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Химиотерапия опухолей традиционно направлена на ингибирование пролиферации раковых клеток и активацию апоп-
тоза. В данной работе на клетках карциномы (линия HeLaG63) и эндотелиоцитах (линия ECV304) человека проведено 
сравнительное исследование эффектов низких концентраций (1,5—10мМ) двух аналогов глюкозы: 2-DG и глюкозамина D. 
Оценка эффективности действия этих агентов проводилась по следующим параметрам: снижение жизнеспособности по 
МТТ-тесту, изменение проницаемости клеточной мембраны, изменение прогрессии по клеточному циклу, выраженность 
апоптотической гибели при культивировании клеток в питательной среде с различным содержанием глюкозы. Показано, 
что 48 часовая обработка 2-DG в исследованных концентрациях приводила к снижению доли клеток в G1 и S-фазах и акку-
муляции их в G2\M фазах. Глюкозамин D, в отличие от 2-DG при тех же концентрациях блокировал эти же клетки в G1\S фазе 
клеточного цикла. При обработке клеток HeLaG63 глюкозамин D оказывал более токсичное действие, чем 2-DG. При соче-
танном воздействии 2-DG и глюкозамина D регистрировали существенное увеличение суб- G1-популяции по сравнению 
с раздельным воздействием. Эффективность обработки увеличивалась при снижении концентрации глюкозы в питатель-
ной среде и/или с увеличением дозы агентов. Эндотелиоциты (ECV304) были менее чувствительны, как к действию глюко-
замина D, так и 2-DG, и сочетанное воздействие даже при концентрациях 10мМ не отличалось от раздельного воздействия. 
Обработка клеток 10мМ 2-DG и глюкозамина D приводила к увеличению проницаемости клеточных мембран для флуо-
ресцентного красителя пропидиум йодида, при этом наибольшую эффективность регистрировали для клеток HeLaG63. 
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Chemotherapy for tumors has traditionally been aimed at inhibiting proliferation and activating apoptosis of cancer cells. Aim. 
To perform a comparative study of effects of two glucose analogues, 2-deoxy-D-glucose (2-DG) and glucosamine D, at low con-
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centrations (1.5-10 mM) on carcinoma cells (HeLaG63 line) and endotheliocytes (ECV304 line). Methods. Efficacy of these agents 
was evaluated by decreased cell viability (MTT test), permeability of the cell membrane, changes in progression by the cell cycle, 
and apoptosis (cytometric method) of cells cultured in mediums with different glucose concentrations. Results. The 48-h 2-DG 
treatment of cells in the studied concentrations reduced the proportion of cells in G1 and S-phases and their accumulation in G2\M 
phases. The same concentrations of glucosamine D, as distinct from 2-D, blocked the same cells in the G1\S phase of the cell cycle. 
The same concentrations of glucosamine D were more toxic to carcinoma cells than 2-DG. A combination of 2-DG and glucos-
amine D significantly greater increased the sub-G1 population of HeLaG63 cells than either agent alone. The treatment effective-
ness increased with a decrease in the glucose concentration in the medium and/or with an increase in the agent dose. Endothe-
liocytes (ECV304) were less sensitive to both glucosamine D and 2-DG, and the effect of their combination did not differ from the 
effect of either agent alone, even at concentrations of 10 mM. Treatment of cells with 10 mM 2-DG and glucosamine D increased 
the cell membrane permeability for the fluorescent dye, propidium iodide, with the greatest effect recorded for HeLaG63 cells. 
Conclusion. Therefore, the anticarcinogenic efficacy of glycolysis inhibitors can be enhanced, which would allow to considerably 
reduce their doses and avoid potential side effects induced by therapeutically effective drug concentrations.

Keywords: glucosamine D, 2-deoxy-D-glucose; HeLaG63, ECV304; MTT-test; flow cytometry; cell cycle; apoptosis.
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Химиотерапия опухолей традиционно направлена 
на ингибирование пролиферации раковых клеток, ко-
торое достигается за счет блокирования прогрессии по 
клеточному циклу. Известно, что опухолевые клетки 
проявляют устойчивость к апоптотической гибели, 
вследствие чего возрастает интерес к противоопухоле-
вым препаратам, индуцирующим апоптоз. Широкий 
спектр фармакологических свойств глюкозамина D и 
2-дезокси-D-глюкоза (2-DG) привлекают внимание ис-
следователей к этим агентам. Глюкозамин D, так же, 
как и 2-DG является аналогами глюкозы с той лишь раз-
ницей, что в составе глюкозамина присутствует амино-
группа. Показана антиоксидантная и противовоспали-
тельная способность глюкозамина, что делает его при-
влекательным мультифунциональным терапевтическим 
агентом [1]. Глюкозамин D может как индуцировать, 
так и ингибировать апоптоз в зависимости от типа кле-
ток и активности специфического биохимического пу-
ти. Показана in vitro токсичность глюкозамина D для ря-
да малигнантных клеточных линий, а также in vivo для 
клеток опухолей в концентрациях, имеющих малый эф-
фект на нормальные клетки [2-4]. Противоопухолевая 
активность глюкозамина D исследуется более полуве-

