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Поиск безвредных и эффективных биологических субстанций, обладающих противоопухолевым действием, 
актуален в связи с тем, что все синтетические противораковые препараты, наряду с лечебным эффектом, вызывают 
системные осложнения, ограничивающие их использование. Среди противоопухолевых средств особое внимание 
привлекают вещества природного происхождения, в частности полисахариды высших базидиальных грибов  
и композитные препараты из животного и растительного сырья. Проводили сравнение безвредности и противоопу-
холевого действия диальдерона (декагидроксипролина-2-деценогидроизохинолина диметиламиноэтанола альбуминат) − 
композитного препарата, синтезированного из природных соединений на альбуминовом носителе в лаборатории 
иммунологии ФАНЦ Северо-Востока, и полисахаридной фракции Hericium erinaceus BP 16 (ПФНЕ), полученной 
экстракцией горячей водой из плодовых тел культивированного гриба и содержащей в моносахаридном составе 
галактозу, глюкозу, арабинозу, маннозу, фукозу, рамнозу, ксилозу в соотношении 27 : 26 : 19 : 14 : 8 : 7 : 1 соот-
ветственно. В качестве препарата сравнения использовали инъекционный раствор метотрексата (синтетический 
противоопухолевый препарат).

Исследование противоопухолевой активности препаратов проводили на белых мышах –опухоленосителях 
саркомы S-180, определение острой и хронической токсичности – на здоровых белых мышах и крысах. ПФНЕ  
и диальдерон активировали у мышей выработку альфа-фактора некроза опухолей (α-ФНО) и гамма-интерферона 
(γ-ИФН), тогда как метотрексат, напротив, снижал уровень этих цитокинов. По сравнению с метотрексатом, диаль-тогда как метотрексат, напротив, снижал уровень этих цитокинов. По сравнению с метотрексатом, диаль-
дерон увеличивал среднюю продолжительность жизни мышей-опухоленосителей на 31,40%, ПФНЕ – на 23,40%. 
Наибольшее торможение роста опухоли показал ПФНЕ (82,00±0,08%), а диальдерон и метотрексат − 78,50±0,06% 
и 75,20±0,04% соответственно. Диальдерон и ПФНЕ не оказывали побочного действия на организм животных,  
а именно: не обладали острой токсичностью в тесте на белых мышах, не вызывали изменений их физиологического 
состояния и не влияли на гематологические и биохимические показатели крови животных. Тест на хроническую 
токсичность на крысах показал безвредность ПФНЕ и диальдерона, в то время как метотрексат повышал уровень 
аминотрансфераз, снижал количество лимфоцитов, моноцитов, тромбоцитов в крови, что проявилось в виде аллер-
гических и токсических симптомов у животных. 

Ключевые слова: продолжительность жизни, саркома S-180, торможение роста опухоли, биохимические 
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Практически все синтетические противо-
опухолевые препараты вызывают серьёзные 
системные осложнения с проявлением острой 
и кумулятивной токсичности, что значительно 
ограничивает их использование для химиотера-
пии [1, 2]. Поэтому актуальной задачей является 
поиск эффективных, нетоксичных биологиче-
ски активных субстанций, изучение их безо-
пасности и эффективности на биологических 
моделях и при клинических исследованиях.

Значительную группу современных про-
тивоопухолевых препаратов – полисахарид-
ных иммуномодуляторов – производят на 
основе полисахаридов (ПС) высших бази-
диальных грибов и используют как вспомо-
гательные средства в терапии рака в странах 
Юго-Восточной Азии [3–5]. Механизм про-
тивоопухолевого действия грибов до сих пор 
полностью не изучен [5, 6]. Большинство ис-
следователей рассматривают ПС грибов как 
мультицитокиновые индукторы, способные 
влиять на экспрессию генов и ряд цитокино-
вых рецепторов [7, 8]. Особое внимание в этом 
контексте привлекает ксилотрофный базиди-
альный гриб – ежовик гребенчатый (Hericium 
erinaceus (Bull.: Fr.) Pers.) [9]. В результате 
ряда экспериментальных и клинических ис-
следований выявлено противоопухолевое и 
иммуномодулирующее действие веществ и 
препаратов, выделенных из плодовых тел и 

