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С целью обнаружения новых препаратов в качестве противоопухолевых и иммуностимулирующих 
средств проведен анализ цитотоксической и органотоксической активности жидких препаратов плесневых 
грибов T. harzianum 206(2) и T. harzianum IhI в отношении к опухолевым клеткам HeLa в опытах in vitro 
и в отношении самок мышей линии Webster в опытах in vivo. Показано, что данные препараты обладали 
слабым цитотоксическим эффектом по отношению к опухолевым клеткам HeLa, а также введение жидких 
препаратов T. harzianum 206(2) и Т. harzianum IhI нивелировало токсическое действие пирена на кожу и пе-
чень мышей. При этом была выявлена тенденция к регенерации тканей.
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BIOLOGICAL ACTIVITY OF A LIQUID PRODUCT OF TRICHODERMA 
IN EXPERIMENTS IN VITRO AND IN VIVO
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In order to develop a novel drugs with antitumor and immunostimulating activity, the study analyzed on 
cytotoxic and organotoxic effects of cultural fl uids of two strains of fungi Trichoderma harzianum 206(2) and IhI 
tested on HeLa cells in vitro and Webster mice females in vivo. Given objects was shown to have a weak cytotoxicity 
to HeLa cells as well as injection of liquid preparations of T.harzianum 206(2) и Т. harzianum IhI could revoke toxic 
action of pyrene on the skin and liver of mice. Herewith, mice tissues were revealed to regenerate faster.
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В настоящее время существует потреб-
ность получения новых биологически ак-
тивных веществ, которые способны вос-
станавливать клетки и ткани, подвергшиеся 
воздействию вредных факторов окружаю-
щей среды. Данная проблема особенно ак-
туальна в экологически опасных районах 
страны, где в среду поступает большое ко-
личество загрязнителей.

Одним из таких токсичных загряз-
нителей, по данным National Oceanicand 
Atmospheric Administration USA (NOAA), 
является пирен. Он образуется в результа-
те различных процессов горения. Попадая 
в организм, пирен может распространяться 
в почках, печени. Исследования на живот-
ных показали, что пирен может вызывать 
нефропатию, изменения в крови, а также 
проблемы с воспроизводством потомства. 

Несмотря на то, что различными автора-
ми накоплено большое количество данных 
по разным аспектам жизнедеятельности 
и функционирования грибов Trichoderma, 
и они являются продуцентами метаболи-
тов широкого спектра действия, вопрос об 
их использовании в качестве медицинских 
агентов остается открытым и может пред-
ставлять интерес в дальнейших научных 
исследованиях. Исследования в этой обла-
сти ведутся достаточно активно; постоянно 

обнаруживаются новые метаболиты с по-
лезными свойствами [4, 8].

В связи с вышесказанным целью на-
стоящей работы явилось характеристика 
биологической активности жидкого препа-
рата Trichoderma в опытах in vitro и in vivo. 
Для достижения цели проводили скрининг 
цитотоксической и органотоксической ак-
тивности наиболее известных штаммов 
T. harzianum 206(2) и T. harzianumIhI на 
клетках линии HeLa и здоровых самцах 
сертифицированной линии Webster. Также 
была оценена степень совместного влия-
ния токсина пирена и жидкого препарата 
Trichoderma на состояние внутренних орга-
нов мышей.

Материалы и методы исследования
Скрининг на тест-организмах

Опухолевые клетки HeLa были предоставлены 
лабораторией молекулярной фармакологии кафедры 
биохимии КФУ от к.б.н., доцента Фаттаховой А. Н.

Клетки HeLa (1105 клеток/мл) поддерживались 
на минимальной среде (MEM), содержащей допол-
нительно 10 % эмбриональной телячьей сыворотки 
и 100 000 МЕ пенициллина при 37 °C во влажной 
атмосфере с 5 % CO2. Культуральная среда менялась 
каждые 3 дня. Клетки промывали 2 раза фосфатно-со-
левым буфером PBS (37 мм NaCl, KCl 2,7 мм; 8,1 мм 
NaH2PO4) перед добавлением свежей среды [6].

