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ВЕТЕРИНАРИЯ 

Антипролиферативная активность in vitro 
экстрактов личинок Trichinella spiralis 
в зависимости от стадии инвазии после 
экспериментального заражения крыс
РЕЗЮМЕ
Актуальность. Цель исследований — оценка антипролиферативной активности in vitro экстрактов 
личинок T. spiralis, полученных от зараженных крыс, в зависимости от длительности инвазии. 

Методы. Опыт проводили на аутбредных крысах-самцах, зараженных личинками T. spiralis из 
расчета 10 личинок на 1 г массы тела.  Антипролиферативную активность экстрактов личинок, 
полученных через 40 суток, 3 и 12 месяцев после заражения, определяли на опухолевых клетках 
линии А549 (карцинома легкого человека) с использованием МТТ-теста при культивировании в 
течение 24, 48 и 72 час. в концентрациях от 32 до 1000 мкг/мл. Антипролиферативную активность 
выражали в процентах ингибирования и IC50.

Результаты. Выявлена прямая зависимость антипролиферативного действия экстрактов 
трихинелл от времени культивирования с клетками А549 и концентрации белка в экстрактах. На 
всех стадиях инвазии антипролиферативная активность экстракта возрастала от 24 к 72 час. при 
концентрации белка от 250 до 1000 мкг/мл.
Антипролиферативная активность экстрактов, выраженная в значениях % ингибирования 
опухолевых клеток и IC50, усиливалась от 40 суток к 12 месяцам. Наиболее интенсивная динамика 
усиления наблюдалась в период между 40 сутками и 3 месяцами. Возможной причиной повышения  
антипролиферативного эффекта экстрактов к 3 и 12 месяцам инвазии является изменение 
количественного и качественного состава белков, входящих в экстракты.

Ключевые слова: Trichinella spiralis, крысы, опухолевые клетки A549, антипролиферативная 
активность, % ингибирования, IC50
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Antiproliferative activity in vitro of Trichinella 
spiralis larval extracts depending on the infection 
stage following experimental infection of rats
ABSTRACT
Relevance.The aim is evaluation in vitro antiproliferative activity of T. spiralis larvae extracts obtained 
from experimentally infected rats, depending on the duration of infection.

Methods. The experiment was carried out on outbred male rats infected with T. spiralis larvae at the rate 
of 10 larvae per 1 g of body weight. The antiproliferative activity of larval extracts obtained 40 days, 3 and 
12 months after infection was determined on tumor cells of the A549 line (human lung carcinoma) using 
an MTT test during cultivation for 24, 48 and 72 hours in concentrations from 32 to 1000 micrograms/ml. 
Antiproliferative activity was expressed as % inhibition and IC50.

Results. There was direct dependence of Trichinella extract antiproliferative effects on time of cultivation 
with A549 cells and protein concentration in extracts.  At all stages of invasion, the antiproliferative 
activity of the extract increased from 24 to 72 hours. at a protein concentration of 250 to 1000 mcg/ml. 
The extract antiproliferative activity expressed in tumor cell % inhibition and IC50 increased from day 40 to 
month 12. The most intense dynamics was observed between day 40 and month 3. The possible reason 
of  enhancement in extract antiproliferative effect at months 3 and 12 is alteration in quantitative and 
qualitative composition of proteins comprised the extracts. 
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Введение/Introduction
Tрихинеллез представляет собой гельминтоз, вызы-

ваемый паразитирующими в организме человека и жи-
вотных нематодами рода Trichinella. Многие вопросы, 
касающиеся морфологии трихинелл, круга хозяев, цик-
ла развития, источников и путей заражения, их патоген-
ных свойств и т. п., всесторонне изучены и не нуждаются 
в особом представлении. Несколько особняком стоит 
очень интересная биологическая активность трихинелл, 
которую, несомненно, следует добавить к их общей ха-
рактеристике. 