The harmless and effective antitumor biological substances search is relevant because all synthetic anticancer drugs, 
as well as the therapeutic effect, are causing systemic complications that limit their use. The polysaccharides of higher 
basidiomycetes and animal and plant raw materials composite preparations are attracted attention among antitumor 
natural substances. We are conducted harmlessness and antitumor action comparison of dialderon (decahydroxyproline-2-
decenohydroisoquinoline dimethylaminoethanol albuminate) as a composite from natural compounds on albumin carrier 
synthesized in the Immunology laboratory of Federal Agricultural Research Center of North-East and the polysaccharide 
fraction (PFNE) in the monosaccharide composition of which galactose, glucose, arabinose, mannose, fucose, rhamnose, 
xylose were detected in a ration of 27 : 26 : 19 : 14 : 8 : 7 : 1 respectively from the fruit bodies of the comb grasshopper 
Hericium erinaceus BP 16 was obtained by extraction with hot water. The methotrexate solution(a synthetic anticancer 
drug) was used as a reference drug.

The study of the antitumor activity of the preparations was carried in white mice – tumor carriers of S-180 sarcoma, 
the definition of acute and chronic toxicity was measured in healthy white mice and rats. PFNE and dialderon activated 
the production of alpha tumor necrosis factor (α-TNF) and gamma-interferon (γ-IFN) in mice, while methotrexate, 
reduced the level of these cytokines, in contrast. Dialderon increased the average lifespan of tumor-bearing mice by 
31.40%, PFNE – by 23.40% in comparison with methotrexate. PFNE showed the greatest inhibition of tumor growth 
(82.00±0.08%), and dialderon and methotrexate showed 78.50±0.06% and 75.20±0.04%, respectively. Dialderon and 
PFNE did not have side effects on the animals, namely: did not have acute toxicity on white mice in the test, did not cause 
changes in their physiological state and did not affect the hematological and biochemical blood parameters of animals. 
The test for chronic toxicity in rats showed the safety of PFNE and dialderon, while methotrexate increased the level of 
aminotransferases, reduced the number of lymphocytes, monocytes, and platelets in the blood, which manifested in the 
form of allergic and toxic symptoms in animals.

Keywords: life expectancy, sarcoma S-180, tumor growth inhibition, biochemical and hematological indicators, 
acute and chronic toxicity.

культивируемого мицелия этого гриба. Так, 
сообщалось о способности ПС H. erinaceus 
связывать ядерный фактор каппа B (NF-kB) 
с ДНК раковых клеток, увеличивать экспрес-
сию каспазы 3 и каспазы 9, активируя апоп-
тосомы и вызывая, тем самым, гибель раковых 
клеток [10]. В другой работе ПС H. erinaceus  
подавляли рост клеток злокачественной опу-
холи молочной железы, снижая секрецию уро-
киназ плазминогена, вызывали апоптоз эндо-
телиальных клеток рака in vitro. При введении 
водного экстракта полисахаридов H. erinaceus 
белым мышам после перевивки злокачествен-
ной Т-лимфомы EL-4 и Т-клеточного лимфо-
лейкоза Р388 выживаемость животных, по 
сравнению с контрольной группой, повыша-
лась на 40%. Водно-спиртовый экстракт ПС 
H. erinaceus может ингибировать рост клеток 
рака желудка, вызывая экспрессию белков 
1433S и MTUS2 и активируя перитонеаль-
ные макрофаги [11]. Установлено повыше-
ние резистентности белых мышей к перевив-
ке асцитной карциномы Эрлиха в результате 
применения водных экстрактов ежовика гре-
бенчатого. Показано положительное влияние 
профилактического приёма водного экстракта 
гриба в экспериментальных моделях спонтан-
ных и индуцированных аденом лёгких у мы-
шей [12]. Авторы приведённых работ связы-
вают противоопухолевое и иммуномодулиру-



144
Теорeтическая и прикладная экология. 2019. № 4 / Theoretical and Applied Ecology. 2019. No. 4

АГРОЭКОЛОГИЯ

ющее действие с различными по структуре ПС 
гриба. Всего из плодовых тел, мицелия и куль-
туральной жидкости H. erinaceus к настояще-
му времени выделено 35 различных ПС [9]. 

