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ИЗУЧЕНИЕ АНТИПРОЛИФЕРАТИВНОЙ АКТИВНОСТИ 
ЭКСТРАКТА ИЗ ТРАВЫ ЛЮЦЕРНЫ ПОСЕВНОЙ  
НА МОДЕЛЯХ IN VITRO

Исследуемый экстракт из травы люцерны посевной проявляет антипролиферативное действие на 
модели in vitro в культуре гормонозависимых опухолевых клеток человека линий: MCF-7, MDA-MB-231, SiHa. 
Цитотоксический эффект экстракта из травы люцерны посевной в отношении опухолевых клеток носил 
дозозависимый характер и был наиболее ярко выражен в дозе 1 мкг/мл.
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ВСТУПЛЕНИЕ
В последнее время повышенный интерес вызы- 

вают изофлавоны: генистеин, даидзеин, глицитеин,  
что обусловлено возможным положительным дей- 
ствием этих веществ на организм, а также перспек- 
тивами создания новых на их основе высокоактив- 
ных лекарственных препаратов, обладающих про- 
тивовоспалительной, антиканцерогенной, противо- 
вирусной, антипаразитарной или бактерицидной ак- 
тивностью. Так известно, что в люцерне посевной кро- 
ме генистеина и даидзеина присутствуют изофлаво- 
ны биоханин А и формононетин, которые также пред- 
ставлены в виде гликозидов ононина и сиссортина 
[1, 2, 4, 13]. Изофлавоны являются нестероидными 
миметиками эстрогенов, называемых фитоэстроге-
нами. Хорошо известна антиканцерогенная актив-
ность генистеина [5, 18], в том числе и в лечении рака 
молочной железы [15]. Генистеин представляет со-
бой ингибитор тирозинкиназы, который ингибиру-
ет пролиферацию как эстроген-позитивных, так и 
эстроген-негативных линий клеток рака молочной 
железы [5, 14]. Пищевые изофлавоны рассматрива- 
ются как возможная альтернатива гормональным пре- 
паратам в лечении множества заболеваний. Они спо- 
собны подавлять рост опухолей у животных [11] и  
усиливать действие таких агентов, как моноклональ- 
ные антитела против фактора роста эпителия [9] и 
селен [8]. Считается, что изофлавоны могут вызы- 
вать гибель клеток рака также посредством мобили-
зации способности присутствующих в опухоли ионов  
меди генерировать активные продукты окисления  
[17] благодаря влиянию на экспрессию генов супрес- 
сора опухоли в раковых клетках [6]. Однако необхо- 

димо помнить, что фитоэстрогены способны подав- 
лять активность некоторых изоформ цитохромов Р450,  
что может модифицировать действие других лекар- 
ственных веществ. Кроме того, недавние исследова- 
ния свидетельствуют, что генистеин способен уси- 
ливать рост опухоли простаты и инициировать про- 
цессы метастазирования во вторичные органы вслед- 
ствие усиления пролиферации и снижения апопто- 
за раковых клеток [10]. Генистеин способен инду- 
цировать экспрессию фермента ароматазы, присут- 
ствующей в клетках рака молочной железы. Этот фер- 
мент отвечает за биосинтез эстрогенов, и его экс-
прессия может способствовать росту клеток опухо-
ли [16]. Кроме того, было показано, что даже низкие 
дозы генистеина, поступающие с пищей, способны 
препятствовать проявлению терапевтического дей- 
ствия антиракового агента тамоксифена, являюще-
гося антагонистом рецептора эстрогенов [7].

Представленные литературные данные свидетель- 
ствуют о неоднозначности эффектов изофлавоноидов,  
в связи с чем данное исследование представляет осо- 
бый интерес. Основанием для этого исследования по- 
служил богатый фитохимический состав экстракта  
из травы люцерны посевной (ЭТЛП), а в особенно- 
сти наличие в составе изофлавоноидов. ЭТЛП, полу- 
ченный на кафедре фармакогнозии НФаУ под руко- 
водством проф. В. Н. Ковалева, по результатам хро- 
матографического и фитохимического исследований  
[1, 2] кроме изофлавоноидов содержит такие феноль- 
ные соединения как гидроксикоричные кислоты, ку-
марины, эуфлавоноиды и дубильные вещества. 

