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Резюме. Хлоргексидин является препаратом, широко используемым для ухода за  ранами, обработки ожо-
гов (0,05% раствор), как компонент ополаскивателей полости рта для предотвращения появления биопленок 
на поверхности зубов (0,12% раствор), гинекологии, отоларингологии. Хлоргексидин является катионным ан-
тисептиком, который за счет своего положительного заряда способен вызывать повреждения в отрицательно 
зараженной клеточной стенки патогена. Хлоргексидин эффективен в отношении борьбы с грамположитель-
ными и грамотрицательными бактериями, однако не подходит для уничтожения спорообразующих бактерий, 
а также ряда вирусов. Существует проблема снижения чувствительности микроорганизмов к хлоргексидину 
и формирования ими перекрестной резистентности. Для повышения антисептических свойств хлоргексидин 
можно применять в комбинации с другими агентами, например, этанолом. Антисептические агенты должны 
обладать достаточной эффективностью против грибковых, бактериальных и вирусных агентов, притом анти-
септики, способные ускорять процесс репарации поврежденных тканей, имели бы преимущество. Особый 
интерес представляет препарат, содержащий комплекс хлоргексидин-ЭДТА-цинк. ЭДТА используется для 
усиления действия многих антисептических агентов, так как повышает проницаемость клеточных стенок бак-
терий за счет разрушения липополисахарида, а ионы цинка оказывают антибактериальное и противогрибко-
вое действие. Недавнее исследование продемонстрировало, что комплекс хлоргексидин-ЭДТА-цинк обладает 
высокой стабильностью и проявляет более выраженные биоцидные свойства, нежели биглюконат хлоргекси-
дин. В литературе есть данные, что ЭДТА способен выводить эндотелиальные клетки из состояния контакт-
ного торможения, а также стимулировать их пролиферацию. Таким образом, комплекс хлоргексидин-ЭДТА-
цинк потенциально может сочетать бактерицидные свойства и ускорять заживление ран за счет стимуляции 
эндотелиоцитов. В ходе настоящего исследования была проведена оценка влияния препарата, содержащего 
комплекс хлоргексидин-ЭДТА-цинк на  функциональную активность эндотелиальных клеток. Оценивали 
цитотоксичность препарата, а также влияние разных разведений препарата на пролиферацию и миграцию 
эндотелиоцитов. В ходе данной работы было показано, что определенные разведения хлоргексидин-содержа-
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щего препарата не оказывают влияния на пролиферацию эндотелиальных клеток, но при этом способствуют 
увеличению занимаемой клетками площади. При подобном «распластывании» эндотелиоциты формируют 
большее количество межклеточных контактов и контактов с субстратом, что приводит к стабилизации крове-
носного сосуда в ходе ангиогенеза и улучшению кровоснабжения тканей и заживлению ран. Таким образом, 
комплекс хлоргексидина, ЭДТА и ионов цинка можно рассматривать как современный аналог хлоргексидина 
биглюконата, используемого для ухода за ранами.

Ключевые слова: хлоргексидин, эндотелий, ранозаживление, ангиогенез, нанодезинфектант, ЭДТА.
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Abstract. Chlorhexidine is a drug widely used for wound care, treatment of burns (0.05% solution), as an ingredient in mouth 
rinses to  prevent biofilm formation on  tooth surfaces (0.12% solution), as well as in  gynecology and otolaryngology. 
Chlorhexidine is a cationic antiseptic that, due to its positive charge, can cause damage to pathogens’ negatively charged 
cell wall. Chlorhexidine is  effective against both Gram-positive and Gram-negative bacteria; however, it  is ineffective 
against spore-forming bacteria and certain viruses. A significant issue is the reduced microbial sensitivity to chlorhexidine 
and cross-resistance development. To enhance its antiseptic properties, chlorhexidine can be used in combination with 
other agents, such as ethanol. Antiseptic agents should demonstrate sufficient efficacy against fungal, bacterial, and viral 
pathogens; moreover, antiseptics capable of  accelerating tissue repair would offer a  distinct advantage. Of  particular 
interest is a formulation containing a chlorhexidine-EDTA-zinc complex. EDTA is used to potentiate the action of many 
antiseptic agents by increasing bacterial cell wall permeability through disruption of lipopolysaccharides, whereas zinc 
ions exhibit antibacterial and antifungal activity. Recent research has demonstrated that the chlorhexidine-EDTA-zinc 
complex exhibits high stability and more prominent biocidal properties compared to chlorhexidine bigluconate. Literature 
data suggest that EDTA can reverse contact inhibition of  endothelial cells and stimulate their proliferation. Thus, 
the chlorhexidine-EDTA-zinc complex potentially combines bactericidal properties along with the ability to accelerate 
wound healing by stimulating endothelial cells. In the present study, the effect of a chlorhexidine-EDTA-zinc complex-
containing formulation on  endothelial cell functional activity was evaluated. The  cytotoxicity of  the formulation was 
assessed, along with dilution-specific effects on  endothelial cell proliferation and migration. This study demonstrated 
that at certain dilutions chlorhexidine-containing formulation do not affect endothelial cell proliferation but promote 
an increase in the surface area occupied by the cells. Under such “spreading,” endothelial cells form more intercellular 
contacts and stronger adhesion to the substrate, leading to stabilization of blood vessels during angiogenesis and improved 
tissue perfusion and wound healing. Thus, the  chlorhexidine-EDTA-zinc complex can be considered as a  modern 
alternative to chlorhexidine bigluconate for wound care.

