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Выделены три фракции гемолимфы с помощью колоночной хроматографии на сефадексе G25 fine. Использовали среднюю группу 

фракций (10–32), содержащих пептиды, для оценки ее цитотоксичности. Для этого культивировали культуры нормальных фибробла-
стов человека, а также ряд трансформированных клеток, в присутствии фракций гемолимфы, содержащей пептиды. Установлено, 

что фракции 18–22 подавляли рост клеток гепатомы Hep G2, иммортализованных аденовирусом 5 типа эмбриональных клеток почек 

человека 29 ЗТ и клеток карциномы молочной железы MCF7. Рост клеток невриномы гассерова узла крысы НГУК1 и клеток карцино-
мы шейки матки HeLa частично ингибировали фракции 10–13. Выявлены эффекты стимуляции роста клеток in vitro фракциями гемо-

лимфы, расположенными рядом с фракциями, ингибирующими рост трансформированных клеток. В противоположность действию 

большинства исследованных культур трансформированных клеток рост фибробластов не подавлялся, а даже усиливался компонента-
ми фракций 19 и 20. Кроме того, активировали рост фибробластов также компоненты фракций 31 и 32. 
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Three fractions of haemolymph were obtained by column chromatography on Sephadex G25 fine. We investigated the middle group of frac-

tions (10–32), containing peptides, to evaluate its cytotoxicity. To do this, we cultured normal human fibroblast cultures, as well as a number of 
transformed cells in the presence of hemolymph fractions containing peptides. It was established that the fractions 18–22 inhibited the growth of 

hepatoma cells Hep G2, immortalized with adenovirus type 5 human embryonic kidney cells 29 ZT and breast cancer cell MCF7. Neuroma cell 
growth of Gasser node cells and rat RGGN1 cervical carcinoma HeLa partially inhibited fraction 10–13. We found out effects of stimulation of 

cell growth in vitro fractions of hemolymph, located next to the fractions that inhibit the growth of transformed cells. In contrast to the action of 

most studied cultures of transformed cells, the growth of fibroblasts is not inhibited, and even amplified by the components of fractions 19 and 20. 
In addition, we activated fibroblasts and growth components of fractions 31 and 32. 

Key words: oak silkworm, the cultivation of cells, cytotoxicity, transformed cells. 

 

емолимфа куколок образуется в процессе 

гистолиза тканей гусеницы. В конце 

диапаузы из компонентов гемолимфы должен 

образоваться новый эукариотический организм – 

бабочка. Поэтому в процессе диапаузы в гемо-

лимфе куколок следует ожидать смены ингиби-

рующего биосинтезы действия на активирую-

щие их. Такой механизм вполне реален, по-

скольку гемолимфа куколок содержит ряд био-

логически активных веществ и обладает анти-

оксидантной, иммуномодулирующей, бактери-

цидной активностями. Ранее было показано, что 

в гемолимфе куколок в начале диапаузы содержатся 

вещества, стимулирующие апоптоз в клетках гемо-

лимфы, а также в мезенхимальных стволовых клет-

ках крысы [1–3]. Следует предположить, что за ин-

гибирующие и активирующие  активности отвеча-

ют разные компоненты гемолимфы, поэтому целе-

сообразен их поиск в ее различных фракциях.  

Целью работы было исследование влияния 

отдельных фракций гемолимфы на наличие ци-

тотоксического действия, а также на процессы 

синтеза белков и нуклеиновых кислот в культу-

рах нормальных и трансформированных клеток. 
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Материал и методы. Для разделения гемо-

