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Характеристика цитотоксичности трепелов 
Зикеевского месторождения в отношении 
клеток легочного эпителия крупного рогатого 
скота
РЕЗЮМЕ
Актуальность. В последние годы возрастает интерес к изучению трепела, массовая доля цеолита в ко-
тором доходит до 50%. Целью настоящего исследования явилась оценка цитотоксического воздей-
ствия трепела Зикеевского месторождения на клетки легкого эмбриона коровы (ЛЭК).

Методы. Для характеристики цитотоксичности были отобраны 6 фракций трепела (карьер добы-
чи  — Зикеевское месторождение Жиздринского района Калужской области) с размерами частиц: 
№ 1 — 0,03 мм, № 2 — 0,03–0,06 мм, № 3 — 0,09–0,15 мм, № 4 — 0,15–0,3 мм, № 5 — 0,3–0,5 мм. Для 
определения цитотоксичности готовили суспензии цеолитов на поддерживающей среде DMEM в кон-
центрациях 50, 100, 200, 300, 400, 500, 1000 мкг/мл. В качестве модели для определения токсичности 
трепелов была выбрана перевиваемая клеточная линия ЛЭК (эпителий легкого эмбриона коровы), по-
лученная из Коллекции культур клеток позвоночных (ИЦиГ РАН, Россия). Клетки выращивали на среде 
DMEM с добавлением 10% фетальной бычьей сыворотки ("HyClone", США), пенициллина и стрептоми-
цина (по 100 МЕ/мл), 20 мМ глутамина ("Sigma-Aldrich", США) в 96-луночных планшетах ("Costar", США) 
при +37 °С в атмосфере 5% CO2. Жизнеспособность клеток оценивали по активности митохондриаль-
ной дегидрогеназы по стандартной методике. Статистическая обработка данных производилась при 
помощи ПО "GraphPad Prism 6.0" (США). Эксперименты проводились в 5 повторах, за статистически 
достоверный уровень принимали p ≤ 0,05.

Результаты. Было выявлено, что концентрации всех фракций трепелов до 100 мкг/мл не оказывают 
цитотоксического эффекта на исследуемые клетки. Значительное цитопатогенное действие проявля-
ется в диапазоне концентраций 300–1000 мкг/мл; оно находится в положительной корреляции с разме-
ром трепеловых частиц — доля некротических клеток при обработке монослоев максимальными кон-
центрациями составляет до 99,7±2,9%, что может быть связано с механическим воздействием крупных 
частиц минерала на клеточные структуры.

Ключевые слова: минерал, трепел, цитотоксичность, культура клеток, крупный рогатый скот.
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Characteristics of cytotoxicity of native zeolite 
against cattle epithelial cells
ABSTRACT
Relevance. In recent years, there has been an increasing interest in the study of trepel, the mass fraction of 
zeolite in which reaches 50%. The purpose of this study was to assess the cytotoxic effect of the Zikeyevsky 
field trepel on the cells of the cow embryo lung (CEL). 

Methods. To characterize cytotoxicity, 6 fractions of trepel were selected (mining quarry — Zikeyevskoye 
deposit of Zhizdrinsky district of Kaluga region) with particle sizes: no. 1 — 0.03 mm, no. 2 — 0,03–0,06  mm, 
no. 3  — 0,09–0,15 mm, no. 4  — 0,15–0,3 mm, no. 5  — 0,3–0,5 mm. To determine cytotoxicity, zeolite 
suspensions were prepared on a DMEM maintenance medium in concentrations 50, 100, 200, 300, 400, 
500, 1000 micrograms/ ml. As a model for determining the toxicity of trepeles, a transplanted cell line of 
CEL (epithelium of the lung embryo of a cow) obtained from a Collection of vertebrate cell cultures (ICiG 
RAS, Russia) was selected. The cells were grown on a DMEM medium with the addition of 10% fetal bovine 
serum ("HyClone", USA), penicillin and streptomycin (100 IU/ml each), 20 mM glutamine ("Sigma-Aldrich", 
USA) in 96-well tablets ("Costar", USA) at +37 °C in an atmosphere of 5% CO2. Cell viability was assessed by 
the activity of mitochondrial dehydrogenase according to the standard method. Statistical data processing 
was performed using "GraphPad Prism 6.0" software (USA). The experiments were carried out in 5 repeats, 
p ≤ 0.05 was taken as a statistically significant level. 

Results. It was found that concentrations of all fractions of trepels up to 100 micrograms/ml do not have a 
cytotoxic effect on the studied cells. A significant cytopathogenic effect is manifested in the concentration 
range of 300–1000 micrograms/ml; is in a positive correlation with the size of trepel particles — the proportion 
of necrotic cells when processing monolayers with maximum concentrations is up to 99.7±2.9%, which may 
be due to the mechanical effect of large mineral particles on cellular structures. 