Мыши линии Swiss Webster, самки, были по-
лучены из питомника лабораторных животных «Пу-



416

FUNDAMENTAL RESEARCH    №11, 2011

BIOLOGICAL SCIENCES
щино». Окраска шерсти – белая. Мыши содержались 
в вентилируемых боксах специальной установки на 
подстилке из бумаги при постоянной температуре 
25 ± 2 °С и влажности 57 ± 2 %, в нормальном све-
товом режиме 12:12 ч и свободном доступе к пище 
и воде. Животные получали сбалансированный корм.

Раствор пирена. Полициклический аромати-
ческий углеводород пирен был приобретен у Sigma-
Aldrich (Steinheim, Германия). 500 мг пирена рас-
творяют в 25 мл оливкового масла до конечной 
концентрации 20 мг/мл.

Методы, используемые в данной работе, предпо-
лагают полное отсутствие пропагул и наличия «на-
тивных» метаболитов в культуральной жидкости ис-
следуемого штамма микромицета. Поэтому нами был 
выбран метод ультрафильтрации.

Исследуемые штаммы Trichoderma сеяли в кол-
бы со стерильной жидкой средой Чапека (50 мл). На 
одни сутки помещали в термостат при 28 °С. Культи-
вировали на качалке 5 дней со скоростью 128 об./мин, 
28 °С. После чего нативную культуральную жидкость 
освобождали от мицелия ультрафильтрацией.

Определение цитотоксичности in vitro. 
К 50 мкл суспензии клеток HeLa добавляли 25 мкл, 
50 мкл или 100 мкл культуральной жидкости (КЖ) 
T. harzianum 206(2) и T. harzianumIhI. Инкубировали 
смесь при 37 °С в течение 30 минут. Жизнеспособ-
ность оценивали с использованием камеры Горяева 
методом исключения красителя трипанового синего. 

Определение влияния пирена и жидкого пре-
парата Trichoderma на состояние внутренних 
органов мышей в опытах in vivo. Эксперименты 
проводили на мышах линии SwissWebster, у кото-
рых моделировали патологические изменения пу-
тём подкожного введения пирена. Было исследовано 
3 группы мышей: 1-я – интактная (контроль) – 5 жи-
вотных; 2-я – опытная (в течение 7 суток ежедневно 
подкожно на спине вводили пирен по 50 мкл в кон-
центрации 20 мкг/мл, начиная с 8-х суток – воду для 
инъекций в том же объеме) – 3 мыши; 3-я – опытная 
(в течение 7 суток ежедневно подкожно на спине 
вводили пирен по 50 мкл в концентрации 20 мкг/мл, 
начиная с 8-х суток – жидкий препарат Trichoderma 
по 250 мкл). Внутри 3-й группы было 2 подгруппы 
3а (вводили жидкий препарат T. harzianum 206(2)) 
и 3б (вводили жидкий препарат T. harzianumIhI) – по 
3 мыши. 

На 15-е сутки мышей убивали, вскрывали и от-
бирали внутренние органы: кожу в месте введения 
препаратов, мозг, печень, селезенку, почки, кишеч-
ник и сердце для проведения гистологического 
анализа. Ткани фиксировали в растворе формалина 
и метанола, обезвоживали и пропитывали парафи-
ном. Из парафиновых блоков делали срезы толщи-
ной 4–6 мкм. Гистологические препараты готовили 
по стандартной схеме.

Полученные препараты исследовали при помо-
щи световой микроскопии. 

Статистический анализ данных. Статистиче-
скую обработку данных проводили с помощью па-
кета программ MicrosoftExcel. Уровень значимости, 
примененный в работе, равен P = 0,05. Если выборки 
имели нормальное распределение, доверительный 
интервал строился по средним значениям. По этой же 
причине для сравнения полученных данных исполь-
зовались параметрические критерии значимости: 
критерий Стьюдента, основан на сравнении средних 
и дисперсий [1].