Keywords: chlorhexidine, endothelium, wound healing, angiogenesis, nanodisinfectant, EDTA.

Введение

Хлоргексидин (ХГ) относится к катионным 
антисептикам группы бигуанидов, известен 
как 1,1'-гексаметилен-бис-5-(p-хлорфенил)-
бигуанид. ХГ применяется в  виде солей  — би-
глюконатов, ацетатов, глюконатов, гидрох-
лоридов, эффективен в  отношении борьбы 
с  грамположительными и  грамотрицатель-
ными бактериями, некоторыми вирусами. 
Механизм действия ХГ заключается в том, что 
за  счет своего положительного заряда он спо-
собен вызывать повреждения в  отрицательно 
заряженной клеточной стенки патогена  [13]. 
ХГ активно применяется для ухода за  ранами, 
обработки ожогов (0,05% раствор), как компо-
нент ополаскивателей полости рта для предот-

вращения появления биопленок на  поверхно-
сти зубов (0,12% раствор), в  гинекологии, ото-
ларингологии, а  также как дезинфицирующее 
средство для поверхностей и  инструментов  [4, 
7, 16, 22, 23]. Одной из  причин использования 
ХГ как ополаскивателя для рта является его 
способность ингибировать матриксные метал-
лопротеазы  — ферменты, активность которых 
повышается при воспалительных процессах, 
вызванных патогенами  [14]. Многочисленные 
исследования показали, что ХГ эффективен 
против грамположительных и грамотрицатель-
ных бактерий. Было продемонстрировано, что 
ХГ снижает рост E. coli, B. subtilis [11], но мало-
эффективен против Mycobacterium tuberculosis, 
так как он незначительно снижает жизнеспо-
собность патогена, не  вызывая его полной ги-
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бели [10]. ХГ оказывает вирулицидное действие 
на небольшой спектр вирусов, в число которых 
входят вирусы герпеса человека, вирусы имму-
нодефицита человека  [9, 21]. Однако ХГ неэф-
фективен в  борьбе со  спорообразующими ми-
кроорганизмами [26], малоэффективен в отно-
шении коронавируса [17] и неэффективен про-
тив аденовируса, ротавируса, полиовируса [18]. 
Существует проблема снижения чувствитель-
ности микроорганизмов к ХГ и формирования 
перекрестной резистентности. Так, было по-
казано, что штаммы Klebsiella pneumoniae с  вы-
работанной устойчивостью к  ХГ имели также 
сниженную чувствительность к  резервному 
антибиотику колистину.

Для повышения антисептических свойств ХГ 
можно применять в комбинации с другими аген-
тами: этилендиаминтетраацетатом (ЭДТА)  [28],  
этанолом  [12] и  др. Антисептические агенты 
должны обладать достаточной эффективностью 
против грибковых, бактериальных и  вирусных 
агентов, притом антисептики, способные уско-
рять процесс репарации поврежденных тканей, 
имели бы преимущество. Особый интерес пред-
ставляет трехкомпонентый комплекс ХГ, ЭДТА 
и хлорида цинка. ЭДТА используется для усиле-
ния действия многих антисептических агентов, 
так как повышает проницаемость клеточных 
стенок бактерий за счет разрушения липополи
сахарида  [19], а  ионы цинка оказывают анти-
бактериальное и  противогрибковое действие. 
Недавнее исследование продемонстрировало, 
что комплекс ХГ-ЭДТА-цинк обладает высокой 
стабильностью и  проявляет более выраженные 
биоцидные свойства, нежели биглюконат ХГ [3]. 
Данный комплекс имеет потенциал способство-
вать процессу заживления ран. В  литературе 
есть данные о том, что ЭДТА способен не только 
выводить эндотелий из состояния контактного 
торможения, но  также стимулировать проли-
ферацию эндотелиоцитов, что было продемон-
стрировано на эндотелии роговицы [27]. Таким 
образом, комплекс хлоргексидина и  ЭДТА по-
тенциально может способствовать репарации 
тканей, поврежденных после бактериальной 
инфекции. Эндотелиальные клетки являются 
основным типом клеток, участвующих в  росте 
кровеносных сосудов. Ангиогенез представля-
ет собой многоступенчатый процесс, который 
запускается при физиологическом и  патоло-
гическом росте тканей, во  время воспаления 
и заживления ран. Сигналом для запуска анги-
огенеза является локальная гипоксия тканей, 
сопровождающаяся продукцией проангиоген-
ных факторов [5, 11]. Всего выделяют несколько 
этапов ангиогенеза: деградация межклеточного 
матрикса, миграция эндотелиальных клеток, 
пролиферация эндотелиальных клеток, форми-
рование капиллярных трубок и  новой базаль-