лимфы куколок дубового шелкопряда исполь-

зовали колонку диаметром 2,5 см и объемом 

130 мл, заполненную сефадексом G25 fine, 

уравновешенную 0,01 М NH4HCO3. Предвари-

тельно сефадекс с достаточным количеством 

воды кипятили в течение 30 мин, затем отмучи-

вали для удаления мелких частиц. Для фрак-

ционирования на колонке с сефадексом G25 fine 

содержимое куколок шелкопряда помещали в 

10 мл 0,9% раствора NaCl (для предотвращения 

окисления) и гомогенизировали путем разме-

шивания на магнитной мешалке 10 мин. Полу-

ченный гомогенат центрифугировали 10 мин 

при 15000 об/мин. В центрифужных пробирках 

получали 3 слоя: жироподобное вещество в 

верхней части пробирки, надосадочную жид-

кость и осадок на дне пробирки. После удале-

ния жирового слоя и снятия надосадочной жид-

кости к осадку добавляли еще раз 10 мл 0,9% 

раствора NaCl, проводили гомогенизацию и 

центрифугирование. Затем 2,5 мл надосадочной 

жидкости пропускали через хроматографиче-

скую колонку, заполненную Sephadex G25 fine. 

Использовали для элюции 0,01 М NН4HCO3. 

Собирали фракции объемом 3 мл со скоростью 

3 мин/фракция. Анализ элюатов (пробирки  

1-53) проводили путем спектрофотометрии при 

210, 260 и 280 нм. Ориентировочно рассчиты-

вали концентрацию во фракциях белков (пеп-

тидов) по формуле 1,55×А280-0,76×А260= мг бел-

ка в мл пробы (А – экстинкция при данной дли-

не волны). 

Материал фракций использовали для опре-

деления цитотоксической активности в опытах 

in vitro в культуре клеток [4 5]. Линии клеток 

MCF-7 (аденокарцинома молочной железы), 

Skov 3 (аденокарцинома яичника), Hep G2 (ге-

патокарцинома) были получены из American 

Type Culture Collection (США), НГУК-1 (неври-

нома Гассерова узла крыс) – из коллекции НИИ 

морфологии человека РАМН. Фибробласты ко-

жи здоровых людей (ФБЧ), которые использо-

вали в эксперименте только на 2 8 пассажах, 

были получены из лаборатории биотехнологии 

ММУ им. Н.М. Сеченова. Остальные линии 

клеток брались из коллекции НИИ БМХ  

им. В.Н. Ореховича РАМН. Культивирование 

клеток производили во влажной атмосфере (5% 

СО2, 37ºС). Использовали среды DMEM, RPMI 

1640, а также термоинактивированные эмбрио-

нальную телячью сыворотку (ЭТС) и лошади-

ную сыворотку (ЛС) фирмы «Gibco» США. 

Среды инкубации содержали 10% ЭТС, а при 

культивировании ФБЧ в среду дополнительно 

добавляли 5% ЛС. Среды содержали 2 мМ глу-

тамина, антибиотики пенициллин и стрептоми-

цин 10 ед/мл и 10 мкг/мл, соответственно (фир-

ма «Панэко»).  

Для определения цитотоксической активно-

сти фракций гемолимфы клетки пассировали 

(100 мкл/лунку) в 96-ти луночные планшеты с 

плотностью 2,5×10
3
 клеток/лунку, за исключе-

нием НГУК1 (5×10
3
 клеток/лунку). Клетки пре-

инкубировали в планшетах (Costar) в течение  

24 часов для их адаптации перед добавлением 

фракций гемолимфы. Все эксперименты по 

культивированию клеток проводили в 4-х  

повторностях. В лунки помещали по 15 мкл 

фракций гемолимфы. Инкубацию проводили  

48 или 72 часа. 