В 1970 году N.F. Weatherly была открыта противоо-
пухолевая активность Trichinella spiralis [1]. Значитель-
но позднее появились отечественные и зарубежные 
публикации, в которых описан данный феномен в усло-
виях in vitro и in vivo [2–10]. Имеются данные об анти-
пролиферативном действии метаболитов трихинелл, 
в  частности экскреторно-секреторных белков [11–16]. 
В указанных публикациях приводится информация об 
эффективности на различных опухолевых моделях, ги-
потетическом механизме данного действия, веществах 
и клетках, ответственных за данный эффект, и многое 
другое. Однако ни в одной из публикаций данные эф-
фекты не связываются со стадией развития личинок, то 
есть «возрастом» трихинелл. 

Между тем в организме зараженных животных три-
хинеллы проходят сложный путь развития, на котором 
происходит модификация их морфологии, функций, 
белкового состава, что среди прочего может оказать 
непосредственное влияние на проявление противоопу-
холевого действия.

В целом настоящее исследование направлено на 
дальнейшее углубленное исследование интересного 
феномена антипролиферативного действия трихинелл 
и продуктов их жизнедеятельности. Кроме того, иссле-
дования подобного научного направления открывают 
новые аспекты взаимоотношений «паразит — хозяин», 
а также создают перспективу для создания противоопу-
холевых препаратов совершенно новой природы и био-
логического происхождения. 

Цель исследования — изучение антипролифератив-
ного действия в условиях in vitro на опухолевой модели 
А549 экстрактов личинок Trichinella spiralis, полученных 
на разных стадиях после экспериментального зараже-
ния крыс.

Материалы и методы исследования / 
Materials and methods
Исследования выполняли в 2022–2023 гг. в лабора-

тории экспериментальной терапии, виварии ВНИИП 
им К.И. Скрябина и виварии Федерального государ-
ственного бюджетного образовательного учреждения 
дополнительного профессионального образования 
Российской медицинской академии непрерывного про-
фессионального образования Минздрава России. Для 
заражения использовали половозрелых аутбредных 
крыс-самцов, полученных из питомника «Филиал “Ан-
дреевка”  ФГБУН «Научный центр биомедицинских тех-
нологий Федерального медико-биологического агент-
ства» (ФГБУН НЦБМТ ФМБА России). 

Конвенциональных крыс-самцов заражали личинка-
ми T.spiralis внутрижелудочно с использованием обще-
принятого метода1, 2 из расчета 10 личинок на 1 г мас-
сы тела. 

С соблюдением биоэтических норм3 на 40-е сутки, 
через 3 и 12 месяцев после заражения крыс (по 3 шт.) 
подвергали эвтаназии дислокацией шейных позвонков. 
На каждый указанный срок исследования проводили 
выделение личинок и приготовление экстракта. 

Личинок T. spiralis выделяли из всей тушки крыс пере-
вариванием мясного фарша в искусственном желудоч-
ном соке. Переваривание проводили в термостате при 
температуре 39–42 °С в течение 12–16 час., и белковый 
экстракт личинок трихинелл готовили, как описано в па-
тенте РФ4. Выделенные инвазионные личинки помеща-
ли в физиологический раствор и измельчали при 0 °С 
до получения однородной массы. Экстракцию прово-
дили в течение 12–16 час. на магнитной мешалке. По-
сле окончания экстракции суспензию центрифугирова-
ли при 18 000 об/мин в течение 1 час. на холоде, осадок 
удаляли. Супернатант использовали в качестве белко-
вого экстракта.

Концентрацию белка в экстрактах определяли с ис-
пользованием бицинхониновой кислоты (в мкг/мл)5. Ан-
типролиферативную активность экстрактов оценивали 
на клетках опухолевой линии А549 (карцинома легкого 
человека) (ФГБУ «НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздра-
ва России) с использованием МТТ-теста в стандартном 
протоколе6. 

Кратко принцип МТТ-теста: НАДФ-H-зависимые 
клеточные оксидоредуктазные ферменты могут (при 
определенных условиях) отражать количество жизне
способных клеток. Эти ферменты способны восста-
навливать тетразолиевый краситель 3-(4,5-диметил-
тиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетразолиум бромид в 
нерастворимый формазан, который имеет пурпурное 
окрашивание. 