ной мембраны [1]. На данный момент в литера-
туре отсутствуют данные о  том, как комплекс 
ХГ-ЭДТА-цинк влияет на  процессы, сопрово-
ждающие ангиогенез.

Целью настоящего исследования было про-
ведение анализа цитотоксичности, изучение 
влияния на  пролиферативную и  миграцион-
ную активность эндотелиальных клеток чело-
века линии EA.hy926 хлоргексидин-содержа-
щего препарата, представляющего собой трех-
компонентный комплекс хлоргексидина, ЭДТА 
и цинка.

Материалы и методы

Клеточная линия. Линия эндотелиальных 
клеток (ЭК) EA.hy926 была предоставлена Dr. 
C.J.  Edgel (Университет Северной Каролины, 
США). Культура была получена путем гибри-
дизации первичной культуры ЭК вены пупоч-
ного канатика (HUVEC) с линией клеток аде-
нокарциномы легкого A-549. Клетки линии 
EA.Hy926 воспроизводят основные морфоло-
гические, фенотипические и  функциональ-
ные характеристики, присущие эндотелию со-
судов  [36]. Клетки линии EA.hy926 способны 
экспрессировать фактор Виллебранда (vWf), 
тканевой активатор плазминогена (tPA), ин-
гибитор активатора плазминогена (PAI-I). 
Использовали следующие условия культиви-
рования: среда DMEM/F12 (Биолот, Россия); 
10% от  общего объема среды инактивиро-
ванной эмбриональной телячьей сыворот-
ки (ЭТС) (Биолот, Россия), 100  ЕД/мл пени-
циллина, 100  мкг/мл стрептомицина (Sigma, 
США), 2  ммоль L-глутамина (ICN, США) 
и HAT (Sigma, США). Клетки культивировали 
при 37°С во влажной атмосфере с 5% содержа-
нием СО2. Линия EA.Hy926 является адгези-
онной культурой, требующей пересева 1  раз 
в  3–4 дня. Пересев осуществляли по  обще-
принятой методике, вызывая дезинтеграцию 
монослоя трехкратной экспозицией в растворе 
Версена (Биолот, Санкт-Петербург). В  работе 
использовали пластиковые флаконы (Sarstedt, 
Австрия)

Индукторы. Исследуемым препаратом явил-
ся препарат трехкомпонентного комплекса 
хлоргексидина, ЭДТА и  цинка (хлоргексидин-
содержащий препарат, «РОСБИО», Россия). 
Хлоргексидин-содержащий препарат фильтро-
вали через фильтр (диаметр пор 0,2 мкм) и хра-
нили при температуре 4°С. Разведение препара-
та для дальнейших манипуляций производили 
in situ.

Оценка цитотоксической активности пре-
парата в  отношении ЭК линии EA.hy926 про-
изводилась для установленных разведений — 0 
(неразбавленный препарат), 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 
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1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024, 1:2048, 1:4096, 
1:8192, 1:16 384, 1:32 768, 1:65 536. Разведения 
препарата для оценки пролиферативной и ми-
грационной активности EA.hy926 были вы-
браны на  основании результатов, полученных 
в ходе оценки цитотоксического эффекта.

Для  оценки цитотоксической активно-
сти в  96-луночном круглодонном планшете 
(Sarstedt, Австрия) готовили разведения препа-
рата в объеме 100 мкл путем последовательного 
титрования на среде для ЭК с 10% содержанием 
ЭТС. В  качестве начальной концентрации ис-
пользовали неразведенный препарат.

При  разведении хлоргексидин-содержа-
щего препарата в  среде для культивирования 
EA.hy926 в соотношении 1:1 наблюдалось обра-
зование преципитата, которое можно объяснить 
взаимодействием хлоргексидина с  ЭДТА  [24]. 
Образуемый осадок искажал результаты опти-
ческих плотностей, вследствие чего данное раз-
ведение было исключено из анализа.