ка, однако до настоящего времени  механизмы проти-
воопухолевого действия окончательно не ясны [5]. 

Известно, что 2-DG ингибирует транспорт глюко-
зы и гликолитическую продукцию АТФ, что широко 
используется в исследованиях в качестве метаболиче-
ского ингибитора [7]. Показана токсичность 2-DG для 
различных типов раковых клеток и повышение эффек-
тивности лучевой и химиотерапии  [6]. 

Ранее нами была показана селективная эффектив-
ность аналога глюкозы 2-DG в высоких концентраци-
ях (20/40/80мМ) как индуктора апоптотической гибе-
ли опухолевых клеток и блокирования пролиферации 
в G2/M фазах клеточного цикла. Была показана также 
зависимость эффективности 2-DG- обработки клеток 
от уровня глюкозы в питательной среде [8].

В данной работе проведено сравнительное иссле-
дование влияния низких концентраций 2-DG и глю-
козамина D на  эндотелиоциты (линия ECV304) чело-
века,  на пролиферацию, прогрессию по клеточному 
циклу, апоптоз и повреждение клеточных мембран кле-
ток карциномы (линия HeLaG63).  Проведена оценка 
влияния этих веществ при различном содержании глю-
козы в питательной среде.
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Методика
Работа выполнена на клетках карциномы шейки 

матки (линия HeLaG63), на эндотелиоцитах (линия 
ECV304) человека. Клетки культивировали на среде 
Игла с добавлением 10 % эмбриональной сыворотки и 
гентамицина (50млг/мл) («БиолоТ», Россия).

Клетки выращивали в пенициллиновых флаконах 
с покровными стеклами, что позволяло одновремен-
но проводить морфологический и цитометрический 
анализ одной и той же популяции клеток. После окра-
шивания ацетоорсеином  подсчитывали процент  мор-
фологически измененных клеток (не менее чем на 1000 
клеток) с помощью светового микроскопа «Motic» (Ки-
тай).

Клетки с поверхности флаконов  смывали  раство-
ром Версена («Биолот», Россия). Клеточную суспен-
зию центрифугировали, осадок суспендировали в рас-
творе, содержащем 0,1 % бромистого этидия.  Исполь-
зуя проточно-цитометрический анализ, получали 
распределение клеток по содержанию ДНК, что позво-
лило проследить как за прогрессией клеток по циклу: 
2с- G1-фаза; 3c- S-фаза; 4c- G2/M-фазы, так и оце-
нить цитотоксичность препаратов при анализе доли 
клеток с содержанием ДНК меньше диплоидного (<2с 
или суб-G1-популяцию). Последние  появляются в ре-
зультате фрагментации ядер в процессе апоптоза [9]. 

Жизнеспособность клеток оценивали по транспор-
ту флюорохрома пропидий йодида (PI) [10], который 
проникает только через поврежденные мембраны кле-
ток. Клетки с поверхности флакона  снимали раство-
ром Версена. Клеточную суспензию помещали на лед, 
добавляли раствор PI (конечная концентрация 1 мкг/
мл) и анализировали на проточном цитометре (ПИ-
ЯФ, Россия).

МТТ – метод изначально был разработан для оцен-
ки токсичности препаратов, но затем стал широко ис-
пользоваться при оценке индукции или ингибирова-
ния  клеточной пролиферации в моделях in vitro. Ме-
тод основан на восстановлении формазана с помощью 
внутриклеточных NAD(P)H-оксиредуктаз. При опре-
деленных условиях метаболическая активность этого 
фермента может отражать количество жизнеспособ-
ных клеток [11]. 