Key words: mineral, trepel, cytotoxicity, cell culture, cattle.
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Введение / Introduction
В  последнее десятилетие достаточно интенсивно 

ведутся исследования по изучению возможности при-
менения природных минералов с  уникальными кри-
сталло-структурными характеристиками в  качестве 
удобрений и мелиорантов [1]. Известно, что цеолиты, 
трепелы, диатомиты, опоки и различные глины способ-
ны оказывать положительное влияние на агрохимиче-
ские свойства почвы, оптимизируя их  минеральный 
состав и кислотно-основные режимы, что значительно 
повышает урожайность сельскохозяйственных культур 
и качество получаемой продукции [2]. Природные ми-
нералы также активно используются в  качестве дей-
ствующих агентов в  сорбционных технологиях, полу-
чивших широкое распространение в практике очистки 
жидких сред, газовых выбросов и почвы от опасных за-
грязняющих веществ [3, 4].

В  последние годы возрастает интерес к  изучению 
трепела, массовая доля цеолита в  котором доходит 
до 50% (в зависимости от месторождения). Ранее дан-
ный минерал не получал широкого применения в мели-
оративной практике по причине своего полимерного со-
става [5], однако в настоящее время в многочисленных 
исследованиях содержатся данные о  влиянии трепела 
на  переход радионуклидов в  сельскохозяйственные 
культуры, их  урожайность, агрохимические свойства 
почвы; оценена экономическая целесообразность при-
менения трепела в растениеводстве [6].

Известно, что  применение цеолитсодержащих 
компонентов приводит к  повышению стрессоустой-
чивости, оказывает иммуномодулирующий, антиги-
стаминный, антианемический эффекты, нормализует 
минеральный обмен. Доказано, что  пероральное ис-
пользование трепела оказывает выраженный энтеро-
сорбционный и дезинтоксикационный эффект, наглядно 
показана возможность применения трепела в  лечении 
гнойно-септических заболеваний [7].

Показана польза трепела для  растений при  исполь-
зовании в качестве удобрений [8–10]. Минералы пока-
зывают свою эффективность для профилактики заболе-
ваний [11].

Однако полноценного изучения путей и звеньев воз-
действия трепела на  функционирование различных 
систем организма не  проводилось, не  изучено прояв-
ление цитотоксического эффекта данного минерала 
и не определены его токсические дозы.

В  связи с  вышеизложенным целью настоящего ис-
следования явилась оценка цитотоксического воздей-
ствия трепела Зикеевского месторождения на  клетки 
легкого эмбриона коровы (ЛЭК).

Материал и методы исследования  /  Materials 
and method
Для характеристики цитотоксичности были отобраны 

6 фракций трепела (карьер добычи  — Зикеевское ме-
сторождение Жиздринского района Калужской области) 
с размерами частиц: № 1 — 0,03 мм, № 2 — 0,03–0,06 мм, 
№ 3 — 0,09‑0,15 мм, № 4 — 0,15–0,3 мм, № 5 — 0,3–0,5 мм. 
Для  определения цитотоксичности готовили суспензии 
цеолитов на  поддерживающей среде DMEM в  концен-
трациях 50, 100, 200, 300, 400, 500, 1000 мкг/мл; послед-
ние подвергали автоклавированию при 2 атм в течение 
1 ч. Наиболее крупную фракцию трепела предваритель-
но подвергали механической гомогенизации.

Культура клеток. В  качестве модели для  определе-
ния токсичности трепелов была выбрана перевивае-
мая клеточная линия ЛЭК (эпителий легкого эмбриона 

коровы), полученная из  Коллекции культур клеток по-
звоночных (ИЦиГ РАН, Россия). Клетки выращивали 
на среде DMEM с добавлением 10% фетальной бычь-
ей сыворотки ("HyClone", США), пенициллина и стреп-
томицина (по  100 МЕ/мл), 20 мМ глутамина ("Sigma-
Aldrich", США) в  96‑луночных планшетах ("Costar", 
США) при +37 ºС в атмосфере 5% CO2. Клетки культиви-
ровались при исходной концентрации 103 кл. на лунку 
в течение 48 ч до достижения 90–95%-ной конфлюэнт-
ности монослоя, после чего сывороточную питатель-
ную среду заменяли на суспензии трепелов на основе 
поддерживающей среды в исследуемых концентраци-
ях. Срок экспозиции образцов цеолитов с клеточными 
монослоями составил 24 ч. Отрицательным контролем 
служили интактные клеточные монослои.

МТТ-тест. Метаболическую активность эпителиаль-
ных клеток оценивали посредством колориметрическо-
го МТТ-теста, основанного на  способности восстанав-
ливать тетразолиевый краситель до  нерастворимого 
формазана, имеющего фиолетовое окрашивание. Тре-
пелсодержащие суспензии в  лунках заменяли на  рас-
твор МТТ в  среде DMEM (5 мг/мл) и  инкубировали 
при  +37  ºС в  течение 4 ч. После аспирации раствора 
красителя в  лунки вносили по  200 мкл ДМСО, инкуби-
руя в  темноте в  течение 15 мин для  полного раство-
рения кристаллов формазана. Значения оптической 
плотности регистрировали на  ИФА-ридере при  длине 
волны 570 нм. Долю жизнеспособных клеток рассчиты-
вали по соотношению оптической плотности в опытных 
и контрольных лунках.