Определение цитотоксической активности 
хлоргексидин-содержащего препарата в  от-
ношении ЭК линии EA.hy926. Клетки линии 
EA.hy926 вносили в  лунки 96-луночного пло-
скодонного планшета (Falcon, США) в концен-
трации 35 000  клеток в  100  мкл полной куль-
туральной среды для эндотелиальных клеток 
с добавлением 10% ЭТС. Затем клетки культи-
вировали в течение 24 часов в инкубаторе при 
5% CO2 и 37°С. После этого клеткам заменяли 
культуральную среду на  разведения препара-
та. В  качестве контроля использовали культу-
ральную среду с добавлением 10% ЭТС без до-
бавления препарата. Клетки линии EA.Hy926 
культивировали в  течение 24  часов при 37°С 
во влажной атмосфере с 5% содержанием СО2. 
Затем клетки линии EA.Hy926 окрашивали 
0,2% раствором кристаллического фиолетово-
го (Sigma, США), содержащего 5% метанола, 
для чего в  каждую лунку вносили краситель 
в  объеме 100  мкл на  лунку и  инкубировали 
10 минут. После окраски производили 6-крат-
ную отмывку лунок дистиллированной водой. 
Планшет высушивали, проводили экстрак-
цию красителя 50%-ным раствором уксусной 
кислоты. Учет оптической плотности прово-
дили на  микропланшетном ридере производ-
ства Labsystems (Финляндия) при длине волны 
540 нм. Результаты выражали в единицах опти-
ческой плотности. О  снижении жизнеспособ-
ности клеток судили по изменению оптической 
плотности пробы по  сравнению с  клетками, 
которые инкубировали со  средой DMEM/F12 
c добавлением 10% ЭТС без добавления пре-
парата. Эксперименты по  определению цито-
токсической активности препарата проводили 
четырежды. Каждое разведение было проана-
лизирована в трех повторах.

Оценка влияния хлоргексидин-содержаще-
го препарата на  пролиферативную активность 
ЭК линии EA.hy926. На  основании результатов 
по  оценке цитотоксической активности были 
выбраны разведения для дальнейшего исследо-
вания влияния препарата на пролиферативную 
активность ЭК линии EA.hy926.

Накануне эксперимента ЭК вносили в  лун-
ки 96-луночного плоскодонного планшета 
(2500 клеток на  лунку в  100  мкл среды, 10% 
ЭТС), культивировали 24  часа. После этого 
клеткам заменяли среду на  разведения пре-
парата, приготовленные на среде для ЭК, 2,5% 
ЭТС, культивировали 72  часа. В  качестве кон-
троля использовали среду с 2,5% ЭТС. В каче-
стве положительного контроля использовали 
среду с  10% ЭТС, в  качестве отрицательного 
контроля использовали бессывороточную сре-
ду. Затем окрашивали ЭК 0,2% раствором кри-
сталлического фиолетового, содержащего 5% 
метанола, для чего в  каждую лунку вносили 
краситель в  объеме 100  мкл на  лунку и  инку-
бировали 10  мин. После окраски лунки отмы-
вали шестикратно дистиллированной водой. 
Планшет высушивали и  экстрагировали кра-
ситель 50% раствором уксусной кислоты. Учет 
оптической плотности проводили на  микро-
планшетном ридере (Labsystems, Финляндия) 
при длине волны 540 нм (отсекающая 630 нм). 
Полученные оптические плотности переводи-
ли в количество клеток при помощи кривой ти-
трования и выражали результаты в количестве 
клеток. Об  изменении уровня пролиферации 
судили по  изменению оптической плотности 
пробы и количеству клеток по сравнению с ин-
кубацией в  культуральной среде для ЭК с  до-
бавлением 2,5% ЭТС. Эксперименты по  опре-
делению влияния препарата на пролифератив-
ную активность ЭК проводили трижды. Каждое 
разведение препарата было проанализировано 
в шести повторах.

Оценка влияния хлоргексидин-содержаще-
го препарата на  миграционную активность ЭК 
линии EA.hy926. На  основании результатов 
по  оценке цитотоксической активности были 
выбраны разведения для дальнейшего иссле-
дования влияния препарата на миграционную 
активность ЭК линии EA.hy926.