Клетки высевали  на 96-луночные планшеты в кон-
центрации 10 000 на лунку. Через 24 ч в лунки добав-
ляли различные концентрации (от 1,5 до 20мМ) иссле-
дуемых веществ: 2-DG, D-глюкозамина. Через 48 ч и 
за 4 ч до фиксации в лунки добавляли МТТ (тетразо-
лиевый краситель 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-ди-
фенилтетразолиум бромид). Оценивали оптическую 
плотность на ридере «Thermo Fisher» (США) при дли-

не волны 450 нм. Индекс жизнеспособности опреде-
ляли как отношение (в %) оптической плотности экс-
периментальных образцов к контрольным. Статисти-
ческая обработка результатов проводилась в 
программе Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation, 
США). Эксперимент повторяли не менее 3 раз. В каж-
дом случае анализировали не менее 20 тыс. клеток. 

Результаты и обсуждение
Влияние низких концентраций глюкозамина на клет-

ки различных опухолевых линий. Оценка влияния раз-
личных концентраций D-глюкозамина на жизнеспо-
собность клеток двух линий, проведенная с помощью 
МТТ метода, показала, что клетки карциномы (линия 
HeLaG63) проявляют большую чувствительность, и об-
наруживают значительное дозозависимое снижение 
метаболической активности (рис. 1, А).

Появление суб- G1 популяции при параллельном 
цитометрическом анализе состава клеточной популя-
ции подтвердило высокую чувствительность клеток 
карциномы линии HeLaG63 к обработке глюкозами-
ном D в концентрации до 20мМ (рис. 1, в). По сравне-
нию с необработанным контролем (2%) уровень кле-
ток с содержанием <2с увеличился почти в 8 раз (15%). 
Эндотелиоциты линии ECV304 в таких же условиях 
культивирования только замедляли прогрессию по кле-
точному циклу: доля клеток в фазе G1 увеличилась с 
46% в контроле до 60% после обработки глюкозами-
ном D. Доля клеток с содержанием ДНК <2с не увели-
чилась по сравнению с контролем, что позволяет пред-
положить отсутствие апоптотической гибели. Морфо-
логический анализ клеток линии ECV304 также не 
выявил фрагментации клеточных ядер, свойственной 
для апоптоза, несмотря на то, что концентрация 20мМ 
глюкозамина D считается токсичной для некоторых 
клеточных линий [12].

После 48-часовой инкубации клеток обеих линий 
с еще более низкими концентрациями глюкозамина 
D (3мМ и 10мМ) количество клеток HeLa в образцах 
по сравнению с контролем резко снижалось до 55 и 
40% соответственно. Количество клеток ECV304 со-
ставило 95—85% от контроля (рис. 1, Б). Эти значе-
ния согласуются с результатами морфологического и 
цитометрического анализов, но противоречат дан-
ным, полученным с помощью МТТ метода. Так как 
при концентрации 10мМ глюкозамина D индекс жиз-
неспособности клеток ECV304 снижается до 50% (рис. 
1, А). При увеличении концентрации глюкозамина D 
до 20мМ в клетках ECV304 регистрируется блокиров-
ка прогрессии по клеточному циклу, что, вероятно, 
приводит к снижению метаболической активности 
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NAD(P)H-зависимой оксиредуктазы, но не всегда 
приводит к гибели клеток этой линии. МТТ- тест по-
зволяет определить метаболическую активность, ко-
торая качественно определяет наличие живых клеток, 
но дает лишь приблизительную оценку числа выжив-
ших [13].

Влияние низких концентраций 2-DG на клетки раз-
ных линий. Результаты экспериментов по сравнитель-
ной оценке цитотоксичности 2-DG для рассматривае-
мых клеточных линий показали дозозависимое сниже-
ние индекса жизнеспособности клеток при увеличении 
концентрации (рис. 2).

Рис.1. А. Индекс жизнеспособности клеток в зависимости от концентрации глюкозамина D (по активности NAD(P)H-зависимой оксиредуктазы). 
Б. Относительная концентрация клеток после 48 часовой инкубации с 3 или 10 мМ глюкозамина D, в % к контролю. В. Распределение клеток по 
содержанию ДНК после 48 ч. инкубации клеток в питательной среде с 20мМ глюкозамина D.
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С увеличением концентрации отчетливее прояв-
лялись различия между клеточными линиями. Вместе 
с тем, отмечен одинаковый эффект для клеток 
HeLaG63 и ECV304  при концентрациях 10мМ и 20мМ 
соответственно.

