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резюме 
Яды змей давно являются объектом исследования с целью получения новых противоопухолевых соединений. 

Секреторная фосфолипаза А
2
 змей обладает цитотоксическими свойствами, которые реализуются с помощью различ-

ных механизмов в зависимости от строения фермента и типа клеток. Клетки HeLa и ECV340 были использованы как 
модель для оценки токсического действия сФЛА

2
 в составе яда V. nikolskii без и с ингибированием сФЛА

2.
. В качестве 

ингибитора сФЛА
2
 применяли Varespladib. С целью понимания механизма токсического действия сФЛА

2
 активировали 

фермент, добавляя в пробы эмульсию фосфолипидов, бычий сывороточный альбумин и Са2+. Полученные резуль-
таты свидетельствуют, что цитотоксическое действие сФЛА

2 
в отношении клеток ECV 340 связано с каталитической 

активностью фермента; слабый цитотоксический эффект яда на клетки HeLa сохранялся при активации фермента. 

Таким образом, нами предложен методический подход, позволяющий оценить токсический эффект сФЛА
2
, обла-

дающей ферментативной активностью, в составе цельного яда V. nikolskii в отношении различных клеточных линий.
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summary
Snake venoms have long been the subject of research in order to obtain new antitumor compounds. Snake secretory 

phospholipase A
2
 has cytotoxic properties that are realized through different mechanisms depending on the enzyme structure 

and cell type. HeLa and ECV340 cells were used as a model to evaluate the toxic effect of sPLA
2
 in the venom of V. nikolskii 

with and without sPLA
2
 inhibition. Varespladib was used as an inhibitor of sPLA

2
. In order to understand the mechanism of 

the toxic effect of sPLA
2
, the enzyme was activated by adding an emulsion of phospholipids, bovine serum albumin, and Ca2+ 

to the samples. The results indicate that the cytotoxic effect of sPLA
2
 on ECV 340 cells is associated with the catalytic activity 

of the enzyme; the weak cytotoxic effect of the venom on HeLa cells was preserved upon enzyme activation.

Thus, we have proposed a methodological approach that allows to evaluate the toxic effect of sPLA
2
, which has enzymatic 

activity, in the whole venom of V. nikolskii in relation to various cell lines.
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ВВедение
Змеиный яд представляет собой сложную смесь 

белков и полипептидов с разнообразным спектром 
фармакологической активности. 

Исследования протеома 85 видов змей семейст-
ва гадюковых (Viperidae) показали, что основную 
массу яда составляли представители трех групп 
белков: фосфолипаза А

2
 (ФЛА

2
), сериновые про-

теиназы и металлопротеиназы [1]. 
В яде змей семейства Viperidae содержится ис-

ключительно ФЛА
2
, которая относится к группе 

IIA. Она включает 120–125 аминокислотных остат-
ков и 7 дисульфидных связей [2].

Интерес к изучению экзогенных ФЛА
2
 связан с 

тем, что змеиные ФЛА
2 
обладают большим спект-

ром биологического действия, в том числе оказы-
вают противоопухолевый эффект и ингибируют 
ангиогенез [3, 4]. Изучение роли ФЛА

2
 позволит 

создать средства, влияющие на воспалительные 
процессы в организме [5]. 

Вместе с тем токсическое действие секреторной 
ФЛА

2
 ядов евразийских змей семейства Viperidae 

в отношении различных типов клеток изучено не-
достаточно. 

Объектом для исследования мы выбрали яд га-
дюки Никольского (V. nikolskii), поскольку в яде V. 
nikolskii содержание ФЛА

2
 составляет около 65 % 

[6]. Известно, что сФЛА
2
 V. nikolskii представле-

ны двумя гетеродимерными токсинами, HDP-1 
(HeteroDimeric Phospholipase-1, гетеродимерная 
фосфолипаза-1) и HDP-2 соответственно [7], ко-
торые состоят из двух гомологичных субъединиц, 
связанных нековалентно. Одна субъединица пред-
ставляет собой ферментативно активный основ-
ной белок с молекулярной массой около 13,8 кДа, 
а другая – неактивный кислый белок с молеку-
лярной массой около 13,6 кДа. 

Ферменты в составе яда могут оказывать дей-
ствие, отличное от очищенных ферментов, из-за 
синергического взаимодействия с другими компо-
нентами [8].

Представляется интересным оценить цитотокси-
ческий эффект сФЛА2

, обладающей ферментатив-
ной активностью, в составе цельного яда V. nikolskii 
с использованием селективного ингибитора сФЛА

2 

Varespladib на модели клеточных линий HeLa и 
ECV304, что и явилось целью нашего исследования.