Накануне эксперимента ЭК вносили в лун-
ки 96-луночного плоскодонного планшета 
(35 000 клеток на лунку в 100 мкл среды с 10% 
ЭТС), культивировали 24 часа. Затем монослой 
нарушали, соскабливая часть клеток. Для это-
го посередине лунки наконечником для пи-
петки на  200  мкл проводили вертикальную 
ровную черту от края до края лунки. Ширину 
полученной линии разрушенного монослоя 
фотографировали. После этого клеткам заме-
няли среду на  разведения препарата, приго-
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товленные на  среде 2,5% ЭТС, культивирова-
ли 24 часа. В качестве контроля использовали 
среду без препарата, 2,5% ЭТС. В качестве по-
ложительного контроля использовали культи-
вирование в присутствии среды с добавлением 
10% ЭТС, а в качестве отрицательного контро-
ля использовали культивирование в  бессыво-
роточной среде. Затем ЭК инкубировали 10 ми-
нут в 100 мкл 0,2% раствора кристаллического 
фиолетового, содержащего 5% метанола. После 
этого планшет шестикратно отмывали дис-
тиллированной водой и  высушивали. В  каж-
дой лунке фотографировали 2–3  поля зрения 
(рис.  1). Анализ полученных данных прово-
дили с  помощью компьютерной программы 
MarkMigration (Россия) [6]. Программа предна-
значена для автоматического анализа изобра-
жений клеточных структур, полученных в ходе 
эксперимента по исследованию миграционной 
активности клеток. Она производит последо-
вательную обработку ряда фотографий клеточ-
ных структур. Для каждого из обрабатываемых 
изображений программа позволяет автома-
тически учитывать остаточную площадь ли-
нии разрушенного монослоя после миграции 
и  определяет число клеток, расположенных 
внутри данной области. Детектирование кле-
ток производится на  основе фильтрации изо-
бражений по пороговому значению цвета кле-
точного ядра.

На  каждой фотографии программа разме-
чала две параллельные линии разрушенного 
монослоя (мкм2) и  выделяла количество кле-
ток, мигрировавших в  зону линии разрушен-
ного монослоя. Об  изменении миграционной 
активности клеток судили по  изменению пло-

щади разрушенного монослоя и  численности 
клеток после миграции в лунке в пределах ли-
ний по  сравнению с  контролем. При  культи-
вировании ЭК в  присутствии 10% ЭТС (поло-
жительный контроль) наблюдали стимуляцию 
миграционной активности ЭК по  сравнению 
с культивированием при 2,5% ЭТС по двум па-
раметрам — изменению числа клеток и свобод-
ной от клеток площади.

Эксперименты по определению миграцион-
ной активности ЭК в  присутствии разведений 
препарата были проведены трижды. Каждое 
разведение препарата было проанализировано 
в трех повторах.

Статистическая обработка. Статистическую 
обработку результатов проводили в  програм-
ме GraphPad Prism 8.0.1. с  использованием не-
параметрического U-критерия Манна–Уитни. 
Результаты выражали в виде графиков типа Box 
Plot, изображающих медиану, третий (верхний 
бокс) и  второй (нижний бокс) квартили; план-
ки погрешностей показывают первый (нижняя) 
и четвертый (верхняя) квартили.

Результаты

Оценка цитотоксического эффекта хлор-
гексидин-содержащего препарата в  отношении 
эндотелиальных клеток линии EA.hy926. В  свя-
зи с  выпадением осадка при использовании 
данного метода анализа цитотоксичности, ис-
следование трехкомпонентного препарата воз-
можно начиная со  следующих разведений  — 
неразведенный препарат (0), 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 
1:32, 1:64, 1:128, 1:256 (рис.  2). Невозможность 
использования препарата в разведении до 1:256 

Рисунок 1. Ширина зоны десквамированного монослоя клеток линии EA.hy926 после инкубации 
в присутствии среды DMEM/F12 (окрашивание кристаллическим фиолетовым)
Figure 1. Width of the denuded monolayer zone of EA.hy926 cells stained with crystal violet after incubation 
in DMEM/F12 medium
Примечание. Увеличение ×200. 1 — начальная ширина десквамированного монослоя; 2 — ширина десквамированного 
монослоя после 24-часовой инкубации. А — до инкубации, Б — после 24-часовой инкубации в присутствии среды 
с содержанием ЭТС 2,5%; В — после 24-часовой инкубации в присутствии среды 10% ЭТС (положительный контроль).
Note. Magnification: ×200. 1 — initial width of the denuded monolayer zone; 2 — width of the denuded monolayer zone after 24 h 
of incubation. A — before incubation; B — after 24 h of incubation in medium containing 2.5% FBS; C — after 24 h of incubation 
in medium containing 10% FBS (positive control).

А (A) Б (B) В (C)
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Рисунок 2. Оценка цитотоксического эффекта хлоргексидин-содержащего препарата в отношении 
эндотелиальных клеток линии EA.hy926
Figure 2. Assessment of the cytotoxic effect of a chlorhexidine-containing drug on EA.hy926 endothelial cells
Примечание. По оси абсцисс обозначены разведения препарата. Контроль 10% ЭТС — культивирование 
эндотелиальных клеток в среде с содержанием ЭТС 10% (контроль). Достоверность различий: *p < 0,05;  
**p < 0,01; ***p < 0,001 — отличие от контроля; #p < 0,05; ##p < 0,01; ###p < 0,001 — отличие от культивирования 
с большим разведением препарата.
Note. The x-axis indicates the dilutions of the drug. Control (10% FBS): endothelial cells cultured in medium containing  
10% FBS (control). Statistical significance: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 — compared to the control; #p < 0.05;  
##p < 0.01; ###p < 0.001 — compared to the next higher dilution of the drug.

