
6

ОРИГИНАЛЬНЫЕ  СТАТЬИ

УДК 615.451.16:582.929]-085:615.9
https://doi.org/10.20538/1682-0363-2021-2-6-11
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РЕЗЮМЕ

Цель. Выявление протекторных свойств экстракта Prunella grandiflora L. (черноголовка крупноцветко-
вая) при совместном его использовании с противораковым препаратом «Этопозид» на экспериментальной 
линии животных Drosophila melanogaster. 

Материалы и методы. В работе использовали 10%-й экстракт травы черноголовки, препарат «Этопозид» 
20 мг/мл в растворе для инъекций (ОАО «Верофарм», Россия) в концентрации 800 мкг/кг питательной 
среды. Генотоксический эффект определяли с использованием метода SMART (Somatic Mutation And 
Recombination Test). 

Результаты. При совместном применении этопозида и 10%-го экстракта P. grandiflora показано снижение 
летальности у особей D. melanogaster до 15% и увеличение средней индивидуальной плодовитости в 2 раза 
в сравнении с использованием данного цитостатика без экстракта. 

Заключение. Установлено наличие антигенотоксического эффекта, который проявляется в отсутствии 
хромосомных аберраций, что позволяет рассмотреть возможность использования экстракта P. grandiflora в 
качестве компонента в диете пациентов, проходящих определенное терапевтическое лечение.  

Ключевые слова: лекарственные растения, антигенотоксический эффект, Drosophila melanogaster, про-
текторные свойства, этопозид, SMART.
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ВВЕДЕНИЕ

В связи с высокой распространенностью онко-
логических заболеваний в человеческой популяции 
поиск лекарственных препаратов, протекторов и 
адаптогенов является крайне важным направлением 
исследований. Используемые в химиотерапии цито-
статики характеризуются наличием как основного 
(противоопухолевого) эффекта, так и множеством 
побочных, в частности общим токсическим и гено-
токсическим. Для снижения побочного действия ис-
следуются различные протекторы, большую часть 
из которых составляют экстракты лекарственных 
растений, обладающих комплексом разнообразных 
компонентов [1].

При использовании экстракта лекарственных рас-
тений в качестве протектора важно установить, не 
обладает ли он сам по себе каким-либо токсическим 
и генотоксическим эффектом. В связи с этим необ-
ходимо проанализировать экстракт как отдельно, так 
и совместно с цитостатиком. Использование экстрак-
тов лекарственных растений распространено повсе-
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местно, особенно много подобного рода исследова-
ний проводится в Индии, Китае и других странах, где 
широко распространена народная медицина [2–4]. 
Актуальным является поиск протекторов на основе 
растительного сырья, произрастающего в России. 

В этом аспекте значительный интерес представ-
ляют растения рода Prunella L., произрастающие в  
Уральском регионе. Род Prunella принадлежит се-
мейству Lamiaceae Juss., представители которого 
обладают высокой биологической активностью и 
интересны с точки зрения получения ценного лекар-
ственного сырья. Prunella vulgaris L. (черноголовка 
обыкновенная) является официнальным лекарствен-
ным растением в медицине Китая [5]. Экстракт из 
надземной части P. vulgaris обладает антиоксидант-
ными [6, 7], противовоспалительными, антибактери-
альными, антифунгальными [8, 9] и противоопухо-
левыми свойствами [10]. 

В подтверждение этих данных в 2019 г. появи-
лась статья о том, что экстракт корня P. vulgaris ин-
гибирует in vitro и in vivo канцерогенез в клетках кар-
циномы молочной железы человека [11]. В России 
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до сих пор P. vulgaris не является фармакопейным 
видом, однако в последние годы упоминается в ли-
тературе как растение – продуцент важнейших клас-
сов биологически активных веществ (БАВ) [12–14] и 
исследуется как компонент в фармацевтических пре-
паратах [15].  Лекарственные свойства Prunella gran-
diflora (L.) Scholler (черноголовки крупноцветковой) 
мало изучены, ее экстракт проявляет антифунгаль-
ные, антибактериальные свойства и обладает биоло-
гической активностью при гипоксии [16, 17]. По на-
шим предположениям, экстракт P. grandiflora может 
проявить протекторные свойства к лекарственным 
противоопухолевым препаратам, так как по содер-
жанию основных групп БАВ были выявлены неко-
торые особенности.