Исследование токсического действия глюкозамина 
D и 2-DG на жизнеспособность  HeLaG63 при культи-
вировании на средах с разным содержанием глюкозы.  Как 
показали наши исследования, фактором, влияющим 

на токсичность низких концентраций 2-DG и глюко-
замина D, является концентрация глюкозы в среде 
культивирования. С помощью проточной цитометрии 
определяли процент клеток с количеством  ДНК мень-
ше 2с (суб-G1). Последние считали клетками, находя-
щимися в апоптозе. Было показано, что линия HeLa 
G63 проявляет дозозависимую чувствительность как к 
глюкозамину D, так и к 2-DG. 

Увеличение в среде концентрации как глюкозамин 
D, так и к 2-DG приводило к возрастанию числа апоп-
тотических клеток. Повреждающее действие глюкоза-
мина D было более выраженным по сравнению с 2-DG, 
если среда содержала стандартное количество глюко-
зы (4 г/л). При уменьшении концентрации глюкозы до 
1 г/л (голодная среда) цитотоксическое действие обо-
их веществ было одинаково (рис. 3).

Сочетанное использование препаратов в равных 
концентрациях вызывало повреждения в большем ко-
личестве клеток по сравнению с их раздельным при-
менением. Низкое содержание глюкозы в среде куль-
тивирования также повышало токсичность глюкоза-
мина D и 2-DG при их совместном использовании 
(рис. 3).

Обработка клеток глюкозамином D и 2-DG при 
раздельном и сочетанном использовании влияла на 
пролиферацию и приводила к накоплению клеток в 
фазе G1 при культивировании на полной среде. Исклю-
чением стало сочетанное действие 10мМ глюкозани-
на D и 10мМ 2-DG, которое  блокировало клетки в фа-
зе G2\M (рис. 4). 

Иная картина наблюдалась при инкубировании 
клеток в среде с низким содержанием глюкозы. Глю-
козамин D увеличивал несущественно уровень G1-
популяции клеток, а 2-DG как в концентрации 3мМ, 
так и 10мМ существенно увеличивала уровень G2\M-
популяции. Сочетанное воздействие сопровождалось 
существенным снижением клеток к фазе G1 и повы-
шением уровня G2\M-популяции, что согласуется с 
данными литературы [14].

Исследование токсического действия глюкозамина 
D и 2-DG на жизнеспособность ECV304 при культиви-
ровании на средах с разным содержанием глюкозы

При культивировании клеток ECV 304 на полной 
среде (глюкоза 4 г/л) низкие концентрации (3мМ) и 
глюкозамина D, и 2-DG не повышали апоптотическую 
гибель клеток (суб-G1 популяция менее 5% от общего 
числа клеток) и существенно не изменяли прогрессию 
клеток по циклу (рис.4).

Глюкозамин D в концентрации 10 мМ приводил к 
накоплению клеток в G1-фазе. Повышение концен-
трации 2-DG приводило в блокированию цикла в 
G2\M. Совместная обработка клеток этими вещества-

Рис.2. Индекс жизнеспособности клеток в зависимости от концентра-
ции 2 -DG (по активности NAD(P)H-зависимой оксиредуктазы).

Рис.3. Процент клеток с содержанием ДНК меньше 2с, индуцирован-
ный разными концентрациями глюкозамина D и 2-DG в клетках 
HeLaG63 при инкубировании их в течение 48 ч. среде с разным содер-
жанием глюкозы.
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ми как в концентрации 3мМ так и концентрации 10мМ 
приводили к накоплению клеток в G1-фазе.

При культивировании клеток на голодной среде 
(глюкоза 1г/л) блокирование клеток в G1-фазе регистри-
руется уже и при низких концентрациях глюкозамина 
D и 2-DG. При концентрации 10мМ 2-DG индуцирует 
накопление клеток в G2\M фазах. Очевидно, что в клет-
ках линии ECV 304 глюкозамин D индуцирует останов-
ку клеточного цикла в G1-фазе, а 2-DG в G2\M.

Из вышеизложенного можно предположить, что 
ингибирование синтеза ДНК и блокирование перехо-
да клеток из G1\S играют главную роль в ингибирова-
нии пролиферации клеток низкими концентрациями 
глюкозамина D. Как вероятный механизм противоо-
пухолевого действия глюкозамина D в низких концен-
трациях рассматривают его влияние на семейство бел-
ков Cip/Kip, контролирующих переход клетки в ми-
тоз. Кроме того  глюкозамин ингибирует фосфо- 
рилирование белка STAT3, основной мишенью кото-
рого является сурвивин - ингибитор апоптоза [15]. При 

повышении концентрации глюкозамина D и сниже-
нии уровня глюкозы в питательной среде, определяю-
щим фактором в ингибировании пролиферации вы-
ступает блокирование в G2\M- фазах. Сочетанное воз-
действие глюкозамина D и 2-DG в низких концен- 
трациях приводит к снижению доли клеток в G1 – фа-
зе и увеличению доли клеток в G2\M.

