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ОЦІНКА РЕЗУЛЬТАТУ  ДІЇ БІОЛОГІЧНО АКТИВНИХ РЕЧОВИН 
ЕКСТРАКТІВ РОСЛИН ЗА ВМІСТОМ БІЛКА У ДОСЛІДЖЕННЯХ IN 

VITRO 
 

 В експериментальній роботі в галузі біотехнології використовують 
«модельні тандеми». Дослідження на модельних тандемах проводяться з 
метою порівняльної оцінки впливу предмету досліджень на лінії клітин з різним 
рівнем експресії трансформованого фенотипу. Дослідження модельного 
тандему: MDA-MB-231, 4Т1 – патологічно змінений об'єкт, BALB 3T3 - модель 
максимально наближена до біологічної норми – засвідчили результат істотної 
відмінності впливу екстрактів на пухлинні та псевдонормальні клітинні лінії, 
що, можливо, є результатом вибірковості дії біологічно активних речовин. 
Результати оцінювали за вмістом білка у дослідній пробі. 

Ключові слова: культура клітин, біологічно активні речовини, 
визначення вмісту білка. 

 
            Механізми, що забезпечують проліферацію та диференціацію клітин при 
проходженні клітинного циклу, мало доступні для вивчення на клітинному 
рівні за умов in vivo. Тому, за звичай, у таких роботах використовують методи 
проведення досліджень на культурах ліній клітин  [1]. В експериментальній 
роботі в галузі біотехнології використовують «модельні тандеми», які 
включають два типи клітинних ліній з максимально низьким та високим 
рівнями трансформації. Клітинні лінії з максимально низьким рівнем 
трансформації слугують моделлю максимально наближеною до біологічної 
норми, і їхня відмінність полягає у відсутності ефекту старіння культури. 
Клітинні лінії з високим рівнем трансформації або, залежно від умов досліду, 
лінії пухлинних клітин використовуються як патологічно змінений 
піддослідний об'єкт. Дослідження на модельних тандемах проводяться з метою 
порівняльної оцінки впливу предмету досліджень на лінії клітин з різним 
рівнем експресії трансформованого фенотипу [2, 3]. 
           Досліди in vitro з використанням ліній пухлинних клітин, лікарських 
рослин актуальні, оскільки дозволяють отримати нові дані в галузі 
біотехнології, цитології, онкофармакології.  
           Для вивчення цитотоксичної активності тестованих речовин за умов in 
vitro розроблено спрощену схему на культурі клітин: культивування 
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проводилось три доби без зміни поживного середовища. Результати оцінювали 
за вмістом білка у дослідній пробі. При цьому, інгібуюча дія активних речовин, 
тестована in vitro, корелювала з результатами дослідів in vivo [4].  
           Метою роботи було дослідження динаміки змін вмісту білка та кількості 
клітин різних типів у культурах ліній MDA-MB-231, 4Т1, BALB 3T3, за умов 
впливу екстрактів рослин. 

Матеріали і методи 
Дослідження проводилися на лініях пухлинних клітин MDA-MB-231 

(аденокарцинома молочної залози людини), 4Т1 (аденокарцинома молочної 
залози мишей), BALB 3T3 (деморталізовані фібробласти мишей).  
 Клітини лінії BALB 3T3 отримані з Клітинного банку ліній тканин 
людини і тварин Інституту експериментальної патології, онкології та 
радіобіології ім. Р.Є. Кавецького НАН України (Київ). Клітини ліній MDA-MB-
231 та 4Т1 любязно надані завідувачем кафедри біохімії, проф. M. Ugorskim 
(Природничий університет у Вроцлаві (Польща)). 

Клітини культивували у флаконах (20 см2) у середовищі Дульбекко в 
модифікації Ігла (DMEM, Sigma Chem. Co., США) з додаванням 10% сироватки 
крові плодів великої рогатої худоби (ВРХ, Sigma Chem. Co., США) та 500 
одиниць/мл гентаміцину (Sigma, США) при 37оС в атмосфері 5% СО2 при 100% 
вологості. Пересів клітин здійснювали у співвідношенні 1 : 3 – 1 : 5 через кожні 
2 – 3 дні. 
             Для досліду клітини висівали у 96-лункові планшети (Sarstedt, США) в 
кількості 5х105 клітин на лунку. Результати впливу екстрактів на культуру 
клітин оцінювали на  72 годину культивування.  