Результаты исследования 
и их обсуждение

Грибы рода Trichoderma обладают вы-
сокой физиологической активностью и по-
давляют рост целого ряда патогенных гри-
бов и грамположительных бактерий [9, 10]. 
В связи с этим представляет интерес ис-
следование антибиотической активности 
штаммов грибов рода Trichoderma в от-
ношении возбудителей болезней человека 
и животных, а также может представлять 
интерес в отношении токсичности и к опу-
холевым клеткам [8].

Определение цитотоксичности жид-
кого препарата Trichoderma по отноше-
нию к опухолевым клеткам HeLa in vitro. 
Антибиотические соединения способны не 
только тормозить рост микроорганизмов, 
но и способны удерживать рост опухолевых 
клеток.

Для дальнейших исследований ци-
тотоксичности культуральной жидкости 
в отношении клеток HeLa мы отобрали 
штаммы Т. citrinoviride 203, Т. harzianum 
206(2), T. harzianumIHI и T. spp306, 
T. asperellum 202, T. citrinoviride 321 с высо-
кой антибиотической активностью.

Влияние КЖ Trichoderma на опухоле-
вые клетки HeLa исследовали в одной кон-
центрации. Объем суспензии клеток: объем 
КЖ 1:1. В качестве контроля использовали 
фосфатный буфер (ФCБ) и среду культиви-
рования микроорганизмов.

В результате исследования было пока-
зано, что только жидкие препараты штам-
мов T. harzianum 206(2) и T. harzianumIHI 
обладали слабым цитотоксическим эффек-
том (рис. 1).

Рис. 1. Выживаемость опухолевых клеток 
НеLa в реакционной смеси, содержащей дозы 

жидкого препарата Trichoderma

Влияние пирена и жидкого препара-
та Trichoderma на состояние кожи и вну-
тренних органов мышей в опытах in vivo 
Trichoderma spp продуцирует ряд микоток-
синов, включающие аламетицины, хри-
зопанол, эмодин, эргоконин, глиотоксин, 
глиовирин, G-белки, харзианум А, гепте-



417

ФУНДАМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ    №11, 2011

БИОЛОГИЧЕСКИЕ НАУКИ
лидовую кислоту, изоцианоциклопентены, 
конингинины A,B,C,G, арацельзин, сатур-
ниспорин, сузукациллин, триходермин, три-
хорзианины А и В, трихотецены, трихоток-
сины, триховиридин и виридин [5]. Однако 
сатратоксин Н, триходермол, триходермин 
и Т-2 токсин являются наиболее частыми 
и токсичными. Сатратоксин Н обладает им-
муносупрессирующим действием, что при-
водит к терратогенности у животных, в то 
время как другие три являются ингибитора-
ми синтеза белков и вызывают нарушения 
желудочно-кишечного тракта животных 
и человека [8]. С другой стороны, Sun и др. 
(2006) сообщают о новом веществе – цикло-
тетрапептиде, триходерине А, продуцируе-
мым морским грибом Trichoderma reesei. 
Ими [10] была показана цитотоксичность 
данного гриба против линии клеток челове-
ческой меланомы A375-S2.

В связи с вышеизложенным следующим 
этапом наших исследований было изучение 
влияния подкожного введения жидкого пре-
парата Trichoderma, а затем пирена мышам 

линии SwissWebster.Таким образом модели-
ровали патологические изменения.