методы  и  мАтериАлы
Лиофилизированный яд V. nikolskii был предо-

ставлен ООО «Сибирский серпентарий» на осно-
вании договора о научном сотрудничестве. 

Яд растворяли в фосфатно-солевом буфере до 
10 мг/мл.

Готовили 2 серии опытных проб: первая со-
держала яд при конечных концентрациях 0,625, 
1,25, 2,5 и 10 мкг/мл, вторая – смесь яда с 10 мкМ 
ингибитора секреторной ФЛА

2
 Varespladib (VPL) 

(Sigma-Aldrich Chemical Co., USA) при таких же 
концентрациях.

Модельными системами были выбраны кле-
точные линии HeLa (карцинома шейки матки) и 
ECV304 (эндотелиальные клетки пупочной вены 
человека). Культуры клеток получены из коллек-
ции Института цитологии РАН, г. Санкт-Петер-
бург.

Цитотоксичность яда определяли с помощью 
колориметрического теста с 3-(4,5-диметилтиа-
зол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолий бромидом (МТТ-
тест). 

Эксперимент проводили в два этапа. Первый 
этап включал скрининговое исследование цито-
токсичности цельного яда без VPL и с его при-
сутствием с использованием стандартного МТТ-
теста.

МТТ-тест (стандартный). Клетки культивирова-
ли в CO

2
-инкубаторе при +37 °С в увлажненной 

атмосфере, содержащей воздух и 5 % CO
2
 в пита-

тельной среде DMEM, содержащей 10 % термиче-
ски инактивированную фетальную бычью сыво-
ротку, 1 % L-глутамина, 50 Ед·мл–1 пенициллина и 
50 мкг·мл–1 стрептомицина.

Клетки высеивали в 96-луночный планшет и 
помещали на 12 часов в CO

2
-инкубатор: за это 

время происходило прикрепление клеток к по-
верхности лунок (в каждую лунку вносили при-
мерно 104 клеток в 200 мкл среды DMEM), в лунки 
добавляли растворы, содержащие яд и смесь яда 
с VPL при указанных выше концентрациях. Ин-
кубация клеток в планшетах продолжалась 48 ча-
сов в CO

2
-инкубаторе при +37 °С. По окончании 

инкубационного периода культуральную среду 
DMEM сливали. Далее в лунки вносили 100 мкл 
среды DMEM и 20 мкл МТТ-реагента и планшеты 
с клетками инкубировали в течение 1 часа в CO

2
-

инкубаторе при +37 °С. 
После удаления надосадочной жидкости по-

лученные кристаллы формазана растворяли в 
течение 15 мин при перемешивании в 200 мкл 
диметилсульфоксида на лунку, затем измеряли 
оптическую плотность на планшетном спектрофо-
тометре BioRadxMarx (Bio-Rad Laboratories, США) 
на длинах волн 570 нм и 700 нм. Для коррекции 
фона из значений оптической плотности при 570 

Keywords: secretory phospholipase A
2
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нм вычитали значения оптической плотности при 
700 нм для соответствующих лунок. Данные были 
нормированы в процентах по отношению к кон-
трольным клеткам. Эксперимент проводили в пяти 
повторах.

На втором этапе выполняли модифицирован-
ный МТТ-тест, а именно: с целью активации се-
креторной ФЛА

2
 в составе яда во все лунки допол-

нительно вносили 2,6 мМ эмульсии фосфолипидов 
(Lecithin from egg BioChemica, AppliChem, Germa-
ny), 0,02 мМ БСА и 2 мМ Са2+. Аналогично готовили 
2 серии опытных проб при конечных концентра-
циях 0,625, 1,25 и 2,5 мкг/мл. 

Статистический анализ полученных результа-
тов проводился с помощью программного пакета 
IBM SPSS Statistics Version 20. Концентрацию полу-
максимального ингибирования (IC

50
) цельного яда 

и смеси яда с ингибитором для клеточных линий 
HeLa и ECV340 определяли с помощью четырех-
параметрической логистической регрессионной 
модели. 

результАты  исследоВАния  
и  их  оБсуждение
В результате проведенного стандартного МТТ-

теста нами было установлено, что в исследуемом 
диапазоне концентраций цельный яд V. nikolskii 
демонстрирует слабый цитотоксический эффект 
по отношению к клеткам HeLa, при этом отмеча-
лось статистически значимое (р<0,05) увеличение 
выживших клеток в пробах с добавлением VPL при 
концентрациях яда 2,5 (на 24,3 %) и 10 мкг/мл (на 
20 %) (рис. 1).

