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Резюме.  

Целью работы было изучить влияние различных концентраций пищевой добавки Е407а (полуочищенный карра-

гинан) на метаболическую активность клеток фетальной печени, спленоцитов и клеток костного мозга.

Материал и методы. Клеточные культуры фетальной печени, спленоцитов и костного мозга инкубировали с пи-

щевой добавкой Е407а в концентрациях от 0 мг/мл до 10 мг/мл в течение 24 часов (n=8). Для анализа влияния до-

бавки на метаболическую активность клеток использовали колориметрический МТТ тест, основанный на способ-

ности живых, метаболически активных клеток превращать 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетразолий 

бромид в формазан. Статистическую обработку данных проводили с помощью расчета критериев Краскела-Уол-

лиса и Данна. 

Результаты. Установлено, что наиболее чувствительной к каррагинану клеточной культурой является костный 

мозг. Более чем двухкратное статистически достоверное (р<0,0001) повышение метаболической активности кле-

ток костного мозга наблюдалось при использовании от 200 мкг/мл Е407а. Метаболическая активность сплено-

цитов увеличивалась приблизительно в 1,5 раза и более (р<0,0001) при использовании каррагинанов в концен-

трации 500 мкг/мл и выше. Клетки фетальной печени оказались наиболее устойчивыми к прямому токсическому 

действию пищевой добавки Е407а.

Заключение. Пищевая добавка Е407а цитотоксична по отношению к клеткам костного мозга и спленоцитам в 

концентрациях соответственно от 200 мкг/мл и 500 мкг/мл.

Ключевые слова: клетки фетальной печени, спленоциты, клетки костного мозга, МТТ тест.

Abstract. 

Objectives. To study the effects of various concentrations of the food additive E407a (semi-refined carrageenan) on the 

metabolic activity of fetal liver cells, splenocytes, and bone marrow cells.

Material and methods. Fetal liver, splenocytes and bone marrow cell cultures were incubated with the food additive E407a 

at concentrations varying from 0 mg/ml to 10 mg/ml for 24 hours (n=8). To analyze the effects of this food additive on the 

metabolic activity of cells, a colorimetric MTT assay was used. It is based on the ability of viable, metabolically active 

cells to convert 3 (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide into formazan. The data were statistically 

processed using Kruskal-Wallis and Dunn’s criteria.

Results. The bone marrow cell culture was found to be the most sensitive to carrageenan. More than a twofold statistically 

significant (p<0.0001) increase in the metabolic activity of bone marrow cells was observed when using E407a from 200 

μg/ml and above. The metabolic activity of splenocytes increased approximately 1.5 times and over (p<0.0001) when 
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using carrageenans at the concentration of 500 μg/ml and higher. Fetal liver cells turned out to be the most resistant to the 

direct toxic effect of the food additive E407a.

Conclusions. The food additive E407a is cytotoxic to bone marrow cells and splenocytes at concentrations of 200 μg/ml 

and 500 μg/ml, respectively.

Key words: fetal liver cells, splenocytes, bone marrow cells, MTT assay.

Пищевые добавки – это вещества есте-

ственного или искусственного происхождения, 

которые используются в пищевой промышлен-

ности для улучшения текстуры продуктов, уве-

личения срока хранения, улучшения вкусовых 

качеств и внешнего вида продуктов питания. 

Расширяющийся ассортимент и увеличение ко-

личества потребляемых пищевых добавок обу-

славливают интерес к всестороннему изучению 

безопасности добавок, используемых в пище-

вой промышленности. В частности, регулирую-

щий орган Европейского Союза – Европейское 

агентство по безопасности пищевых продуктов 

(EFSA) – инициировало программу по пересмо-

тру профилей безопасности уже одобренных пи-

щевых добавок. Внимание данной организации 

привлекла одна из наиболее спорных пищевых 

добавок, а именно каррагинан, который представ-

ляет собой фикоколлоид гетерополисахаридной 

природы, получаемый из красных морских водо-

рослей. Каррагинаны используются в качестве 

загустителей, гелеобразователей и эмульгаторов, 

и зарегистрированы как пищевые добавки Е407 

(нативный каррагинан) и Е407а (полуочищенный 

каррагинан) [1].