Рисунок 3. Оценка влияния хлоргексидин-содержащего препарата на пролиферативную активность 
эндотелиальных клеток линии EA.hy926
Figure 3. Evaluation of the effect of a chlorhexidine-containing drug on the proliferative activity of EA.hy926 
endothelial cells
Примечание. По оси абсцисс обозначены разведения препарата. Контроль 2,5% ЭТС — культивирование 
эндотелиальных клеток в среде с содержанием ЭТС 2,5% (базовая пролиферация); контроль 10% ЭТС — 
культивирование эндотелиальных клеток в среде с содержанием ЭТС 10% (положительный контроль); контроль 0% 
ЭТС — культивирование эндотелиальных клеток в бессывороточной среде (отрицательный контроль). Достоверность 
различий: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 — отличие от контроля; ##p < 0,01; ###p < 0,001 — отличие от культивирования 
с большим разведением препарата.
Note. The x-axis indicates the dilutions of the drug. Control (2.5% FBS): endothelial cells cultured in medium containing 2.5% FBS 
(baseline proliferation); control (10% FBS): endothelial cells cultured in medium containing 10% FBS (positive control); control 
(0% FBS): endothelial cells cultured in serum-free medium (negative control). Statistical significance: *p < 0.05; **p < 0.01;  
***p < 0.001 — compared to the respective control; ##p < 0.01; ###p < 0.001 — compared to the next higher dilution of the drug.
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продемонстрировано на  рис.  3. Выпадение 
осадка при разведении 1:1, вероятно, объяс-
няется наличием наночастиц в  растворе, что 
не позволяет анализировать отмеченное разве-
дение. Наличие наночастиц в водном растворе, 
показано в  научно-исследовательской работе 
Галынкина В.А., Еникеева А.Х. и др. [2, 3]

Хлоргексидин-содержащий препарат в  раз-
ведениях 1:1024, 1:2048, 1:4096, 1:32 535, 1:65 536 
оказывал стимулирующее действие на  жизне-
способность клеток.

При  инкубации клеток с  неразведенным 
препаратом изменение их жизнеспособности 
по сравнению с контролем визуально не выяв-
лялось. В случае культивирования клеток в сре-
де с  разведением препарата 1:16 и  1:32 количе-
ство клеток в  лунке значительно снижалось. 
При  разведении препарата в  среде для куль-
тивирования EA.hy926 в  соотношении 1:1 на-
блюдалось образование преципитата, который 
затруднял визуальную оценку клеток, а  также 
искажал интерпретацию полученных данных 
об  оптических плотностях, вследствие чего 
данное разведение было исключено из анализа.

На основании экспериментов по оценке ци-
тотоксического эффекта хлоргексидин-содер-

жащего препарата на ЭК были выбраны разве-
дения для изучения влияния препарата на про-
лиферативную и  миграционную активность 
EA.hy926.

Оценка влияния хлоргексидин-содержаще-
го препарата на  пролиферативную активность 
клеток линии EA.hy926. Хлоргексидин-содер
жащий препарат оказывал ингибирующее воз-
действие на  пролиферацию эндотелиальных 
клеток в  разведениях 1:128, 1:192, 1:256, 1:384, 
1:512, 1:768, 1:1024, 1:1536.

Оценка влияния хлоргексидин-содержащего 
препарата на миграционную активность клеток 
линии EA.hy926. Об  изменении миграционной 
активности клеток судили по  изменению пло-
щади разрушенного монослоя и  численности 
клеток после миграции в лунке в пределах ли-
ний по сравнению с контролем.

Показано, что препарат в разведениях 1:128, 
1:192, 1:384, 1:768 способствовал снижению ко-
личества мигрировавших клеток (рис. 4). Было 
обнаружено, что разведения препарата 1:512, 
1:1024, 1:1536, 1:2048, 1:3072, 1:4096, 1:6144, 1:8192, 
1:12288 способствовали уменьшению остаточ-
ной площади десквамированного монослоя 
(рис. 5).