    Для приготування екстрактів лікарських рослин: перстачу 
прямостоячого (Potentilla erecta), софори японської (Sophora japonica), арніки 
гірської (Arnica montana ), використано етиловий спирт. Для порівняння 
результатів дослідження ми використали настоянку Echinacea purpurea – 
аптечний препарат. Використовували нерозведені екстракти 10 мкл/мл у 
середовищі, екстракти у розведенні  1:10 у кінцевій концентрації  1 мкл/мл у 
середовищі,  екстракти у розведенні  1:100 у кінцевій концентрації  0,1 мкл/мл у 
середовищі. Екстракти вносились через 24 год. після висіву клітин.  
            Контролем слугувала інтактна культура клітин. Також до уваги брались 
контролі з внесенням спирту (70%) 10 мкл/мл, 1 мкл/мл та 0,1 мкл/мл у 
середовищі, контроль з внесенням фізіологічного розчину (0,95% NaCl) – 10 
мкл/мл у середовищі.  
           Вміст білка визначали методом гальмування проліферації клітин з 
використанням методу SRB [5]. Результати читали за λ=540 нм на фотометрі 
Multiscan RC (Nicon, Японія).  
            Дослід проводився у трьох паралелях. Результати опрацьовано за 
критерієм t-Ст'юдента (р<0,05 – зміни вірогідно відрізняються від контролю). 
           Результати і обговорення 

Фармакологічна дія і, відповідно, профілактичний, терапевтичний 
ефекти лікарської рослинної сировини зумовлені присутністю біологічно 
активних речовин (БАР). БАР  поділяють на БАР первинного і вторинного 
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обміну. На даний час особлива увага приділяється дослідженню широкого 
спектру дії БАР вторинного обміну (вторинних метаболітів): фенольних сполук 
(фенолокислоти, гідроксикоричні кислоти, кумарини, флавоноїди, дубильні 
речовини, тощо),  терпеноїдів (сесквітерпени, ди-, три-, тетратерпени, тощо) і 
вітамінів ( аскорбінова кислота, ретинол, тощо) [6]. За умов мацерації етиловим 
спиртом у отримані екстракти переходять глікозиди, флавоноїди, сапоніни, 
частково алкалоїди. Створюється певний комплекс сполук, у якому існують 
антагоністичні та синергістичні взаємодії. Внаслідок втрати одного з 
компонентів, діючі речовини можуть набути небажаних властивостей. 
        При внесенні до поживного середовища екстрактів Arnica montana, 
Potentilla erecta по 10 мкл/мл, значно нижчі значення оптичної густини за λ=540 
нм порівняно з контролем спостерігаємо (рис. 1,2) при визначенні вмісту білка 
у культурі  BALB 3T3, але за концентрації екстрактів 1 мкл/мл у середовищі 
(4,197 за дії Potentilla erecta) та 0,1 мкл/мл у середовищі (4,298 за дії Arnica 
montana,  4,278 за дії Potentilla erecta), ці значення у даної культури є 
найвищими порівняно з популяціями MDA-MB-231 (0,177 (р<0,05)– за 1 мкл/мл, 
0,458 (р<0,05) – за 0,1 мкл/мл за дії Arnica montana; 0,462 (р<0,05) – за 1 мкл/мл, 
1,893 (р<0,05) – 0,1 мкл/мл за дії Potentilla erecta) та 4Т1 (0,269 (р<0,05) – за 1 
мкл/мл, 1,804 (р<0,05) – за 0,1 мкл/мл за дії Arnica montana; 2,058 (р<0,05) – за 1 
мкл/мл, 3,01– за 0,1 мкл/мл за дії Potentilla erecta), відповідають таким у 
контрольних зразках. Дані свідчать про антипроліферативну дію екстрактів за 
найвищої концентрації. На відміну від ліній MDA-MB-231, 4Т1, екстракти не 
мають негативного впливу на клітини BALB 3T3 за нижчих концентрацій. За дії 
екстрактів на популяції MDA-MB-231, 4Т1 спостерігаємо зменшення приросту 
клітин пропорційно підвищенню діючих доз. Клітинна лінія MDA-MB-231 
найбільш чутлива до дії екстрактів. 
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рис. 1. Вміст білка у культурах клітин за 
екстракту дії Arnica montana 
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рис. 2. Вміст білка у культурах клітин за дії 
екстракту Potentilla erecta 