В последнее время среднегодовое потре-

бление каррагинана значительно увеличилось, 

что обусловлено его дешевизной, доступностью 

и относительной легкостью экстракции из водо-

рослей в коммерческом масштабе. Содержание 

Е407 и Е407а в продуктах питания значительно 

колеблется, достигая максимальных показателей 

в 0,5-1% в некоторых продуктах мясного и мо-

лочного ассортимента [2].

На текущий момент каррагинаны призна-

ны безопасными и их потребление не регламен-

тируется. Однако многочисленные эксперименты 

на лабораторных животных, клеточных культу-

рах и даже несколько клинических исследований 

демонстрируют токсичность пищевого карраги-

нана, в частности способность индуцировать или 

усиливать воспаление кишечника [3, 4]. Известно, 

что патогенез каррагинан-индуцированного вос-

паления кишечника многофакторный. Показано, 

что каррагинаны способны ингибировать протео-

лиз, снижая активность пепсина и трипсина, тем 

самым уменьшая биодоступность пищевых бел-

ков [2]. Еще одним фактором, обуславливающим 

токсичность каррагинанов, является увеличение 

проницаемости кишечника и, как следствие, на-

рушение его барьерной функции [2]. В последнее 

время в большом количестве работ показана спо-

собность каррагинанов усиливать течение вос-

палительного процесса в желудочно-кишечном 

тракте путем влияние на микробиоту [3, 5]. При 

анализе молекулярных механизмов воздействия 

каррагинана на клетки установлено, что данная 

пищевая добавка может индуцировать синтез 

провоспалительных цитокинов посредством ак-

тивации TLR4- и NF-kB-зависимых путей, вли-

ять на редокс-гомеостаз клеток и активировать 

NLRP3-зависимый инфламмасомный провоспа-

лительный путь [6-8]. При этом продемонстриро-

вано, что эффекты, которые каррагинан оказывает 

на клетки, зависят от различных факторов: вида 

полисахарида, молекулярной массы, структурной 

конформации и концентрации добавки; типа кле-

ток и сроков воздействия; использования моно-

культуры или комбинации различных клеточных 

культур в эксперименте [2]. Анализ литературы 

показал, что влияние каррагинана на клетки пече-

ни, спленоциты и клетки костного мозга изучено 

слабо.

Целью работы было изучение влияния раз-

личных концентраций полуочищенного карраги-

нана на метаболическую активность клеточных 

культур для оценки прямой цитотоксичности 

данной пищевой добавки.

Материал и методы

Для выделения клеток использовали 8 крыс 

линии WAG весом 180-200 г. и 8 плодов крыс в 

сроке гестации 19-20 дней. Животных содержали 

в стандартных условиях вивария. На заседании 

Комиссии по биоэтике Харьковского националь-

ного медицинского университета (г. Харьков, 

Украина) был рассмотрен и одобрен протокол 
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эксперимента. Манипуляции с лабораторными 

животными проводились в строгом соответствии 

с «Европейской конвенцией о защите позвоноч-

ных животных, используемых в эксперименталь-

ных и иных научных целях» (ETS 123).

Клетки костного мозга крыс получали из 

бедренной кости [9]. Выделяли бедренные кости 

крыс, отделяли эпифиз и диафиз, после чего из 

кости шприцом вымывали костный мозг, филь-

тровали через клеточный фильтр с размерами 

пор 100 мкм, ресуспендировали в среде RPMI 

1640, обогащенной 10% фетальной бычьей сыво-

роткой (FBS, Lonza, Германия) и антибиотиком-

антимикотиком.

Спленоциты получали из селезенки живот-

ных по методу, описанному ранее [10, 11]. Для 

этого селезенку удаляли, паренхиму осторожно 

отделяли от капсулы, фрагментировали, филь-

тровали через клеточный фильтр с размерами 

пор 100 мкм. Клеточную суспензию отмывали и 

ресуспендировали в среде RPMI 1640 (BioWest, 

Франция), обогащенной 10% FBS, а также анти-

биотиком-антимикотиком. Клетки подсчитывали 

в гемоцитометре, а их жизнеспособность опреде-

ляли с помощью трипанового синего.

Клетки печени эмбрионов крыс выделяли 

энзиматическим методом [12]. Печень эмбрионов 

крыс отделяли, фрагментировали, инкубировали 

в растворе 0,05% коллагеназы типа А (Herbu, Гер-

мания) и 0,05% ДНКазы (Sigma, США) в течение 

60 минут на магнитной мешалке при 37ºС, после 

чего фильтровали через клеточный фильтр (100 

мкм), отмывали в среде DMEM (BioWest, Фран-

ция), обогащенной 10% FBS. Клетки высевали на 

25 см2 культуральные флаконы (SPL, Республика 

Корея). После достижения 100% конфлюэнтно-

сти клетки снимали с помощью 0,25% трипсина-

ЭДТА и пересевали в соотношении 1:2. В работе 

использовали клетки 3-4 пассажей. 