Экстракты тестировали в диапазоне концентраций от 
32 до 1000 мкг/мл. 

Результаты тестирования, полученные в значениях 
оптической плотности (прямо пропорциональной ко-
личеству оставшихся живых опухолевых клеток), пре-
образовывали и выражали в % ингибировании проли-
ферации опухолевых клеток, а также в значениях IC50 
с использованием программы OroginPro 8.5 (OriginLab 
Corporation, США).

Результаты и обсуждение / Results and discussion
Личинки трихинелл выделяли в разные периоды после 

экспериментального заражения крыс, когда они достига-
ли мышечной стадии развития. Временные точки отбора 
личинок были подобраны таким образом, чтобы охватить 
достаточно продолжительный период времени: практи-
чески в самом начале мышечной стадии (40 суток), спу-
стя 3 месяца. Конечной точкой был весьма отдаленный 
срок, то есть через 12 месяцев после заражения крыс. 
Такой дизайн эксперимента позволил сравнить и диф-
ференцировать активность экстрактов в разные перио-
ды мышечной стадии развития личинок, которые разде-
лялись значительными интервалами времени. 
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В таблице 1 и на рисунках 1–3 (в более 
наглядной форме) приведены данные, вы-
раженные в значениях % ингибирования, 
в различных концентрациях во временной 
динамике на разных стадиях инвазии (ну-
левое значение % ингибирования означа-
ет отсутствие различий по сравнению с 
контрольным вариантом опыта без внесе-
ния испытуемых экстрактов). 

В целом имела место очевидная пря-
мая зависимость исследуемого антипро-
лиферативного действия экстракта от 
времени культивирования с опухолевыми 
клетками А549 и концентрации белка.

На все временные сроки (40 суток, 3 и 
12 месяцев) антипролиферативная активность испыту-
емого экстракта возрастала от 24 к 72 час. (табл. 1) и во 
всех случаях была наиболее высокой на 72 часа (рис. 1, 
2). Однако эта тенденция была наиболее выраженной 
для экстрактов, приготовленных из личинок, отобран-
ных на 40 суток после заражения (повышение % инги-
бирования от 17,68 до 66,21%) и в несколько меньшей 
степени через 3 месяца (повышение % ингибирования 
от 62,5 до 84,27%). Экстракт из личинок, выделенных 
через 12  месяцев после заражения, приводил к суще-
ственному снижению количества опухолевых клеток уже 
через 24 часа (% ингибирования — 73,91). 

С учетом того что антипролиферативная активность 
была наиболее высокой на 72 часа, то при дальнейшем 
совокупном анализе всех полученных данных ориенти-
ровались на данное значение в качестве наиболее ил-
люстративного показателя.

В отношении зависимости «доза — эффект» на раз-
ных стадиях инвазии можно отметить следующее: через 
40 суток после заражения наиболее высокий процент 
ингибирования отмечали в максимальной концентра-
ции 1000 мкг/мл (66,21%); в концентрации 500 мкг/мл 
процент ингибирования также был достаточно выра-
женным (42,38%) (табл. 1, рис. 1).

Спустя 3 месяца после заражения экстракт трихинелл 
привел к существенному ингибированию пролифера-
ции опухолевых клеток А549 в двух концентрациях (1000 
и 500 мкг/мл) на уровне 84,27% и 77,53% соответствен-
но (табл. 1, рис. 2). Даже концентрация 250 мкг/мл ока-
зала определенное ингибирующее действие (35,96%). 
То есть по сравнению с начальной точкой (40 суток) ак-
тивность проявлялась в более широком ряду концентра-
ций 1000, 500 и 250 мкг/мл и на более высоком уровне. 

Через 12 месяцев после заражения экстракт личи-
нок проявил высокое антипролиферативное действие 
в концентрациях 1000 и 500 мкг/мл. Так, соответствен-
но, процент ингибирования в указанных концентрациях 
составил 89,91% и 86,61%, данный показатель равнял-
ся 35,02% при тестировании в концентрации 250 мкг/мл 
(табл. 1, рис. 3).