Целью исследования было изучение влияния экс- 
тракта из травы люцерны посевной на пролифера-
цию опухолевых гормонозависимых клеток на мо-
делях in vitro для оценки возможного цитотоксиче-
ского противоопухолевого эффекта. © Еременко Р. Ф., Малоштан Л. Н., Шаталова О. М., 2015
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследования были проведены на базе кафед- 

ры токсикологии Познаньского медицинского уни-
верситета (Польша) им. Кароля Марцинковского под  
руководством проф. М. Муриуса. В эксперименте ис- 
пользовали гормонозависимые клеточные культуры  
опухолевых клеток человека линий MCF-7 (эстроген- 
позитивная ER+ и прогестеронпозитивная PR+ аде- 
нокарцинома протоков молочной железы человека),  
MDA-MB-231(рак молочной железы), SiHa (клетки че- 
шуйчато-клеточной карциномы шейки матки). Клет- 
ки культивировали при 37 °С в увлажненной атмо- 
сфере с 5 % СО2 в среде ДМЕМ, содержащей 10 % эм- 
бриональной телячьей сыворотки, L-глутамин (2 мМ),  
смесь антибиотиков PISIG (производства Sigma). Клет- 
ки после размножения культивировали в пластико-
вых матрацах площадью 25 см2 в течение 1 недели 
со сменой среды каждые 3 дня, и по достижении мо- 
нослоя производили пересев на 24-луночные план-
шеты с плотностью 8000 клеток на лунку. Пролифе-
ративную активность клеток в культуре на планше- 
тах под влиянием экстракта люцерны посевной в  
различных дозах оценивали с помощью Alamar blue 
теста [12] и выражали в условных единицах флуо- 
ресценции (УЕФ). Alamar Blue-анализ основан на пре- 
образовании резазурина во флуоресцентное вещест- 
во резоруфин при снижении жизнеспособности кле- 
ток. Активный компонент индикатора (резазурин)  
является нетоксичным, проникающим через мембра- 
ны веществом синего цвета (нефлуоресцентным). При  
попадании в клетку резарузин преобразуется в ре- 
зоруфин, который обладает яркой флуоресценцией  
в красной области. Живые клетки способны непре- 
рывно преобразовывать резарузин в резоруфин, тем  
самым формируя количественный сигнал. Клетки  
культивировали в среде на основе ДМЕМ с добавле- 
нием гормонов (как стимуляторов клеточной про-
лиферации) и без содержания гормонов (в парал-
лельном опыте) в течение 72 часов. После этого про- 
изводили измерение интенсивности флуоресценции  
на детекторе биолюминесценции Xenogen. Контро-
лем служили клетки, которые культивировали в сре- 
дах с гормонами и без гормонов (в параллельных опы- 

тах) после добавления индикатора Alamar blue. Ис-
следования влияния ЭТЛП на пролиферацию клеток 
в культуре выполняли в два независимых экспери-
мента с 4-мя образцами для каждой концентрации. 
Для определения действия ЭТЛП на рост колоний 
клеток опухолевых культур были выбраны концен-
трации: 5; 1; 0,2; 0,04 и 0,0008 мкг/мл.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты показывают, что при культивирова-

нии в среде с добавлением гормонов под действием 
ЭТЛП в исследованном интервале концентраций (5,  
1, 0,2, 0,04 и 0,0008 мкг/мл) происходит однонаправ- 
ленное ингибирование роста колоний клеток всех ис- 
пользуемых линий: SiHa (клетки чешуйчато-клеточ- 
ной карциномы шейки матки), MCF-7 и MDA-MB-231 
(рак молочной железы) по сравнению с контролем, о 
чем свидетельствует выраженное уменьшение био- 
флюоресценции в ячейках под влиянием исследуемо- 
го экстракта. Цитотоксический эффект носит дозо- 
зависимый характер. Ингибирование роста колоний  
более 50 % по результатам Alamar blue теста для кле- 
ток MCF-7 отмечено в дозах 5 мкг/мл и 1 мкг/мл при 
культивировании в среде с добавлением гормонов.

Результаты угнетения пролиферации клеток в 
культурах по сравнению с контролем представлены 
в таблице.

В то же время для клеток SiHa в среде с гормо-
нами антипролиферативный эффект зарегистриро- 
ван во всех исследуемых дозах, однако наиболее зна- 
чимым он был в дозировке 1 мкг/мл (94,26 %). Макси-
мальное ингибирование роста и пролиферации под  
влиянием ЭТЛП в дозе 1 мкг/мл наблюдалось и со 
стороны клеточной культуры MDA-MB-231 (88,65 %),  
в связи с чем доза ЭТЛП 1 мкг/мл на данных клеточ-
ных моделях оценена как эффективная. 