Рисунок 4. Оценка влияния хлоргексидин-содержащего препарата на количество мигрировавших 
клеток линии EA.hy926 в зону десквамированного монослоя после инкубации
Figure 4. Assessment of the effect of a chlorhexidine-containing drug on the number of EA.hy926 cells migrated into 
the denuded monolayer zone after incubation
Примечание. По оси абсцисс обозначены разведения препарата. Контроль 2,5% ЭТС — культивирование 
эндотелиальных клеток в среде с содержанием ЭТС 2,5% (базовый уровень); контроль 10% ЭТС — культивирование 
эндотелиальных клеток в среде с содержанием ЭТС 10% (положительный контроль); контроль 0% ЭТС — 
культивирование эндотелиальных клеток в бессывороточной среде (отрицательный контроль). Достоверность различий: 
*p < 0,05;  ***p < 0,001 — отличие от контроля.
Note. The x-axis indicates the dilutions of the drug. Control (2.5% FBS): endothelial cells cultured in medium containing 2.5% FBS 
(baseline level); control (10% FBS): endothelial cells cultured in medium containing 10% FBS (positive control); control (0% FBS): 
endothelial cells cultured in serum-free medium (negative control). Statistical significance: *p < 0.05; ***p < 0.001 — compared 
to the respective control.
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Обсуждение

В  работе изучали биологический эффект 
хлоргексидин-содержащего препарата, пред-
ставляющего собой комплекс хлоргексидина, 
ЭДТА и ионов цинка, в отношении ЭК линии 
EA.hy926, имеющих гибридомное происхожде-
ние. Оценивали цитотоксичность препарата, 
а также влияние разных разведений препарата 
на  пролиферацию и  миграцию эндотелиоци-
тов. В  ходе оценки цитотоксического эффек-
та были отобраны минимальная токсичес
кая доза и  субтоксические дозы разведенного 
препарата.

Обнаружено, что разведения препарата 
1:1024, 1:2048, 1:4096 и  1:32 768, 1:65 536 увели-
чивали жизнеспособность ЭК. Было показано, 
что в связи с выпадением осадка исследование 
трехкомпонентного препарата возможно толь-
ко начиная со следующих разведений — нераз-
веденный препарат (0), 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 
1:128, 1:256 (рис.  2). Невозможность исполь-
зования препарата в  разведении до  1:256 про-
демонстрировано на рис. 2. Выпадение осадка 
в разведении 1:1, вероятно, объясняется нали-
чием наночастиц в  растворе, что не  позволяет 

анализировать отмеченное разведение. На  ос-
новании полученных результатов для изучения 
антипролиферативной и  антимиграцинной 
активности были отобраны разведения, не ока-
завшие негативного влияния на  жизнеспо-
собность ЭК в  ходе оценки цитотоксического 
эффекта, а также промежуточные между ними 
разведения препарата для расширения спектра 
анализируемых разведений. Так, были выбра-
ны разведения 1:128, 1:192, 1:256, 1:384, 1:512, 
1:768, 1:1024, 1:1536, 1:2048, 1:3072, 1:4096, 1:6144, 
1:8192, 1:12 288. Разведения 1:1024, 1:2048, 1:4096 
представляли наибольший интерес в  силу их 
стимулирующего воздействия на  жизнеспо-
собность ЭК в  ходе оценки цитотоксического 
эффекта.

Препарат оказывал дозозависимое инги-
бирующее воздействие на  пролиферацию ЭК 
в  разведениях 1:128, 1:192, 1:256, 1:384, 1:512, 
1:768, 1:1024, 1:1536. Начиная с разведения 1:2048 
препарат не  оказывал влияние на  пролифера-
цию клеток. Результаты отрицательного воз-
действия разведений ниже минимальной ток-
сической дозы на пролиферативную активность 
ЭК показывают, что такие разведения имеют 
ингибирующее действие, зависящее от времени 

Рисунок 5. Оценка влияния хлоргексидин-содержащего препарата на остаточную площадь 
десквамированного монослоя после инкубации
Figure 5. Assessment of the effect of a chlorhexidine-containing drug on the residual area of the denuded monolayer 
after incubation
Примечание. По оси абсцисс обозначены разведения препарата. Контроль 2,5% ЭТС — культивирование эндотелиальных 
клеток в среде с содержанием ЭТС 2,5% (базовый уровень); контроль 10% ЭТС — культивирование эндотелиальных клеток 
в среде с содержанием ЭТС 10% (положительный контроль); контроль 0% ЭТС — культивирование эндотелиальных клеток 
в бессывороточной среде (отрицательный контроль). Достоверность различий: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 — отличие 
от контроля; ##p < 0,01 — отличие от культивирования с большим разведением препарата.
Note. The x-axis indicates the dilutions of the drug. Control (2.5% FBS): endothelial cells cultured in medium containing 2.5% FBS 
(baseline level); control (10% FBS): endothelial cells cultured in medium containing 10% FBS (positive control); control (0% FBS): 
endothelial cells cultured in serum-free medium (negative control). Statistical significance: * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 — 
compared to the respective control; ## p < 0.01 — compared to the next higher dilution of the drug.
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воздействия на  клетки. Вероятно, разведения 
препарата, которые не  оказали токсического 
эффекта в  течение одних суток культивирова-
ния с  клетками, могли подавлять жизнеспо-
собность и влиять на функциональную актив-
ность эндотелия при более длительном воздей-
ствии — культивировании в течение трех суток. 
Разведения 1:2048, 1:4096, которые способство-
вали жизнеспособности ЭК в  ходе оценки ци-
тотоксичности препарата, не оказали влияния 
на  пролиферацию эндотелия. В  литературе 
имеются данные, что ХГ в концентрации от 0,01 
до 0,12% способствовал образованию апоптоти-
ческих ядер в остеобластах. Методом MTS было 
продемонстрировано, что ХГ способен снижать 
жизнеспособность остеобластов, эндотелио-
цитов, фибробластов [15]. Таким образом, вхо-
дящий в состав препарата хлоргексидин может 
быть причиной обнаруженного нами цитоток-
сического и антипролиферативного эффекта.