На основе полученных результатов можно сделать 
вывод, что антипролиферативная активность экстракта 
личинок наиболее интенсивно возрастала от 40 суток к 
3 месяцам (табл. 1, рис. 1, 2). В последующий период 
времени, то есть между 3 и 12 месяцами после зараже-
ния крыс, динамика повышения антипролиферативной 
активности не была такой интенсивной, но, как отме-
чено выше, усиление эффекта наиболее показательно 
выражалось в более раннем его проявлении, уже на 24 
часа (табл. 1, рис. 1–3). 

Полученные данные позволили рассчитать значе-
ния IC50 экстрактов, полученных на разных временных 

точках после заражения крыс. Значения IC50 определя-
ли на 24, 48 и 72 часа (OroginPro 8.5, OroginLab) (рис. 4). 

Как следует из данных рисунка, значение IC50 наибо-
лее резко снижалось в период от 40 суток к 3 месяцам, в 
дальнейший период времени (от 3 к 12 месяцам) изме-
нения носили менее выраженный характер.

Таблица 1. Антипролиферативная активность экстрактов из личинок T. spiralis, 
выделенных из мышечной ткани крыс, на разных стадиях инвазии после  
экспериментального заражения

Table 1. Antiproliferative activity of extracts of T. spiralis larvae isolated from rat 
muscle tissue at different stages following experimental infection

Антипролиферативная активность, % ингибирования

40 суток 3 месяца 12 месяцев

Концентрация 
белка, мкг/мл 24 ч. 48 ч. 72 ч. 24 ч. 48 ч. 72 ч. 24 ч. 48 ч. 72 ч.

1000 17,68 47,6 66,21 62,5 79,00 84,27 73,91 82,05 89,91

500 0 11,06 42,38 42,19 69,00 77,53 49,00 72,18 86,61

250 0 0 5,01 15,63 31,00 35,96 6,61 19,39 35,02

125 0 0 0 1,56 13,00 16,85 0 6,33 10,15

63 0 0 0 0 6,00 8,99 0 0 1,90

32 0 0 0 0 0 0 0 0 2,52

Рис. 1. Антипролиферативная активность экстракта личинок .
T. spiralis, выделенных из мышечной ткани крыс через 40 суток  
после заражения, в различных концентрациях белка  
и во временной динамике в отношении клеток

Fig. 1. Antiproliferative activity of extract of T. spiralis larvae isolated 
from rat muscle tissue on day 40 following infection at various protein 
concentrations and time dynamics

Рис. 2. Антипролиферативная активность экстракта личинок  
T. spiralis, выделенных из мышечной ткани крыс через 3 месяца  
после заражения, в различных концентрациях белка  
и во временной динамике.

Fig. 2. Antiproliferative activity of extract of T. spiralis larvae isolated 
from rat muscle tissue on month 3 following infection at various protein 
concentrations and time dynamics.
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Рис. 3. Антипролиферативная активность экстракта личинок  
T. spiralis, выделенных из мышечной ткани крыс через 12 месяцев 
после заражения, в различных концентрациях белка  
и во временной динамике

Fig. 3. Antiproliferative activity of extract of T. spiralis larvae isolated 
from rat muscle tissue on month 12 following infection at various protein 
concentrations and time dynamics
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Как указывалось выше, данное исследование охва-
тывало большой период «жизни» личинок трихинелл 
(практически целый год) на мышечной стадии их разви-
тия. После попадания в мышечную ткань личинки уве-
личиваются в размере, покрываются капсулой, которая 
позднее пропитывается солями кальция и в конечном 
итоге обызвествляется. В таком состоянии личинки мо-
гут находиться до 10 лет и более, сохраняя при этом 
свою жизнеспособность. 

В качестве источника продуктов трихинелл использо-
вали цельный экстракт личинок. Испытуемый экстракт 
трихинелл представляет собой сложную смесь, в част-
ности белковых продуктов, состав которых, несомнен-
но, претерпевает изменения и модификации во време-
ни. Поскольку исследование проводилось в условиях 
in  vitro с использованием экстрагированных продуктов 
личинок, то в данном случае можно говорить об их пря-
мом действии на опухолевые клетки.

