика  КР 750 см–1  для попереч- 
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Рис. 2. Действие  пара-бензохинонов  на митохондриальный мембранный потенциал клеток  
HEp-2: зависимости ∆Ψ от концентрации тимохинона и 2,3,5-триметил-1,4-бензохинона (а);   

действие  тимохинона  на  ∆Ψ:  20 мкМ   тимохинона  (1);  20  мкМ   тимохинона  
(клетки 60 мин инкубировали с циклоспорином А) (2) (б) 

 

   

   
 

Рис. 3. Распределение интенсивности пика КР 750 см–1 в клетках карциномы гортани линии HEp-2: 
контрольные клетки (а, в); клетки в присутствии тимохинона концентрацией 20 мкМ (б, г) 

 
ного сечения y = 15 мкм. Исследование профиля интенсивности пика КР 750 см–1 показывает, что до 
стимуляции тимохиноном выявляется наличие пиков интенсивности в примембранных областях кле-
ток, свидетельствующее о компартментализации белка. Как показано на рис. 3, б, добавление тимо-
хинона приводит к внутриклеточному перераспределению цитохрома с. При этом в спектрах клеток, 
стимулированных тимохиноном, наблюдается относительно равномерное распределение интенсив-
ности пика КР 750 см–1, что указывает на выход цитохрома с из матрикса митохондрий в цитозоль 
клетки (рис. 3, б и г). 

Исследование роли митохондрий в процессе компартментализации цитохрома c проведенo с по-
мощью лазерной конфокальной микроскопии с использованием флуоресцентного зонда TMRE. 
TMRE является липофильным катионом с делокализованным зарядом, который избирательно накап-
ливается в самой электроотрицательной области клеток — матриксе митохондрий. Количество зонда 
TMRE в митохондриях зависит от потенциала на внутренней мембране митохондрий. На рис. 4 пред-
ставлены флуоресцентные изображения опухолевых клеток, окрашенных TMRE,  в контроле и после 
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добавления тимохинона. Преимущественное накопление зонда указывает на локализацию митохон-
дрий в примембранных областях контрольных клеток. После добавления тимохинона наблюдается 
снижение митохондриального мембранного потенциала, сопровождающееся частичным выходом 
флуоресцентного зонда из митохондрий и соответствующим изменением внутриклеточного распре-
деления интенсивности флуоресценции зонда.  

 

   
Рис. 4. Флуоресценция TMRE в клетках карциномы гортани человека линии HEp-2:  

а — контрольные клетки; б — концентрация тимохинона 20 мкМ 
 

На основании полученных данных о распределении цитохрома с и внутриклеточной локализации 
митохондрий можно сделать вывод, что при действии тимохинона индукция программируемой гибе-
ли опухолевых клеток осуществляется по митохондриально-опосредованному пути. 

Заключение. Полученные с использованием методов флуоресцентного анализа и спектроскопии 
комбинационного рассеяния света данные о высвобождении цитохрома с из матрикса митохондрий 
при действии тимохинона свидетельствуют об активации митохондриально-опосредованного апопто-
за в опухолевых клетках. Исследование внутриклеточного распределения цитохрома с методом спек-
троскопии комбинационного рассеяния позволяет изучать ранние стадии апоптоза, что является важ-
ным преимуществом метода по сравнению с биохимическими и морфологическими методами изуче-
ния программируемой гибели клеток.  
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