Известно, что разные штаммы одного вида 
могут сильно различаться по своему полиса-
харидному составу. Кроме того, на этот состав 
может оказывать влияние характер субстрата, 
на котором растёт гриб в природе или при ис-
кусственном культивировании.

Целью нашей работы являлось изуче-
ние на лабораторных животных противо-
опухолевой активности и определение острой 
и хронической токсичности ПС из плодовых 
тел H. erinaceus (ПФНЕ) в сравнении с ком-
позитным препаратом из природных ком-
понентов – диальдероном и метотрексатом. 

Материалы и методы

Для выделения полисахаридов использо-
вали плодовые тела гриба H. erinaceus BP 16, 
выращенные в описанных ранее условиях 
[13]. Таксономическое положение штамма 
BP 16 установлено на основе секвенирова-
ния последовательностей ITS1-5S-ITS2 участ-
ка nrDNA. Полученный сиквенс депонирован  
в международной информационной базе NCBI 
GenBank ((https://www/ncbi.nlm.nih.gov), 
учётный номер – MK809367). Плодовые тела 
измельчали, заливали горячей (70 оС) дистил-
лированной водой и оставляли на 8 ч для экс-
тракции, после чего полисахариды осажда-
ли добавлением 96% этанола (1:4, V/V). По-
лученный осадок отделяли центрифугирова-
нием, растворяли в дистиллированной воде, 
раствор лиофилизовали, получали суммар-
ную фракцию растворимых в воде полисаха-
ридов – ПФНЕ. В составе ПФНЕ, после гидро-
лиза полисахаридов, в виде ацетатов полиолов, 
методом ГЖХ выявлены галактоза, глюкоза, 
арабиноза, манноза, фукоза, рамноза, ксило-
за в соотношении 27 : 26 : 19 : 14 : 8 : 7 : 1 со-
ответственно [14].

Биологическую активность ПФНЕ из-
учали в сравнении с ранее описанным [15] 
композитным препаратом природного про-
исхождения – диальдероном и синтетиче-
ским противоопухолевым препаратом мето-
трексатом («Эбеве», Австрия). Эксперимен-
ты выполняли на беспородных белых мышах  
и крысах в соответствии с международными 
рекомендациями Европейской конвенции  
о защите позвоночных животных, используе-
мых для экспериментов или в иных научных 
целях от 18 марта 1986 г.

Исследование противоопухолевой актив-
ности исследуемых веществ и препаратов про-
водили на модели перевиваемой саркомы S-180 
в соответствии с методикой [16]. Было сформи-
ровано 4 группы животных, в каждой группе –  
20 мышей-самцов с массой тела 22,0±1,0 г.  
Животных содержали при естественном ре-
жиме освещения и свободном доступе к воде 
и пище. Мышей-опухоленосителей контроль-
ной группы лечению не подвергали. Живот-
ным первой подопытной группы вводили ци-
тостатик метотрексат внутрибрюшинно в дозе 
20 мкг один раз в сутки с интервалом в 48 ч, 
т. е. делали 5 инъекций в течение 10 сут. Жи- е. делали 5 инъекций в течение 10 сут. Жи-е. делали 5 инъекций в течение 10 сут. Жи-
вотным второй и третьей подопытных групп 
вводили соответственно диальдерон и ПФНЕ 
внутрибрюшинно по 20 мг (0,2 мл раствора) 
по аналогичной схеме, начиная инъекции че-
рез двое суток после перевивки опухоли. За экс-
периментальными животными вели наблюде-
ние до естественной смерти в течение 100 сут.  
У всех мышей, в том числе контрольной 
группы, определяли концентрацию альфа-
фактора некроза опухолей (α-ФНО) и гамма-
интерферона (γ-ИФН) в культуре спленоци-
тов селезёнки методом иммуноферментного 
анализа (ИФА) диагностикумами «Cusabio 
Biotech Co» (Китай) на иммуноферментном 
анализаторе Zenyth 340 (Anthos).