Напротив, при культивировании клеток MDA-MB- 
231 в среде без гормонов отмечались неоднозначные  
изменения: умеренная стимуляция пролиферации в  
дозах 0,2 и 0,04 мкг/мл (заместительное эстрогено- 
подобное действие изофлавоноидов люцерны); от-
сутствие влияния ЭТЛП в дозе 0,04 мкг/мл на про- 
лиферацию клеток МСF-7 в среде без гормонов, стиму- 

Таблица

ИЗМЕНЕНИЕ ПРОЛИФЕРАЦИИ КЛЕТОК В КУЛЬТУРЕ IN VITRO ПОД ВЛИЯНИЕМ ЭКСТРАКТА  
ИЗ ТРАВЫ ЛЮЦЕРНЫ ПОСЕВНОЙ В РАЗЛИЧНЫХ ДОЗАХ, %

Доза ЭТЛП, мкг/мл 5 1 0,2 0,04 0,0008

MCF-7 без гормонов +13,80 -17,90 На уровне 
контроля +6,20 На уровне 

контроля
MCF-7 с гормонами -60,98 -72,15 -55,49 -34,30 -58,48

SiHa без гормонов -40,10 -55,9 На уровне 
контроля

На уровне 
контроля

На уровне 
контроля

SiHa с гормонами -91,10 -94,26 -81,11 -80,40 -80,40

MDA-MB-231 без гормонов +37,29 На уровне 
контроля +62,70 +81,90 +38,50

MDA-MB-231 с гормонами -85,34 -88,65 -74,46 -83,10 -82,76
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ляция пролиферации в дозах 0,2, 0,04, 0,0008 мкг/мл.  
Похожие результаты относительно активности изо-
флавоноидов встречаются в литературе [11]. Следу-
ет отметить достоверное подавление пролиферации  
SiHa под действием ЭТЛП в дозе 1 мкг/мл при совме- 
стном культивировании в среде без гормонов за счет  
конкурентного антиэстрогенного действия изофла- 
воноидов люцерны. 

Таким образом, анализ сравнительной эффектив- 
ности ЭТЛП показал наиболее выраженный цитоток- 
сический эффект на клетках культур SiHa и менее вы- 
раженный на клетках линии MCF-7 и MDA-MB-231, 
что может объясняться культуральными и морфо-
логическими особенностями данных клеток [4]. 

В дальнейшем целесообразно более детальное 
изучение экстракта люцерны посевной с целью вы-
яснения механизмов действия его компонентов. 

ВЫВОДЫ
1. Исследуемый экстракт из травы люцерны по-

севной проявляет антипролиферативное дейст- 
вие на модели in vitro в культуре гормонозави- 
симых опухолевых клеток человека линий MCF-7,  
MDA-MB-231, SіHа.

2. При культивировании клеток в среде, содержа- 
щей гормоны, экстракт из травы люцерны по-
севной умеренно подавляет пролиферацию кле- 
ток. В то же время воздействие экстракта на рост  
и пролиферацию опухолевых клеток в культу-
ральной среде без добавления гормонов неод- 
нозначно.

3. Цитотоксический эффект экстракта из травы лю- 
церны посевной в отношении опухолевых кле- 
ток в эксперименте in vitro носил дозозависи- 
мый характер и был наиболее выражен в дозе  
1 мкг/мл. Полученный эффект может объяснять- 
ся конкурентным связыванием изофлавоноидов  
люцерны с рецепторами эстрогензависимых кле- 
ток и подтверждать противоопухолевое дейст- 
вие фитоэстрогенов.
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Р. Ф. Єрьоменко, Л. М. Малоштан, О. М. Шаталова 
ВИВЧЕННЯ АНТИПРОЛІФЕРАТИВНОЇ АКТИВНОСТІ ЕКСТРАКТУ З ТРАВИ ЛЮЦЕРНИ ПОСІВНОЇ  
НА МОДЕЛЯХ IN VITRO

Досліджуваний екстракт з трави люцерни посівної проявляє антипроліферативну дію на мо- 
делі in vitro в культурі гормонозалежних пухлинних клітин людини ліній: MCF-7, MDA-MB-231, 
SiHa. Цитотоксичний ефект екстракту з трави люцерни посівної відносно пухлинних клітин 
носив дозозалежний характер і був найбільш яскраво виражений в дозі 1 мкг/мл. 
Ключові слова: фармакологія; естрогенозалежні пухлинні клітини; фітоестрогени; люцерна

UDC 615.322:576.385.5
R. F. Yerіomenko, L. N. Maloshtan, O. M. Shatalovа 
STUDY OF ANTIPROLIFERATIVE ACTIVITY OF EXTRACT OF MEDICAGO SATIVA SOWING GRASS ON IN VITRO 
MODELS 

The observable extract of medicago sativa sowing grass displays the antiproliferative effect on the in 
vitro models in the culture of hormone-dependent tumorous human cells lines: MCF-7, MDA-MB-231, 
SiHa. The cytotoxic effect of the extract of medicago sativa sowing grass regarding the tumorous cells 
had a dose-dependent nature and was most expressed at a dose of 1 mcg / ml. 
Key words: pharmacology; estrogen-dependent tumorous cells; phytoestrogen; medicago sativa 
sowing grass
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