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Цель работы. Исследованы цитотоксические свойства водно-спиртовых экстрактов растений, предоставленные ГНУ 
ВИЛАР РАСХН, на четырех клеточных линиях метастатической меланомы кожи in vitro.
Материалы и методы. Цитотоксическая активность 18 водно-спиртовых экстрактов оценена на 5 клеточных линиях 
метастатической меланомы человека (mel Kor, mel P, mel Il, mel Cher и Melur) МТТ тестом.
Результаты. 9 (50%) экстрактов растений не показали какой-либо значимой цитотоксичности в самой высокой 
концентрации (0,3% спирта). Только экстракты Эвкоммии вязолистной (Eucommia ulmoides L.) и Элеутерококка 
(Eleutherococcus L.) проявили цитотоксические свойства на четырех и более клеточных линиях.
Заключение. Цитотоксическая активность экстрактов растений и их отдельных фракций на культурах клеток мета-
статической меланомы требует дальнейшего углубленного изучения.

Введение

В настоящее время в клинической онкологии 
около 70% всех больных злокачественными опухо-
лями получают комбинированное химиотерапев-
тическое лечение. Однако большинство новообра-
зований являются или становятся резистентными к 
проводимой противоопухолевой химиотерапии [1]. 
Если для некоторых из них (например, рака мо-
лочной железы, толстой кишки) разработаны и 
внедрены новые противоопухолевые препараты [2], 
то метастатическая меланома кожи характеризуется 
резистентностью к химио- и иммунотерапии. Эф-
фективность стандартных режимов химиотерапии, 
включающих дакарбазин и темозоломид, колеблется 
в пределах 20%, с частотой полных ремиссий только 
2–5%, при средней длительности ответа 5–6 мес [3]. 
Совершенно ясно, что поиск новых соединений и 
новых биологических мишеней, блокирующих рост 
метастатических меланом, является актуальным.

В настоящее время основной методологией по-
иска веществ с определенным видом активности 
является проведение синтеза большого количества 
химически подобных веществ, которые затем ис-
следуются на противоопухолевую биологическую 

активность с помощью высокоэффективного скри-
нинга (high throughput screening)  [4]. В  последнее 
время возрос интерес к другому, ставшему традици-
онным походу – к скринингу веществ природного 
происхождения  [5–7]. Преимуществом данного 
подхода является то, что вещества-кандидаты уже 
обладают некоторыми свойствами, необходимыми 
для лекарств (например, абсорбцией в желудочно-
кишечном тракте и соответствующим метаболиз-
мом), а также высоким химическим разнообразием, 
необходимым для изучения корреляций актив-
ность-структура  [7]. Выделенные из природных 
источников вещества в дальнейшем могут быть 
использованы в высокоэффективном скрининге, и 
лидерное соединение может быть оптимизировано 
с помощью методов комбинаторной химии. В на-
стоящее время во многих странах (США, Южная 
Америка, Китай и др.) выполняются программы, 
направленные на разработку противоопухолевых 
препаратов на основе веществ, полученных из при-
родных источников [8].

В ФГБУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина» РАМН прово-
дится анализ противоопухолевых свойств экстрактов 
различных растений, в том числе произрастающих 
в Российской Федерации, на различных опухоле-
вых моделях in vitro. На четырех клеточных линиях 
метастатической меланомы кожи изучены цитоток-
сические свойства 18 водно-спиртовых экстрактов 
растений, предоставленные ГНУ ВИЛАР РАСХН.
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Материалы и методы

Клеточные линии

В работе были использованы клеточные линии 
меланомы mel Kor, mel P, mel Il и mel Cher, полу-
ченные из образцов диссеминированной мела-
номы кожи в лаборатории экспериментальной 
диагностики и биотерапии опухолей ФГБУ «РОНЦ 
им.  Н.Н.  Блохина» РАМН  [9], а также клеточная 
линия меланомы Melur. Две клеточные линии 
(mel P и mel IL) имели умеренную степень диффе-
ренцировки клеток в культуре, две (mel Kor и mel 
Cher) – низкую.

Клетки культивировали в полной среде RPMI-
1640, содержащей 10% эмбриональной сыворотки 
теленка, 2 mM L-глутамина, 100  IU/мл пеницил-
лина и 100 мкг/мл стрептомицина (все ПАНЭКО, 
Россия). Клетки поддерживали в логарифмической 
фазе роста постоянным пересевом культуры через 
2–3  дня. За день перед каждым экспериментом 
клетки разбавляли полной средой RPMI-1640 в со-
отношении 1:1.

Экстракты растений

Были использованы водно-спиртовые экстракты 
(30% этилового спирта), предоставленные Всерос-
сийским научно-исследовательским институтом 
лекарственных и ароматических растений (ГНУ 
ВИЛАР РАСХН). Экстракты были приготовлены 
из листьев и стеблей высушенных растений: Боя-
рышника кровянокрасного (Crataegus sanquinea L.), 
Валерианы лекарственной (Valeriana officinalis L.), 
Лопуха обыкновенного (Arctium lappa  L.), Пио-
на узколистного (Paeonia teruifolia  L.), Репешка 
опушенного (Agrimoniae heiba  L.), Сабельника 
болотного (Comarum palustre  L.), Ноготков ле-
карственных (Calendula officinalis  L.), Эхинацеи 
пурпуровой (Echinacea purpurea  L.), Подофилла 
щитовидного (Podophylum peltatum L.), Ректантеры 
душистой (Rectanthera fragrans L.), Заманихи высо-
кой (Oplopanax Elatus L.), Эвкоммии вязолистной 
(Eucommia ulmoides L.), Пассифлоры инкарнатной 
(Passiflora incarnata L.), Женьшеня обыкновенного 
(Panax girseng  L.), Будры плющевидной (Glechoma 
hederacea L.), Ореха грецкого (Juglans regia L.), Чи-
стотела большого (Chelidonium majus L.) и Элеутеро-
кокка (Eleutherococcus L.).