           При дослідженні впливу екстракту Sophora japonica результати незначно 
відрізняються від відповідних у контрольних зразках (рис. 3). Так, 
антипроліферативний вплив екстракту Sophora japonica значно нижчий, навіть 
за найвищої діючої дози, на всі клітинні лінії. Досить високий результат вмісту 
білка у пробі з BALB 3T3 (показник оптичної густини за λ=540 нм – 3,204) за 
найвищої діючої дози відносно інших клітинних ліній, при зменшенні 
концентрації діючої речовини показник зростає і відповідає у мінімальній 
концентрації контролю. Значення оптичної густини за λ=540 нм у популяціях 
MDA-MB-231 порівняно з контролем та BALB 3T3 значно нижчі: 1,18; 0,73; 
0,896 (р<0,05) за дії найвищої, середньої, найнижчої доз відповідно. Ця 
клітинна лінія найбільш чутлива до дії екстракту Sophora japonica. 
Дозозалежний характер дії екстракту щодо популяції 4Т1, за максимальної 
діючої концентрації результат досить високий - 1,069 (р<0,05).  
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рис. 3. Вміст білка у культурах клітин за дії 
екстракту Sophora japonica 
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рис. 4. Вміст білка у культурах клітин за дії 

екстракту Echinacea purpurea 
 
 Для порівняння у дослідженнях ми використали настоянку Echinacea 

purpurea – аптечний препарат, який, за даними літератури [6] містить значну 
кількість БАР з антиоксидантними властивостями (флавоноїди, фенолкарбонові 
кислоти, дубильні речовини, вітаміни, тощо). Спостерігаємо подібність 
результатів визначеня вмісту білка за дії настоянки Echinacea purpurea (рис. 4) з 
контрольними зразками та зразками з Sophora japonica (рис. 3).  

За даними літератури [7,8,9,10] усі лікарські рослини, які використано 
для одержання наших екстрактів містять значну кількість БАР, яким властива 
антиоксидантна дія. За нашими деякими фізико-хімічними дослідженнями в 
одержаних екстрактах найвищий вміст флавоноїдів  у екстракті Sophora 
japonica (1,611±0,0003% -  у перерахунку на рутин, 0,191% – у перерахунку на 
кверцетин), дубильних речовин (8,92±0,0003% - у перерахунку на танін), β-
каротину (291 мкмоль/л), аскорбінової кислоти (0,711±0,0003%) - у  Potentilla 
erecta. Вивчення спектрів поглинання усіх екстрактів свідчить, що найбільший і 
найчіткіший  максимум поглинання знаходиться за λ=235 нм у 
короткохвильовій (до 300 нм) ділянці ультрафіолетового спектру та 
повторюється  у довгохвильовій ділянці за 328 нм, що свідчить про наявність 
фенольних сполук: гідроксикоричних кислот, кумаринів.  

Згідно з сучасними уявленнями, вільнорадикальні процеси і регуляція їх 
рівня відіграють суттєву роль за умов канцерогенезу і злоякісного росту [11]. 
Механізми протипухлинної дії флавоноїдів включають модуляцію сигнальних 
шляхів, залучених до регуляції проліферації пухлинних клітин, індукцію 
апоптозу або диференціювання клітин, а також інгібування ангіогенезу та 
подолання лікарської резистентності.                                

Висновки: 
1. При культивуванні клітин у середовищі з екстрактами рослин, вміст 

білка у пробі залежить від діючої дози екстракту, виду рослини, 
клітинної лінії. 
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2. На відміну від ліній MDA-MB-231, 4Т1, екстракти Sophora japonica, 
Echinacea purpurea не мають значного антипроліферативного впливу на 
клітини BALB 3T3 за всіх діючих доз (показники поглинання оптичної 
густини при визначенні вмісту білка у межах 3-4,5, що відповідає 
результату контрольних зразків). Екстракти Arnica montana, Potentilla 
erecta за дії нижчих концентрацій щодо лінії BALB 3T3  не мають 
значного антипроліферативного впливу. Можливо, отримані дані  є 
свідченням вибіркової дії біологічно активних речовин досліджуваних 
біологічних комплексів.  

3. Клітинна лінія MDA-MB-231 найбільш чутлива до дії екстрактів. 
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Summary 
 

p.-g. st. N.Shemediuk, O.Y. Klyuchivska,  prof. V.I. Butsyak, p.-g. st. J. Polańska 
ESTIMATION OF RESULT  OF ACTION BIOLOGICALLY OF ACTIVE 
SUBSTANCES EXTRACTSOF MEDICINAL PLANTS AFTER CONTENT 

OF PROTEIN IN RESEARCHES IN VITRO 
 In the experimental work in the field of  biotechnology using "tandem 

model". Research model tandem: MDA-MB-231, 4T1 - pathologically altered objects, 
BALB 3T3 - model as close to the biological norm - witnessed the result of substantial 
difference of influence of extracts on a tumour and pseudonormal cellular lines, that, 
possibly, is the result of selectivity of action biologically active matters. Results 
evaluated by protein content in the research sample.  

Kеy words: cell culture, medicinal plants, bioactive substances, determination 
of protein.  
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