Было исследовано 3 группы мышей: 
1-я – интактная группа (контроль); 2-я – 
опытная группа (в течение 7 суток ежедневно 
подкожно на спине вводили пирен по 50 мкл 
в концентрации 20 мкг/мл, начиная с 8-х су-
ток – воду для инъекций в том же объеме); 
3-я – опытная группа (в течение 7 суток еже-
дневно подкожно на спине вводили пирен по 
50 мкл в концентрации 20 мкг/мл, начиная 
с 8-х суток – жидкий препарат Trichoderma 
по 250 мкл). Внутри 3-й группы было 
2 подгруппы 3а (вводили жидкий препарат 
T. harzianum 206(2)) и 3б (вводили жидкий 
препарат T. harzianumIhI) – по 3 мыши.

Влияние пирена и жидкого препара-
та Trichoderma на состояние кожи мы-
шей в месте введения препаратов. На 
фотографии среза кожи интактных мышей 
хорошо заметны слои эпидермиса и дермы 
кожи (рис. 2а). Волосяные фолликулы хо-
рошо выражены и содержатся в большом 
количестве. 

а б

в г
Рис. 2. Срезы кожи мышей:

а – срез кожи интактной мыши (1 группа), окраска гематоксилином-эозином, х200;
б – срез кожи мыши 2-й группы, получавшей пирен в течение 7 дней, окраска гематоксилином-
эозином, х200; в – срез кожи мыши 3а группы, получавшей жидкий препаратT. harzianum 206(2), 
окраска гематоксилином-эозином, х200; г – срез кожи мыши 3б группы, получавшей жидкий 

препаратT. harzianum IhI, окраска с гематоксилином-эозином, х200
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Под воздействием пирена слой эпи-

дермиса уменьшался примерно в 3 раза по 
сравнению с контролем. Количество воло-
сяных фолликулов также сильно снижено 
(рис. 2б). У мышей 3-й группы наблюдает-
ся увеличение размера эпидермиса, а также 
количества волосяных фолликул (рис. 2в). 
В роговом слое видны сформировавшиеся 
клетки, это указывает на то, что идет хоро-
шая дифференцировка клеток.

На препарате кожи мыши 3б группы виден 
толстый роговой слой, в эпидермисе большее 
количество слоев эпидермиса. Это может сви-
детельствовать о том, что идет регенерация 
клеток кожи и вследствие чего восстанавлива-
ется ее структурное строение (рис. 2г).

Влияние пирена и жидкого препарата 
Trichoderma на состояние печени мышей 
в месте введения препаратов. На фотогра-
фии среза печени контрольной (интактной) 
мыши хорошо видна дольчатая структура 
органа, гепатоциты имеют неправильную 
многоугольную форму. Гепатоциты распола-
гаются друг к другу рядом, образуя при этом 

печеночные балки или так называемые тра-
бекулы. Клетки и печеночные балки ровные, 
симметричны относительно кровеносных ка-
пилляров. Щелевидные пространства равно-
мерные, хорошо просматриваются (рис. 3а).

Через 7 дней после воздействия гепа-
токсина можно отметить, что баночное 
строение печеночной ткани слабо выраже-
но, обнаружены полностью разрушенные 
участки. Гепатоциты отличаются небольши-
ми размерами ядер и цитоплазмы. Большая 
часть цитоплазмы светло окрашена, мелкая, 
частично – угловатой формы, обеднена хро-
матином. Ядра мелкие, плохо обозначены, 
располагаются экcцентрично (по перифе-
рии), мелкие ядрышки. Отмечено неболь-
шое содержание двухядерных гепатоци-
тов (22,20 %). Клетки ретикулоэндотелия 
малочисленны и имеют мелкие ядра. Также 
в сосудистой системе выявлены признаки 
застойной венозной гиперемии, которая 
проявляется расширением и полнокровием 
синусоидальных капилляров (преимуще-
ственно вокруг центральных вен) (рис. 3б).