Так, при концентрации яда 0,625 мкг/мл доля вы-
живших клеток линии HeLa составила 93,3±6,1 %, 
при добавлении VPL – 74,6 ±8,0 %. При концен-
трациях яда 2,5 и 10 мкг/мл доля выживших клеток 
в пробах с VPL достоверно увеличивалась и соста-
вила 73,5±5,7 % и 97,8± 8,2 % при 2,5 мкг/мл и   69,3±  
±8,3 % и 89,4± 1,5 % при 10 мкг/мл соответственно. 

По отношению к клеткам ECV304 яд V.  nikolskii 
проявлял парадоксальный эффект, а именно: 
стимулировал пролиферацию эндотелиоцитов, 
наиболее выраженную в присутствии ингиби-
тора (доля выживших клеток возрастала до-
зозависимым образом) и составила 84,8±5,1и 
127,7±8,2 % при концентрации 0,625 мкг/мл (на 
43 %), 80,7±10,4 и 140,5±18,1 % при концентрации 
2,5 мкг/мл (на 60 %) и 117,3±12,4 и 168,1±36,8 % 
при концентрации 10 мкг/мл (на 51 %) соответст-
венно (рис. 2).

Как видно из представленных данных, опре-
делить IC

50
 для цельного яда и смеси яда с инги-

битором оказалось невозможным по причине от-
сутствия цитотоксичности в отношении клеточных 
линий HeLa и ECV304 в исследуемом диапазоне 
концентраций. 

Исходя из этого, в условиях активации сФЛА
2
 

мы сочли целесообразным проводить иссле-

дования при концентрациях яда 0,625, 1,25 и  
2,5 мкг/мл.

Активация секреторной ФЛА
2
 не повлияла на 

цитотоксичность цельного яда в отношении кле-
ток HeLa, при этом статистически значимо (p<0,05) 
увеличилось количество выживших клеток в при-
сутствии VPL при всех изученных концентраци-
ях, а именно: при концентрации 0,625 мкг/ мл 
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Рис. 1. Цитотоксичность цельного яда V. nikolskii в отно-
шении клеток НеLa без добавления ингибитора секретор-

ной ФЛА
2
 и в его присутствии (стандартный МТТ-тест). 

* – различия статистически значимы между пробами 
с ядом и смесью яда с VPL, p<0,05

Fig. 1. Cytotoxicity of V. nikolskii whole venom against cells 
without the addition of secretory PLA

2
 inhibitor and in its 

presence (standard MTT test). * – the differences are statis-
tically significant between the samples with venom and mix-

ture of venom with VPL, p<0.05

 

Рис. 2. Цитотоксичность цельного яда V. nikolskii в от-
ношении клеток ECV304 без добавления ингибитора 
секреторной ФЛА

2
 и в его присутствии (стандартный 

МТТ-тест). * – различия статистически значимы между 
пробами с ядом и смесью яда с VPL, p<0,05; # – раз-
личия статистически значимы между пробой с ядом и 

контролем, p<0,05; &– различия статистически значимы 
между пробами, содержащими смесь яда с VPL и контр-

олем VPL, p<0,05
Fig. 2. Cytotoxicity of V. nikolskii whole venom against 

ECV304 cells without the addition of secretory PLA
2
 inhibitor 

and in its presence (standard MTT test). * – differences are 
statistically significant between samples with venom and 

mixture of venom with VPL, p<0.05; # – differences are sta-
tistically significant between the venom sample and the con-
trol, p<0.05; &– the differences are statistically significant 
between samples containing a mixture of venom with VPL 

and VPL control, p<0.05. 
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доля  выживших клеток линии HeLa составила 
63,8±5,1 %, при добавлении VPL – 92,6 ±4,0 % (на 
29 %). При концентрациях яда 1,25 и 2,5 мкг/мл 
доля выживших клеток в пробах с ядом и смесью 
яда с VPL составила 63,5±4,8 % и 90,4±9,6 % (на 
27 %) и 55,3±5,0 % и 74,2±8,9 % (на 19 %) соответ-
ственно (рис. 3).

При проведении модифицированного МТТ-те-
ста пролиферативный эффект яда в отношении 
клеток ECV 340 исчезал и повышалась его цито-
токсичность по сравнению с результатами стан-
дартного МТТ-теста. 