В конце инкубации оценивали цитотоксич-

ность с помощью МТТ-теста. Реактив МТТ 

(ДиаЭм, Германия) представляет собой тиазо-

лий синий тетразолий бромид (3-(4,5-диметил-

тиазол-2-ил)-3,5-дифенилформазан). Метод ос-

нован на том, что дегидрогеназы митохондрий 

только метаболически активных клеток конвер-

тируют МТТ в окрашенные кристаллы форма-

зана. Для проведения МТТ-теста к культиви-

руемым клеткам добавляли 10 мкл 0,5%-ного 

раствора МТТ. Затем клетки культивировали 

еще 3 часа при 37ºС. После удаления культу-

ральной среды кристаллы формазана растворя-

ли в 0,1 мл DMSO при встряхивании на Titra-

max 101 в течение 10 мин. Суспензию клеток 

переносили в 96-ти луночные планшеты с ко-

ническим дном и осаждали в центрифуге Ep-

pendorf 5810 R при 1000 g 5 мин. Супернатанты 

удаляли, а осадки растворяли в 0,1 мл DMSO 

при встряхивании планшетов в течение 10 мин. 

Затем окрашенные растворы переносили со-

гласно номерам проб в те 96-ти луночные 

планшеты с плоским дном, в которых проводи-

ли реакцию МТТ-теста. После их встряхивания 

в течение 10 мин измеряли оптическую плот-

ность растворов на мультискане ЕХ (Lab.  

System, Финляндия) при длине волны 540 нм. 

Количество выживших клеток рассчитывали в 

процентах от контроля, которым являлись клет-

ки, культивированные без добавления фракций 

гемолимфы.  

Статистическую обработку результатов и 

построение графиков проводили с помощью 

компьютерной программы Excell. 

Результаты и их обсуждение. Полученные 

результаты представлены в виде графиков. 

В результате хроматографии на колонке с 

сефадексом G25 fine получены более 50 фрак-

ций, в которых, судя по величинам поглощения 
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при 210, 260 и 280 нм, содержатся три группы 

веществ: полимеры (возможно, белки и нуклео-

протеины), пептиды и низкомолекулярные био-

регуляторы (рис. 1). Пептиды находятся во 

фракциях 10 32.  

При анализе распределения сульфгидриль-

ных групп и восстановленного глутатиона  ока-

залось, что они распределяются в области пер-

вого и второго пиков. Поскольку глутатион 

трипептид, можно предположить, что такие ко-

роткие пептиды локализуются во фракциях 

18 24 (рис. 2). 

Поэтому в дальнейших исследованиях про-

изводился анализ биологического действия 

пептидных фракций гемолимфы. 

На первом этапе исследования было изучено 

цитотоксическое действие фракций гемолимфы 

на рост трансформированных клеток. Наиболее 

убедительные результаты были получены при 

изучении влияния пептидсодержащих фракций 

гемолимфы на рост клеток гепатомы: фракции 

18 22 подавляли рост клеток. Этот эффект был 

выявлен как при использовании МТТ-теста, так 

и окраски кристаллвиолетом (рис. 3). 

 

 

Рис. 1. Распределение оптических плотностей во фракциях гемолимфы. 

Рис. 2. Распределение SH-групп и восстановленного глутатиона  

во фракциях гемолимфы. 
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Рис. 3. Рост клеток Hep G2 через 48 ч после инкубации  

с пептид-содержащими фракциями гемолимфы. 

 

Рис. 4. Рост клеток 29 ЗТ (иммортализованные аденовирусом 5 типа эмбриональные клетки 

почек человека) через 48 ч после инкубации с пептид-содержащими фракциями гемолимфы. 

 

В этой же области пептидсодержащих фрак-

ций гемолимфы найдено их аналогичное влия-

ние на рост клеток 29 ЗТ  иммортализованные 

аденовирусом 5 типа эмбриональные клетки 

почек человека. Ингибирующее действие на 

рост этих клеток по результатам МТТ-теста 

оказали также фракции 18 22. При окраске 

кристаллвиолетом зона ингибирования была 

более широкой, а именно такой эффект демон-

стрировали фракции 15 22. Кроме того, при 

окрашивании кристаллвиолетом найдено инги-

бирующее действие на рост клеток фракций 

25 28 (рис. 4). 