В ряде публикаций не только констатируется наличие 
противоопухолевого действия метаболитов трихинелл, 
но и установлено, что гибель опухолевых клеток проис-
ходит в результате апоптоза [4, 7, 8, 10, 16]. Также гипо-
тетически называются белковые продукты, ответствен-
ные за данный эффект, в частности кавеолин-1, белки 
теплового шока, рибосомальные белки, тропомиозины 
и другие [7].

В условиях in vivo механизм намного сложнее. Неко-
торые авторы связывают его с воздействием трихинелл 
на иммунную систему хозяина в качестве иммуномоду-
лятора [7, 13–15, 17]. Тем не менее можно согласиться 
с мнением большинства авторов о том, что механизм 
данного эффекта остается неизвестным. 

Не имея достаточной информации, невозможно назвать 
конкретную причину повышения противоопухолевой 

Рис. 4. Значения IC50 экстрактов личинок T. spiralis, выделенных 
из мышечной ткани крыс через 40 суток, 3 и 12 месяцев после 
заражения, в отношении опухолевых клеток А549 во временной  
динамике (24 ч., 48 ч. и 72 ч.)

Fig. 4. IC50 values of extracts of T. spiralis larvae isolated from rat 
muscle tissue on day 40, months 3 and 12 following infection in respect 
to tumor cell line A549 over time (24 h, 48 h and 72 h)

активности к 3 или 12 месяцам эксперимента. Однако 
можно предположить, что определенное возрастание 
антипролиферативного действия может иметь место 
за счет повышения уровня белков и белковых фрак-
ций, ответственных за данный эффект, «созревания» 
релевантных белков, превращения их из пробелков в 
зрелые белки и тому подобное. Возможной причиной 
повышения антипролиферативного эффекта экстрак-
тов является изменение количественного и качествен-
ного состава белков, входящих в состав экстрактов, 
с преобладанием продуктов, обладающих антипро-
лиферативным действием. Причем наиболее значи-
мые изменения, вероятно, происходят в период между  
40 сутками и 3 месяцами, а затем менее интенсивно. 
Таким образом, более «зрелые» трихинеллы (после 
3  месяцев инвазии) являются наиболее оптимальным 
источником продуктов, активных в отношении проти-
воопухолевого действия. 

В качестве еще одного предположения следует отме-
тить, что, возможно, белки, ответственные за антипро-
лиферативное действие, не представляют собой белки, 
ответственные за другие известные активности личи-
нок, например патогенные, иммуносупрессивные, анти-
генные свойства или др.

Выводы/Conclusions
Получены белковые экстракты личинок T. spiralis че-

рез 40 суток, 3 и 12 месяцев после экспериментально-
го заражения крыс. При оценке антипролиферативной 
активности полученных экстрактов на клетках опухо-
левой линии А549 установлено, что имела место пря-
мая зависимость исследуемого антипролиферативно-
го действия экстрактов от времени культивирования 
с опухолевыми клетками А549 и концентрации белка в 
экстракте. В частности, на всех стадиях инвазии анти-
пролиферативная активность испытуемого экстракта 
возрастала от 24 к 72 часам в диапазоне концентраций 
белка от 250 до 1000 мкг/мл.

Антипролиферативная активность экстрактов личи-
нок, выраженная в значениях % ингибирования опухо-
левых клеток и IC50, последовательно усиливалась от 
40 суток к 12 месяцам. Наиболее интенсивную динами-
ку повышения наблюдали в период между 40 сутками и 
3  месяцами. В последующий период времени (между 
3 и 12 месяцами после заражения крыс) повышение ан-
типролиферативной активности было менее выражен-
ным, но усиление эффекта выражалось в более раннем 
начале его проявления — уже на 24 часа.

Возможной причиной последовательного повыше-
ния антипролиферативного эффекта экстрактов к 3 и 12 
месяцам инвазии является изменение количественного 
и качественного состава белков, входящих в экстракты. 
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