Так, доля выживших эндотелиальных кле-
ток при концентрации 0,625 мкг/мл составила 
98,6±6,5 %, при добавлении VPL – 107,6±17,5 %. 
При концентрациях яда 1,25 и 2,5 мкг/мл доля вы-
живших клеток в пробах с ядом и смесью яда с VPL 
составила 33,9±5,6 % и 75,4±9,9 % (увеличилась на 
41 %) и 24,0±4,4 % и 62,6±6,5 % (увеличилась на 
38 %) соответственно (рис. 4). 

Как видно из представленных данных, опреде-
лить IC

50
 для цельного яда и смеси яда с ингибито-

ром в условиях активации сФЛА
2 
также оказалось 

невозможным по причине отсутствия дозозави-
симого цитотоксического эффекта в отношении 
клеточных линий HeLa и ECV304 в диапазоне кон-
центраций 0,625, 1,25 и 2,5 мкг/мл яда. 

Биологическая активность змеиных фосфоли-
паз крайне разнообразна и находится в зависимо-
сти как от структуры фермента, так и типа клеток, 
на которые они воздействуют. При этом не наблю-
дается прямой связи между ферментативной ак-
тивностью и цитотоксическим действием многих 
из них.

Опухолевые клетки отличаются от неопухо-
левых не только клеточным метаболизмом, но и 
липидным составом плазматических мембран [9]. 

При проведении сравнительного исследова-
ния влияния яда V. nikolskii с действием того 
же яда с ингибированием сФЛА

2
 на модели кле-

точной линии HeLa в обоих случаях отмечался 
 слабый цитотоксический эффект в исследуемом 
диапазоне концентраций. Активация секретор-
ной ФЛА

2
 также значимо не повлияла на цито-

токсичность цельного яда в отношении клеток 
HeLa.

При сравнении действия яда V. nikolskii с дей-
ствием того же яда с ингибированием сФЛА

2
 на 

модели клеточной линии ECV340 было установ-
лено, что яд не проявлял цитотоксической ак-
тивности, а, наоборот, стимулировал рост эн-
дотелиальных клеток, наиболее выраженный в 
присутствии ингибитора. Подобный эффект яда 
V. nikolskii отмечался и по отношению к инфу-
зориям [10]. Авторы предполагают, что яд, по-
видимому, содержит соединения, ускоряющие 
рост микроорганизмов или является для них пи-
тательной средой. 

В нашем случае можно предположить, что ин-
гибирование сФЛА

2 
могло стимулировать дейст-

вие других компонентов яда, в частности, VEGF, 
и именно его влиянием обусловлен пролифера-
тивный эффект яда в отношении эндотелиоцитов. 
Содержание VEGF в яде V. nikolskii составляет 
около 7,5 % [6]. Активация сФЛА

2
 приводила к 

повышению цитотоксичности цельного яда в от-
ношении клеток ECV 340, а также исчезал про-
лиферативный эффект яда с ингибитором на эн-
дотелиоциты. 

зАКлючение 
1. Слабый цитотоксический эффект яда 

V. nikolskii в отношении клеток HeLa не связан с 
фосфолипазной активностью сФЛА

2
.

 

Рис. 3. Цитотоксичность цельного яда V. nikolskii в отно-
шении клеток НеLa без добавления ингибитора секре-
торной ФЛА

2
 и в его присутствии (модифицированный 

МТТ-тест). * – различия статистически значимы между 
пробами с ядом и смесью яда с VPL, p<0,05

Fig. 3. Cytotoxicity of V. nikolskii whole venom against НеLa 
cells without the addition of secretory PLA

2
 inhibitor and in 

its presence (modified MTT test). * – differences are statisti-
cally significant between samples with venom and mixture of 

venom with VPL, p<0.05

 
Рис. 4. Цитотоксичность цельного яда V. nikolskii в отно-

шении клеток ECV 340 без добавления ингибитора секре-
торной ФЛА

2
 и в его присутствии (модифицированный 

МТТ-тест). * – различия статистически значимы между 
пробами с ядом и смесью яда с VPL, p<0,05

Fig. 4. Cytotoxicity of V. nikolskii whole venom against ECV 
340 cells without the addition of secretory PLA

2
 inhibitor 

and in its presence (modified MTT test). * – differences are 
statistically significant between samples with venom and the 

mixture of venom and VPL, p<0.05
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2. Цитотоксическое действие сФЛА
2 
в отноше-

нии клеток ECV 340 связано с каталитической ак-
тивностью фермента.

3. Предложен методический подход, позволяю-
щий оценить токсический эффект сФЛА

2
, обла-

дающей ферментативной активностью, в составе 
цельного яда V. nikolskii в отношении различных 
клеточных линий.
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