Оценка воздействия препарата на миграци-
онную активность ЭК анализировалась по двум 
параметрам  — по  количеству мигрировавших 
клеток в  зону десквамированного монослоя, 
а  также по  площади, свободной от  клеток по-
сле инкубации. Показано, что препарат в  раз-
ведениях 1:128, 1:192, 1:384, 1:768 способствовал 
снижению количества мигрировавших клеток. 
Также установлено, что разведения препарата 
1:512, 1:1024, 1:1536, 1:2048, 1:3072, 1:4096, 1:6144, 
1:8192, 1:12 288 способствовали увеличению за-
нимаемой клетками площади без увеличения 
их количества, приближаясь к  эффекту среды 
с содержанием 10% ЭТС. Из полученных резуль-
татов следует, что, начиная с разведения препа-
рата 1:2048 наблюдается увеличение миграци-
онной активности клеток за  счет увеличения 
занимаемой ими площади, при этом количе-
ство мигрировавших ЭК и их пролиферативная 
активность остаются на базовом уровне. Таким 
образом, обработка ран и ожогов определенны-
ми концентрациями комплекса ХГ-ЭДТА-цинк 
может способствовать ускорению репарации 
тканей. Тем не  менее следует провести допол-
нительные исследования на первичных эндоте-
лиальных клетках.

ЭК синтезируют и секретируют компоненты 
межклеточного матрикса, одновременно встраи
вая в  него соединения, обеспечивающие ми-
грацию, адгезию и  пролиферацию эндотелио

цитов  [20]. Можно предположить, что препарат 
не влияет на межклеточный матрикс, но спосо-
бен негативно влиять на представленные в нем 
цитокины. Возможно, что отсутствие или недо-
статок стимулирующих пролиферацию соеди-
нений сильнее сказывалось на делении клеток, 
в то время как межклеточный матрикс, на кото-
рый препарат не оказывает действие, поддержи-
вал на определенном уровне миграцию клеток.

ХГ считается антисептиком с  низкой ци-
тотоксичностью, хотя существует ряд огра-
ничений его использования. Например, при 
длительном применении в  качестве опола-
скивателя ХГ вызывает десквамацию эпите-
лия, негативно воздействуют на  естественную 
микробиоту полости рта. На клеточной линии 
эпителиальных клеток десны было показа-
но, что ХГ может оказывать цитотоксический 
эффект, прямо зависящий от  времени экспо-
зиции, поэтому длительное использование ХГ 
в  качестве ополаскивателя полости рта не  ре-
комендуется  [8]. Работы на  других клеточных 
линиях показали, что 0,1% раствор ХГ после 
24- и  48-часовой инкубации вызывал сниже-
ние пролиферативной активности фибробла-
стов [29]. Цитотоксический потенциал ХГ реа-
лизуется в зависимости от концентрации через 
индукцию некроза, снижение митохондриаль-
ной активности и  синтеза ДНК  [16]. Из  этого 
следует, что разработка новых препаратов, со-
вмещающих бактерицидное действие хлоргек-
сидина и  обеспечивающих регенерирующих 
эффект, является актуальной. В  ходе данной 
работы было показано, что определенные раз-
ведения хлоргексидин-содержащего препара-
та не  оказывают влияния на  пролиферацию 
ЭК, но при этом способствуют увеличению за-
нимаемой клетками площади. При  подобном 
«распластывании» эндотелиоциты формиру-
ют большее количество межклеточных кон-
тактов и  контактов с  субстратом, что приво-
дит к  стабилизации сосуда в  ходе ангиогенеза 
и  улучшению кровоснабжения тканей и  рано-
заживлению [25]. Из полученных нами данных 
следует, что низкие концентрации препарата 
способствуют регенерации поврежденных тка-
ней. Таким образом, комплекс хлоргексидина, 
ЭДТА и ионов цинка можно рассматривать как 
современный аналог хлоргексидина биглюко-
ната, используемого для ухода за ранами.
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