 В частности, установлено, что в P. grandiflora 
среди фенолкарбоновых кислот доминирует роз-
мариновая кислота (70–89%). Выявлено, что вне 
зависимости от года сбора растения содержание 
розмариновой кислоты выше у P. grandiflora, чем у 
P. vulgaris [12, 18]. Розмариновая кислота облада-
ет противоопухолевой, антипролиферативной [19] 
и антициклооксигеназной активностью [20], может 
защищать от онкологических заболеваний, лучевой 
болезни [21]. Учитывая вышеизложенное, целью на-
шего исследования было выявление протекторных 
свойств P. grandiflora по отношению к токсическому 
и генотоксическому воздействию этопозида. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Траву P. grandiflora собрали в фазу цветения в 

Красноуфимском районе Свердловской области к 
северу от дер. Марийский Усть-Маш, гора Мокрая 
(N 56°09’22.0’’, E 058°32’19.6’’) в 2018 г. Сушку 
растений осуществляли в хорошо проветриваемых 
помещениях. Высушенное сырье измельчали до раз-
мера частиц, проходящих сквозь сито с отверстиями 
1 мм. Навеску   травы черноголовки крупноцветко-
вой в количестве 0,8 г экстрагировали в 10 мл 70%-го 
спирта в течение 24 ч. Далее 2,4 мл 10%-го экстракта 
добавляли в питательную среду массой 17,6 мл. Эти-
ловый спирт (70%-й) добавляли к питательной среде 
в пропорции 10 : 90 соответственно, или 2,4 мл на 
17,6 мл питательной среды. 

В работе использовали препарат «Этопозид»  
20 мг/мл в растворе для инъекций (Веро-фарм Эбе-
ве, Россия) в концентрации 800 мкг/кг питательной 
среды. Выбранная нами концентрация цитостатика 
демонстрирует выраженный генотоксический эф-
фект [22]. Для оценки жизнеспособности и общей 
летальности использовали лабораторную линию 
Oregon R. Для скрещивания были отобраны особи, 
выращенные в стандартных лабораторных условиях 

при температуре 24 °С, при умеренной влажности и 
освещенности, на питательной среде Альдерстона 
(250 мл дистиллированной воды, 25 г глюкозы, 25 г 
дрожжей, 2 г агара). Для исследования использовали 
особей D. melanogaster не позднее 6-го ч вылета из 
пупария (виргинные самки). Для учета плодовитости 
25 индивидуальных пар помещали в 25 пробирок с 
полой крышкой, заполненной агаровой средой и 
смазанной дрожжами. 

Ежедневно с поверхности крышек производили 
сбор отложенных яиц (F1) при помощи препароваль-
ной иглы и помещали на чашки Петри с агаровым 
слоем для дальнейшего развития. От общего количе-
ства отложенных яиц за день высчитывали долю (%) 
неразвившихся на раннем этапе (менее 6 ч, белый 
цвет), на позднем этапе развития (более 6 ч, бурый 
цвет). Для определения процента смертности личи-
нок родительского поколения D. melanogaster, их 
выращивали на питательных средах с экстрактом, 
этопозидом или совместно экстрактом и этопози-
дом в количестве по 300 особей. Общую летальность 
определяли по количеству особей, погибших на ста-
дии личинки и на стадии куколки. На стадии личинки 
определяли разницу между количеством посаженных 
на питательную среду особей и количеством пупари-
ев, которая свидетельствует о гибели неокукливших-
ся личинок. Летальность на стадии куколки опреде-
ляли по наличию в выборке заполненных пупариев, 
что свидетельствует о гибели особей внутри пупария. 

Генотоксический эффект определяли с исполь-
зованием метода SMART (Somatic Mutation And 
Recombination Test). Для этого самок из мутантной 
линии yellow (желтый окрас тела, ген yellow лока-
лизован на Х-хромосоме) скрещивали с самцами из 
мутантной линии white singed 3 (белые глаза и опа-
ленные щетинки на теле, гены также локализованы 
на Х-хромосоме), поместив их на тестируемую сре-
ду на 72 ч. После 72 ч родительское поколение мух 
удаляли, а из отложенных ими яиц развивалось ги-
бридное потомство (F1). Для анализа использовали 
гибридных самок дикого фенотипа (коричнево-серое 
тело, прямые щетинки, красные глаза), так как самцы 
обладали фенотипом yellow, унаследованным от ма-
теринских особей согласно явлению «крисс-кросс».  
У самок производили осмотр щетинок на теле и от-
мечали количество нетипичных для нормального фе-
нотипа щетинок по цвету и форме, а именно желтые 
и (или) опаленные. Область, содержащую подобную 
щетинку, регистрировали в таблице как одиночное 
пятно y (yellow) или sn (singed) либо двойное y sn. 
Статистический анализ проводили с помощью про-
граммы StatSoft Inc., Statistica, v. 8.0, Serial Number: 
JPZ803I371720ARCN-6. При сравнении и анализе 
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выборок использовали критерий Манна – Уитни и 
критерий χ2 с поправкой Йетса. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для определения общего токсического эффекта 

использовали два показателя: определение общей 
летальности особей D. melanogaster и их среднюю 
индивидуальную плодовитость. Оценку показателей 
выживаемости и смертности проводили в трех груп-
пах особей D. melanogaster, получавших экстракт и 
этопозид по отдельности или совместно в течение 
всего периода развития. По истечению 10 сут вы-
живаемость особей D. melanogaster в группе, выра-
щенной на питательной среде, содержащей 10%-й 
экстракт Prunella grandiflora и этопозид, составила 
72% (рис. 1). 