Сравнительный анализ влияния фракций ге-

молимфы на рост клеток Hep G2 и 29 ЗТ пока-

зал, что после ингибирующего действия фрак-

ций 18 22 наступает в той или иной степени 

выраженности активирующее действие компо-

нентов последующих фракций зоны пептидов 

гемолимфы. 
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Аналогичная активность фракций гемолимфы 

была получена также при исследовании роста 

клеток карциномы молочной железы (рис. 5). В 

этом эксперименте удалось показать, что выяв-

ленные эффекты ингибирования и активации 

роста клеток, вызываемые рядом расположен-

ными фракциями гемолимфы, прослеживаются 

через 48 и 72 часа культивирования клеток. 

В экспериментах по исследованию влияния 

фракций гемолимфы на рост клеток невриномы

гассерова узла крысы и клеток карциномы шей-

ки матки были получены отличающиеся от 

предшествующих результаты (рис. 6). Некото-

рое ингибирование роста было обнаружено при 

действии компонентов фракций 11 (НГУК1) и 

фракций 10, 13 (HeLa). Последующие фракции 

усиливали рост клеток невриномы (особенно 

фракции 17 25), а клетки карциномы шейки 

матки более интенсивно росли в присутствии 

фракций 16 18 и в диапазоне фракций 26 30. 

 

Рис. 5. Рост клеток МCF7 (клетки карциномы молочной железы человека)  

при культивировании 48 и 72 часа. 

 

 

 

Рис. 6. Рост клеток НГУК1 (клетки невриномы гассерова узла крысы)  

и HeLa (клетки карциномы шейки матки) через 72 ч после инкубации  

с фракциями гемолимфы куколок дубового шелкопряда, содержащими пептиды. 
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Рис. 7. Рост клеток нормальных фибробластов человека через 72 ч после инкубации  

с фракциями гемолимфы куколок дубового шелкопряда, содержащими пептиды. 

 

Таким образом, в присутствии фракций ге-

молимфы, содержащих пептиды, обнаружены 

активирующее и ингибирующее влияния на 

рост трансформированных клеток.  

Наличие такого эффекта было исследовано в 

эксперименте по влиянию фракций гемолимфы, 

содержащих пептиды, на рост фибробластов 

нормальной кожи человека (рис. 7). Оказалось, 

что фракции гемолимфы не тормозили рост 

клеток фибробластов. В противоположность 

действию большинства исследованных культур 

трансформированных клеток рост фибробла-

стов усиливался компонентами фракций 19 и 

20. Кроме того, активировали рост фибробла-

стов также фракции 31 и 32. 

Для выявления природы полученных эффек-

тов компонентов гемолимфы на рост культиви-

руемых клеток необходимы дальнейшие иссле-

дования, например, путем изучения  особенно-

стей биосинтеза белков и ДНК в них. 

Заключение. При исследовании влияния 

пептидсодержащих фракций гемолимфы куко-

лок дубового шелкопряда установлено, что 

фракции 18–22 подавляли рост клеток гепатомы 

Hep G2, иммортализованных аденовирусом  

5 типа эмбриональных клеток почек человека 

29 ЗТ и клеток карциномы молочной железы 

MCF7. Рост клеток невриномы гассерова узла 

крысы НГУК1 и клеток карциномы шейки мат-

ки HeLa частично ингибировался компонентами 

фракций 10–13. Выявлены эффекты стимуляции 

роста клеток in vitro фракциями гемолимфы, 

расположенными рядом с фракциями, ингиби-

рующими рост трансформированных клеток.  

В противоположность действию большинства 

исследованных культур трансформированных 

клеток рост фибробластов не подавлялся, а да-

же усиливался компонентами фракций 19 и 20. 

Кроме того, активировали рост фибробластов 

также компоненты фракций 31 и 32. Получен-

ные результаты имеют принципиальное значе-

ние для использования куколок дубового шел-

копряда для создания новых биофармацевтиче-

ских цитостатических и стимулирующих рост 

клеток препаратов.  

Работа подержана грантом БРФФИ (дого-

вор № Б11ВТ-007). 
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