Полученные клеточные культуры пред-

ставлены на рисунке 1.

МТТ тест проводили со спленоцитами, 

клетками костного мозга и клетками фетальной 

печени. Метод базируется на способности живых 

клеток метаболизировать тетразолиевый краси-

тель 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-

Рисунок 1 – Клетки печени эмбриона крыс (А - суспензия; B - монослой), спленоциты (С) и клетки костного 

мозга (D). Фазовый контраст. Масштаб линейки - 100 мкм.
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тетразолий бромид в формазан [13]. Спленоциты 

пересевали на 96-луночный планшет (SPL, Ре-

спублика Корея) в концентрации 7×104 на лунку. 

Клетки костного мозга пересевали в концентра-

ции 4×104 на лунку. Клетки печени пересевали 

в концентрации 1,5×104 на лунку и оставляли на 

сутки для адгезии.

Клетки культивировали с пищевой добав-

кой Е407а в конечной концентрации 10 мкг/мл, 

25 мкг/мл, 50 мкг/мл, 100 мкг/мл, 200 мкг/мл, 500 

мкг/мл, 1 мг/мл, 5 мг/мл и 10 мг/мл в течение 24 

часов в СО
2
-инкубаторе (Thermo Fisher Scientifi c, 

США) при температуре 37ºС в атмосфере с 5% 

CO
2
. В качестве контрольных образцов исполь-

зовали клетки, в которые не добавляли полуочи-

щенный каррагинан, и клетки, предварительно 

убитые 70% этанолом. После инкубации среду в 

каждой лунке меняли на 0,1 мл среды культиви-

рования с 15 мкл МТТ в концентрации 5 мг/мл, 

инкубировали 3 часа в СО
2
-инкубаторе при 37ºС 

в атмосфере с 5% CO
2
. Затем среду отбирали, 

добавляли по 0,1 мл диметилсульфоксида с до-

децилсульфатом натрия, инкубировали 1 час при 

37ºС для растворения формазана. Адсорбцию из-

меряли при длине волны 570 нм. Результат выра-

жен в условных единицах оптической плотности 

(УЕОП). 

Расчет мощности выборки проводили с по-

мощью программы «G*Power 3» с установлен-

ными значениями планируемой мощности иссле-

дования (0,8) и ошибки I рода (5%). 

Полученные данные обрабатывали с по-

мощью программы «Graph Pad Prism 5.0». Про-

верку нормальности распределения осущест-

вляли путем расчета критерия Шапиро-Уилка. 

Независимые группы показателей сравнивали с 

использованием непараметрических критериев 

Краскела-Уоллиса и Данна. Метод Бенджамини-

Хохберга использовали для контроля ожидаемой 

доли ложных отклонений. Разница считалась ста-

тистически достоверной при р<0,05.

Результаты

В ходе исследования установлено, что клет-

ки костного мозга являются наиболее чувстви-

тельными к действию пищевой добавки Е407а по 

сравнению с другими клеточными культурами, ко-

торые использовались в данном эксперименте. В 

частности, статистически достоверные (р<0,0001) 

изменения показателей оптической плотности су-

спензий клеток костного мозга наблюдались при 

концентрации Е407а, равной 200 мкг/мл. В диа-

пазоне концентраций 200 мкг/мл – 5 мг/мл меди-

анные значения оптической плотности в опытных 

образцах превышали аналогичный показатель 

контрольной группы более чем в 2 раза (рис. 2). В 

то же время, трехкратное статистически достовер-

ное (р<0,0001) увеличение оптической плотности 

суспензий по сравнению с контрольными образца-

ми наблюдалось при инкубации с Е407а в конеч-

ной концентрации 10 мг/мл. 