Статистическая обработка данных производи-
лась при  помощи пакета программного обеспечения 
"GraphPad Prism 6.0" (США). Эксперименты проводи-
лись в  3 повторностях, за  статистически достоверный 
уровень принимали p ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение  /  Results and 
discussion
Посредством МТТ-теста были охарактеризованы из-

менения, связанные с воздействием рассматриваемых 
фракций трепела на метаболическую активность эпите-
лиальных клеток крупного рогатого скота. Результаты 
представлены в  виде диаграмм, в  которых жизнеспо-
собность клеток, культивируемых в присутствии трепе-
ловых суспензий, выражена в процентах по отношению 
к контролю (рис. 1А-Д).

Из представленных диаграмм можно сделать вывод, 
что  концентрации, не  превышающие 50–100 мкг/мл, 
не  обладают значимой цитотоксичностью для  образ-
цов № 1, 2, 3 — в них процент неапоптотических клеток 
составил в  среднем 80,5±3,7%. При  инкубации с  тре-
пелами в  концентрациях 400–1000 мкг/мл доля апоп-
тотических клеток существенно возрастала, находясь 
в  диапазоне 66,2±5,4%  — 88,7±4,9%. Данный эффект 
сопровождался положительной корреляцией между 
диаметром частиц и  цитотоксическим воздействием 
образцов трепелов: наибольшей цитотоксичностью 
характеризовался образец №  5 с  диаметром частиц 
до 0,5 мм. Доля апоптотических клеток в лунках с макси-
мальной концентрацией трепела (1000 мкг/мл) достигла 
99,7±2,9%. Принимая во внимание размер частиц дан-
ной фракции, это может быть связано с  их  механиче-
ским воздействием на клетки.

Известно, что трепелы, как и любые природные цео-
литы, при контакте со слизистыми оболочками способ-
ны вступать в  процессы деалюминации и  кислотного 
выщелачивания, а при пролонгированном воздействии 
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Однако проблема цитотоксичности некоторых типов 
минералов по‑прежнему является актуальной и требует 
разработки стратегии углубленной оценки влияния цео-
литов на организм животных.

Выводы /  Conclusion
В  настоящем исследовании была охарактеризо-

вана базовая цитотоксичность трепелов Зикеевского 
месторождения в  отношении клеток эпителия лег-
кого эмбриона крупного рогатого скота (ЛЭК). Было  
выявлено, что  концентрации всех фракций трепелов 
до 100 мкг/мл не оказывают цитотоксического эффекта 
на  исследуемые клетки. Значительное цитопатогенное 
действие проявляется в диапазоне концентраций 300–
1000 мкг/мл; оно находится в положительной корреля-
ции с размером трепеловых частиц — доля некротиче-
ских клеток при обработке монослоев максимальными 
концентрациями составляет до  99,7±2,9%, что  может 
быть связано с  механическим воздействием крупных 
частиц минерала на клеточные структуры.

Сведения о  цитотоксических эффектах разных 
образцов трепелов на  клетки организма продуктив-
ных животных в  дальнейшем будут использованы 
для  их  комплексной токсикологической оценки и  по-
зволят выработать стратегию их  безопасного приме-
нения.

Рисунок 1. Метаболическая активность эпителиальных клеток эмбриона коровы при 24‑часовой инкубации с различными фракциями 
трепелов: А — образец № 1 (0,03 мм), Б — образец № 2 (0,03–0,06 мм), В — образец № 3 (0,09–0,15 мм); Г — образец № 4 (0,15–0,3 мм),  
Д — образец № 5 (0,3–0,5 мм). По оси X отображены концентрации трепела в суспензии (мкг/мл), по оси Y — доля живых клеток 
относительно отрицательного контроля (%).

Fig. 1. Metabolic activity of cow embryo epithelial cells during 24 hour incubation with various fractions of trepeles: A — sample No. 1 (0.03 mm), Б — 
sample no. 2 (0.03–0.06 mm), В — sample no. 3 (0.09–0.15 mm); Г — sample no. 4 (0.15–0.3 mm), Д — sample no. 5 (0.3–0.5 mm). The X axis shows 
the concentrations of trepeles in suspension (mcg/ml), the Y axis shows the proportion of living cells relative to negative control (%).

на  эпителий выступают в  роли раздражителей малой 
или умеренной силы, вызывающих катаболические из-
менения на клеточном уровне [12]. Можно утверждать, 
что  концентрации рассматриваемого нами диапазона 
(50–100 мкг/мл) не  индуцируют значимых структур-
но-функциональных отклонений, не  несут патогенети-
ческого значения и, таким образом, могут быть рассмо-
трены в качестве компонентов минеральных удобрений. 
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