Из рис. 1 видно, что совместное применение это-
позида и экстракта снижает летальность на 20% по 
отношению к контрольной группе и на 15% к группе 
с использованием данного цитостатика без экстрак-
та. При добавлении одного экстракта P. grandiflora к 
питательной среде не обнаружено снижения смерт-
ности по отношению к контролю. При воздействии 
70%-м спиртом летальность составила 36,33%.  
Таким образом, данная концентрация спирта не об-
ладает выраженным общим токсическим эффектом 
и пригодна в качестве основы экстракта. Соответ-
ственно, анализ общей летальности особей, выра-
щенных на питательной среде, содержащей 10%-й 
экстракт Prunella grandiflora L. и этопозид, показал 
наличие положительного эффекта в отношении их 
выживаемости.

 Рис. 1. Общая летальность особей линии Oregon R 
Drosophila melanogaster, выращенных на питательной сре-
де с добавлением различных компонентов: * значения, до-
стоверно отличающиеся от соответствующих показателей 

в контрольной группе  при p < 0,001 (критерий χ2)  
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Рис. 2. Средняя индивидуальная плодовитость особей 
линии Oregon R Drosophila melanogaster, выращенных 
на питательной среде с добавлением различных тестиру-
емых веществ: * значения, достоверно отличающиеся от 
соответствующих показателей в контрольной группе при  

p < 0,05 (критерий Манна – Уитни)  
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Оценивали параметры жизнеспособности линии 
Oregon R: среднюю индивидуальную плодовитость 
(СИП), частоту ранних и поздних леталей потомства 
на эмбриональной стадии (до 6-го ч развития – РЭЛ, 
после – ПЭЛ). На рис. 2 продемонстрировано улуч-
шение по показателям плодовитости при совместном 
применении этопозида и экстракта и при использо-
вании экстракта самого по себе. 
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Зарегистрировано снижение общего токсическо-
го эффекта при воздействии экстракта, что показано 
в изменении показателя СИП: при воздействии это-
позидом СИП составляет 9,03; а при совместном воз-
действии цитостатика и экстракта – до 18,27. Кроме 
того, сравнительная характеристика СИП у изуча-
емых мух показала, что максимальное количество 
отложенных яиц зарегистрировано при применении 
экстракта с этопозидом. Соответственно, экстракт 
нивелирует токсическое действие в отношении фер-
тильного потенциала. Однако, несмотря на столь 
выраженный эффект, он не распространяется на по-
казатель летальности потомства на эмбриональной 
стадии. Возможно, это связано с кратковременно-
стью положительного воздействия экстракта для из-
менения показателя летальности F1. 

Надо отметить, что результаты СИП, полученные 
при использовании 70%-го спирта, который являет-
ся основой экстракта, сравнимы с показателями при 
применении этопозида.

Также был проведен анализ генотоксическо-
го эффекта этопозида с использованием линий 
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Генотоксичность 70%-го спирта проявляется в 
виде одиночных пятен singed, в связи с чем допуска-
ем, что его действие специфично повреждает хромо-
сому в прицентромерочном районе. Отсутствие са-
мок с пятнами yellow позволяет предположить, что 
активному воздействию спирта удаленный участок 
хромосомы не подвергался. При этом значение χ2 в 
опытной группе «этопозид 400 мкг/кг» по сравнению 
с контролем близко к критическому. 

Кроме того, при использовании этопозида в 
концентрации 800 мкг/кг питательной среды заре-
гистрировали большое количество нехарактерных 
мутантных рецессивных фенотипов, проявляющих-
ся благодаря явлению псевдодоминирования, что 
косвенно свидетельствует о воздействии данного 
цитостатика на частоту хромосомных аберраций. 
По данным A.N. Sortibran с соавт., увеличение хро-
мосомных перестроек действительно имеет место  
быть [24].

Однако при совместном использовании экстракта 
и этопозида мы не обнаружили изменение геноток-
сических свойств этопозида в отношении частоты 
появления пятен, но зарегистрировали антигеноток-
сический эффект в отношении частоты хромосом-
ных аберраций. Соответственно, можно утверждать 
об избирательности проявления экстракта на гено-
токсические свойства этопозида. Так как экстракты 
других лекарственных растений использовались как 
в больших, так и в малых концентрациях для прояв-
ления антигенотоксических свойств [25], то предо-
ставляется целесообразным проверить данную гипо-
тезу и в отношении используемого нами экстракта P. 
grandiflora.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Обнаружен положительный эффект 10%-го экс-

тракта P. grandiflora в отношении антигенотоксич-
ности, общей летальности и показателей жизнеспо-
собности особей линии Oregon R D. melanogaster, 
подвергшихся воздействию этопозида и экстракта. 
Это делает целесообразным дальнейшее тестирование 
данного экстракта.  Полученные данные позволяют 
рассмотреть возможность использования экстракта  
P. grandiflora в качестве компонента в диете пациентов, 
проходящих определенное терапевтическое лечение.
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