Похожие, однако менее выраженные, эф-

фекты прямого воздействия полуочищенного 

каррагинана были характерны и для суспензии 

спленоцитов. Статистически достоверное увели-

чение оптической плотности суспензий прибли-

зительно в 1,8 раза наблюдалось для следующих 

концентраций Е407а: 500 мкг/мл, 1 мг/мл и 5 мг/

мл. Инкубация в концентрации до 500 мкг/мл не 

приводила к статистически достоверному изме-

нению показателя, характеризующего метаболи-

ческую активность клеток. В то же время, инку-

бация с максимальным содержанием каррагинана 

в данном эксперименте (10 мг/мл) в течение 24 

часов приводила к более чем четырехкратному 

увеличению показателей оптической плотности 

по сравнению с суспензиями клеток селезенки, 

которые не подвергались воздействию пищевой 

добавки (рис. 3). 

При инкубации полуочищенного караги-

нана с культурой фетальных клеток печени крыс 

выявлено, что пищевая добавка не оказывает вли-

яние на метаболическую активность клеток вне 

зависимости от концентрации, о чем свидетель-

ствует отсутствие статистически достоверных 

(р>0,05) изменений медианных значений оптиче-

ской плотности клеточных суспензий (рис. 4).

Обсуждение

Известно, что МТТ используется для оцен-

ки метаболической активности митохондрий и 

косвенно отражает жизнеспособность клеток, 

поскольку в метаболически активных клетках 

соли тетразолия превращаются в формазан под 

действием митохондриальных дегидрогеназ, в 

первую очередь сукцинатдегидрогеназы [13, 14].

Полученные результаты указывают на тот 

факт, что низкие концентрации пищевой добав-

ки Е407а (100 мкг/кг и ниже) не влияют на ме-

таболическую активность различных клеточных 

культур и, как следствие, не оказывают цитоток-

сического воздействия. Наши данные подтверж-
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дают полученные ранее результаты, которые 

свидетельствуют об отсутствии прямого цито-

токсического действия различных видов карраги-

нана на клетки кишечника и печени человека в 

низких концентрациях [15]. Поскольку в данном 

эксперименте не наблюдалось снижения число-

вых значений показателя МТТ теста, можно сде-

лать вывод об отсутствии отрицательного влия-

ния Е407а на жизнеспособность клеток. 

В то же время, при воздействии высоких 

концентраций полуочищенного каррагинана на 

культуры клеток селезенки и костного мозга на-

блюдалось повышение метаболической активно-

сти клеток. Следует отметить, что клетки кост-

ного мозга оказались более чувствительными к 

действию пищевой добавки. Однако способность 

клеток превращать МТТ в формазан после инку-

бации с пищевой добавкой Е407а зависит от типа 

Рисунок 2 – МТТ тест. Показатели оптической плотности суспензии клеток костного мозга крыс, 

инкубированных в течение 24 часов с пищевой добавкой Е407а в концентрациях от 0 до 10 мг/кг.

Числовые значения представлены в условных единицах оптической плотности (УЕОП). 

Рисунок 3 – МТТ тест. Сравнение показателей оптической плотности суспензии спленоцитов крыс, 

которые были инкубированы с пищевой добавкой Е407а в концентрациях от 0 до 10 мг/кг в течение 24 часов.

Числовые значения представлены в условных единицах оптической плотности (УЕОП). 
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клеток. Например, в данном исследовании кар-

рагинан не вызывал изменений метаболической 

активности клеток культуры печени крыс вне за-

висимости от концентрации. 

Обнаруженная нами повышенная спо-

собность клеток костного мозга и спленоцитов 

превращать МТТ в формазан под влиянием по-

луочищенного каррагинана может трактовать-

ся либо как гиперактивация митохондрий, либо 

как увеличение общей митохондриальной массы 

вследствие активации биогенеза митохондрий. 

Показано, что под воздействием токсических 

экзогенных факторов даже при снижении коли-

чества функционирующих митохондрий может 

наблюдаться их гиперактивация, сопровожда-

ющаяся усиленным преобразованием солей те-

тразолия в формазан [14]. Таким образом, полу-

ченные нами результаты можно рассматривать в 

качестве компенсаторной гиперактивации мета-

болизма в митохондриях клеток костного мозга 

и селезенки репаративного характера в ответ на 

токсическое действие высоких концентраций пи-

щевой добавки Е407а. 

Заключение

Непосредственное воздействие пищевой 

добавки Е407а на спленоциты и клетки костно-

го мозга в высоких концентрациях приводит к 

увеличению метаболической активности клеток. 

Наиболее чувствительными к токсическому дей-

ствию каррагинанов являются клетки костного 

мозга, а наименее – клетки фетальной печени.
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