а б

в г
Рис. 3. Срезы печени мышей:

а – срез печени интактной мыши (1 группа), окраска гематоксилином-эозином, х200; 
б – срез печени мыши 2-й группы, получавшей пирен в течение 7 дней, окраска гематоксилином-
эозином, х200; в – срез печени мыши 3а группы, получавшей жидкий препаратT. harzianum 206(2), 
окраска гематоксилином-эозином, х200; г – срез печени мыши 3б группы, получавшей жидкий 

препаратT. harzianum IhI, окраска гематоксилином-эозином, х200

В печени мышей 3а группы, получавшей 
жидкий препаратT. harzianum206(2), сохране-
но баночное строение. Гепатоциты, форми-

рующие печеночные балки, различаются по 
объе му и форме. Гепатоциты среднего размера 
имеют круглоовальную форму с умеренным 
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количеством хроматина, с одним, реже дву-
мя мелкими ядрышками вблизи кариолемы. 
Большинство – двухъядерные митотические 
активированные клетки (~30,22 %) (рис. 3в). 

Также отмечено увеличение количества 
ретикуло-эндотелиальных клеток, но они 
небольшого размера. Заметно ослабевает 
сосудорасстройство в виде застойного пол-
нокровия синусоидальных клеток и оттека 
перисоидального пространства.

В печени мышей 3б группы, получавшей 
жидкий препаратT. harzianum IhI,баночное 
строение более выражено по сравнению с груп-
пой 2. Гепатоциты имеют большие размеры 
и более выражены по структурным призна-
кам, многие из них имеют темноокрашенные 
цитоплазмы. Значительно увеличено содер-
жание гепатоцитов с двумя ядрами (~36,33 %). 
В структуре ядра гепатоцитов увеличено со-
держание эохроматина, большинство ядер 
содержит одно крупное, реже несколько мел-
ких ядрышек, располагаемых в центральной 
области клетки. В печени мышей 3б группы 
наблюдалось увеличение размеров клеток ре-
тикулоэндотелия и их численности. Также за-
метно ослабевает сосудорасстройство в виде 
застойного полнокровия.

Таким образом, при применении жидко-
го препарата Trichoderma в течение 7 дней 
после воздействия гепатоксина выявлена 
тенденция к восстановлению печеночной 
ткани: дольчатая структура органа восста-
навливается; вокруг кровеносных сосудов 
заметны обширные участки пролифериру-
ющих ярко окрашенных гепатоцитов, име-
ющих более плотную структуру. 

Влияние пирена и жидкого препара-
та Trichoderma на состояние мозга мышей 
в месте введения препаратов.

Известно, что некоторые метаболиты 
грибов способны проникать через гемато-
энцефалический барьер.

При изучении срезов мозга, в первую 
очередь, обращают внимание на отсутствие 
хроматолиза и центральное расположение 
ядра. В мозге мышей 2-й группы обнару-
жены слившиеся нейроны и единичные 
нейроны с эксцентрично расположенным 
ядром, хроматолиза нет.

В мозге мышей 3б группы, получавшей 
жидкий препаратT. harzianum IhI, не вы-
явлено особых отличий от контроля: если 
в контроле много мелких клеток Пуркинье, 
то здесь они крупные и светлые. Обнаружен 
двухядерный нейрон – признак патологии.

Заключение
Установлено, что только жидкие препа-

раты T. harzianum 206(2) и T. harzianumIhI 
обладали слабым цитотоксическим эффек-
том по отношению к опухолевым клеткам 
Hela в опытах invitro. Введение жидких пре-
паратов T.harzianum 206(2) и Т. harzianumIhI 
нивелирует токсическое действие пирена на 

кожу и печень мышей, возможно опосредо-
ванно с иммунной системой. Выявлена тен-
денция к восстановлению тканей.

Таким образом, впервые показана 
возможность использования метаболи-
тов культуральной жидкости грибов рода 
Trichoderma для снижения токсичного дей-
ствия пирена на стоке мышей Webster пу-
тём вероятного усиления их иммунной си-
стемы. Кроме того, тестирование влияния 
метаболитов грибов рода Trichoderma на 
различных объектах является обязательным 
этапом при создании любого биологическо-
го препарата. Будут продолжаться вестись 
более подробные исследования.
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