Оценка цитотоксичности соединений

Клетки (6×104 клеток/мл) вносили в 96-луночный 
планшет в полной среде RPMI-1640. Клетки инку-
бировали с экстрактами в различных концентрациях 
в течение 48 ч в триплетах, затем добавляли раствор 
МТТ в конечной концентрации 0,5 мг/мл. Клетки 
инкубировали еще 4 ч, затем среду отбирали и до-
бавляли к клеткам 200 мкл ДМСО. Клетки ресуспен-
дировали и инкубировали 10 мин при 37 0С, после 

чего определяли оптическую плотность раствора 
формазана на анализаторе иммуноферментных 
реакций «Униплан» при 540 нм, используя ДМСО 
как нулевой контроль. Для каждого соединения 
определяли среднюю ингибирующую константу 
IC

50
 (ингибирующая доза, при которой блокируется 

жизнеспособность 50% клеток) с помощью програм-
мы GraphPad Prism 5. Эксперименты повторяли не 
менее трех раз.

Статистический анализ

Статистический анализ проводили с помощью 
программы GraphPad Prism  5. Для анализа до-
стоверности различий использовали t-критерий 
Стьюдента.

Результаты и обсуждение

Анализ цитотоксичности водно-спиртовых экс-
трактов проводили на 5 клеточных линиях метаста-
тической меланомы. Клеточные линии меланомы 
инкубировали с тестируемыми экстрактами в не 
менее 3  разведениях (от 0,3% спирта до 0,03%) в 
течение 2 дней, затем выживаемость клеток опре-
деляли с помощью МТТ теста. В качестве контроля 
служили клетки, инкубированные в среде, содержа-
щей 0,3% спирта.

В таблице представлены данные о выживаемости 
клеток меланом при инкубации с экстрактами в 
концентрации, содержащей 0,3% спирта.

Среди исследованных водно-спиртовых экс-
трактов 9 (50%) не показали какой-либо значимой 
цитотоксичности в самой высокой концентрации 
(0,3% спирта). Только экстракты Эвкоммии вязо-
листной (Eucommia ulmoides  L.) и Элеутерококка 
(Eleutherococcus  L.) в концентрации 0,3% спирта 
проявили цитотоксические свойства на четырех и 
более клеточных линиях. Экстракты Валерианы 
лекарственной (Valeriana officinalis  L.) и Лопуха 
обыкновенного (Arctium lappa L.) индуцировали ци-
тотоксичность на 2 или 3 исследованных клеточных 
линиях метастатической меланомы. Пять водно-
спиртовых экстрактов обладали цитотоксическими 
свойствами в отношении одной культуры клеток. 
Большинство исследованных экстрактов были не 
эффективны при более сильных разведениях (0,15 и 
0,03% спирта).

Цитотоксические свойства различных экс-
трактов растений изучаются достаточно давно. 
О свойствах некоторых изученных нами растений 
было известно ранее. Опубликовано несколько 
исследований о цитотоксической, апоптотической 
и антипролиферативной активности экстрактов и 
отдельных фракций, выделенных из Лопуха обык-
новенного (Arctium lappa L.) в отношении различных 
клеточных линий опухолей человека in vitro [10–12]. 
Их противоопухолевая активность подтверждена 
также в экспериментах in vivo  [10]. Показано, что 
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одним из механизмов действия экстрактов может 
быть антиоксидантная активность экстракта и/или 
снижение синтеза NO в клетках [12]. Известно, что 
фракции, полученные из различных растений се-
мейства боярышников (Crataegus), тоже проявляют 
цитотоксический эффект в различных культурах 
опухолевых клеток [13].

В литературе отсутствуют сведения о влиянии 
экстрактов Эвкоммии на культуры опухолевых 
клеток. Сообщается только, что растение обладает 
противовоспалительными и антиоксидантными 
свойствами  [14]. Однако недавно было показано, 
что сапонин – активное вещество, содержащееся в 
Эвкоммии, – обладает цитотоксической и антиан-
гиогенной активностью in vitro [15, 16]. Нами не об-
наружено литературных данных о цитотоксическом 
действии экстрактов Валерианы лекарственной на 
культуры опухолевых клеток. Представляется инте-
ресным продолжить эти исследования.

Таким образом, цитотоксическая активность 
экстрактов растений и их отдельных фракций на 
культурах клеток метастатической меланомы требует 
дальнейшего углубленного изучения.
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Analysis of the cytotoxic activity of botanical 
extracts in melanoma cell lines in vitro 
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Background. We analyzed cytotoxic properties of different aqueous-alcoholic extracts from plants on 4 metastatic skin 
melanoma cell lines in vitro.
Methods. The cytotoxic activity of 18 aqueous-alcoholic extracts was assessed on 5 metastatic melanoma cell lines (mel Kor, 
mel P, mel Il, mel Cher and Melur) by a MTT test.
Results. 9 (50%) plant extracts demonstrated no significant cytotoxic effect at the highest tested concentration (0,3% alcohol). 
Only extracts from Eucommia ulmoides L. and Eleutherococcus L. had noteworthy cytotoxic effects in four and more cell 
lines tested.
Conclusion. The cytotoxic activities of botanical extracts and their fractions on metastatic melanoma cell lines require further 
closer investigations.