Противоопухолевая активность глюкозамина D мо-
жет быть связана с его способность нарушать биосин-
тез холестерина, тем самым способствовать поврежде-
нию мембран [12, 16]. 

Инкубация клеток HeLaG63 в течение 48 ч как глю-
козамином D, так и 2-DG приводит к увеличению прони-
цаемости клеточных мембран и увеличению числа интен-
сивно-флюоресцирующих поврежденных клеток (окра-
ска пропидий йодитом) по сравнению с необработанным 
контролем (рис. 6, А). Морфологический анализ подтвер-
дил результаты цитометрического анализа (рис. 6, Б). 

Таким образом, цитотоксичность низких концен-
траций глюкозамина D и 2-DG зависит от типа клеток 

Рис. 4. Распределение клеток по фазам цикла, индуцированное 3 и 10мМ концентрациями глюкозамина D и 2-DG при воздействии на клетки 
HeLaG63 в среде с разным содержанием глюкозы.

Рис. 5. Распределение клеток по фазам цикла, индуцированное различными концентрациями глюкозамина D и 2-DG при воздействии на клет-
ки ECV304 в среде с разным содержанием глюкозы.
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и от концентрации глюкозы в питательной среде. Клет-
ки карциномы HeLaG63 проявляют наибольшую чув-
ствительность к глюкозамину D, под действием, кото-
рого нарушается прогрессия по циклу и к 48 часам ре-
гистрируется рост апоптотической гибели клеток. Свой 
вклад в эту гибель привносят и поврежденные мембра-
ны. Кроме того, низкое содержание глюкозы в среде и 
сочетанное применение с 2-DG значительно повыша-
ют цитотоксические свойства низких концентраций 
глюкозамина D. Это согласуются с результатами ис-
следований, где было показано, что высокий уровень 
глюкозы ослабляет противоопухолевый эффект 5-фто-
рурацила (5-Fu) для клеток рака поджелудочной желе-
зы AsPC-1. Предполагается, что уровень сахара в кро-
ви пациента может влиять на эффект химиотерапии 
[17, 18]. Эндотелиоциты ECV304 были менее чувстви-
тельны как к обработке глюкозамином D, так и к 2-DG 
в исследованных концентрациях. Снижение уровня 
глюкозы в питательной среде незначительно увеличи-
вала цитотоксичность глюкозамина D и 2-DG в эндо-
телиоцитах, что согласуется с нашими ранними резуль-
татами [19].

Исследованные нами 2 аналога глюкозы со сход-
ным механизмом действия при низких концентраци-
ях включали в клетках различные чек-пойнты: глюко-
замин D ингибировал прогрессию клеток из G1 в 
S-фазу, а 2-DG блокировала клетки в G2\M. Ингиби-
рование сразу двух чек-пойнтов при сочетанном воз-
действии приводило к увеличению цитотоксичности 
даже низких концентраций глюкозамина D и 2-DG. 
Повышенная зависимость опухолевых клеток от глю-
козы приводила к увеличению цитотоксичности ана-
логов глюкозы при культивировании клеток в среде с 
низким содержанием глюкозы. Для эндотелиоцитов, 
сохранивших особенности нормальных клеток, бло-
кирование прогрессии по циклу было обратимым и не 
приводило к гибели клеток. Полученные результаты 
указывают на то, что антиканцерогенную эффектив-
ность ингибиторов гликолиза можно повысить, ис-
пользуя сочетанное воздействие двух ингибиторов, что 
позволяет значительно уменьшать дозы, сохранить се-
лективность и избежать возможных побочных эффек-
тов, вызываемых терапевтически эффективными кон-
центрациями препаратов. 

Рис. 6. А. Гистограммы распределения клеток HeLa G 63 по интенсивности флюоресценции после обработки IP. Заштрихованная гистограмма – 
без обработки; незаштрихованная — после 48 ч инкубации 10мМ глюкозмина D и 2-DВ. Б. Морфологические изменения клеточной мембраны 
до и после обработки клеток HeLa G 63 10мМ глюкозамином D.

А

Б
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