Терапевтический эффект противоопу-
холевого действия препаратов оценивали по 
торможению роста опухоли (Т) и увеличению 
продолжительности жизни (УПЖ) в процен-
тах, которые вычисляли по формулам 1 и 2 
соответственно:

, (1)

где М – масса опухолевой ткани; 
   

     ,   (2)

где СПЖ – средняя продолжительность жиз-
ни мышей (в сут) в группе. 

Острую токсичность препаратов опреде-
ляли на здоровых беспородных белых мышах-
самцах массой 20–21 г. Из животных были 
сформированы четыре группы по 20 особей 
в каждой. В контрольной группе мышей не 
подвергали манипуляциям (интактные жи-
вотные). В первой подопытной группе мы-
шам производили внутрибрюшинные инъек-
ции метотрексата в дозе 20 мкг один раз в сутки  
в течение семи дней. Животным второй и 
третьей подопытных групп соответственно 
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вводили диальдерон и ПФНЕ внутрибрюшин-
но в дозах 20 мг по аналогичной схеме.

В ходе экспериментов оценивали общее 
состояние и поведение животных, внешний 
вид кожного покрова, потребление корма и 
воды. Через день после завершения курса 
инъекций определяли гематологические и 
биохимические показатели крови испытуемых 
животных, согласно методикам [17] с исполь-
зованием анализатора Hitachi 912 (Германия, 
Япония).

Хроническую токсичность препаратов из-
учали на белых крысах-самцах с массой тела 
200–250 г, в сформированных по методу ана-
логов четырёх группах – контрольной и трёх 
подопытных, по 10 животных в каждой. Жи-
вотным контрольной группы вводили физи-
ологический раствор в дозе 0,2 мл один раз в 
сутки подкожно. Животным первой подопыт-
ной группы вводили метотрексат внутримы-
шечно в дозе 2 мг/кг массы тела один раз в сут-
ки. Поскольку данный препарат угнетает ме-
таболизм фолиевой кислоты, всем животным 
этой группы ежедневно давали фолиевую кис-
лоту орально по 0,2 мг. Крысам второй и тре-
тьей подопытных групп соответственно вводи-
ли диальдерон и ПФНЕ в дозах 20 мг на живот-
ное подкожно по аналогичной схеме. В пери-
од введения препаратов (60 сут) за животны-
ми вели наблюдение, оценивали их физиоло-
гическое состояние, активность, потребление 
корма и воды. По окончании опыта определя-
ли биохимические и гематологические пока-
затели крови исследуемых животных. 

Статистическая обработка данных вы-

полнена стандартными методами в программе 
«Statistica 5,0».

Результаты и обсуждение

Изучение противоопухолевой активности 
препаратов выявило значительное удлинение 
средней продолжительности жизни (СПЖ) 
мышей-опухоленосителей саркомы S-180 во 
всех подопытных группах по сравнению с кон-
тролем, в котором нелеченные мыши выжива-
ли не более 14,80±0,08 сут, и масса опухоли за 
это время уже достигала 2,10±0,03 г (табл. 1). 

Наиболее высокий показатель СПЖ 
(90,20±0,02 дней) наблюдали после курса 
инъекций диальдерона, существенно более 
низкий (58,80±0,74 дня) – после терапии ме-
тотрексатом. Увеличение продолжительности 
жизни (УПЖ) мышей после десятидневного 
применения диальдерона и ПФНЕ было прак-
тически идентичным, составив 83,60±0,06% 
и 82,00±0,04% соответственно. Курс терапии 
ПФНЕ в третьей подопытной группе наиболее 
эффективно (82,00±0,08%) вызывал торможе-
ние роста опухоли (Т), что согласуется с дан-
ными о повышении экспрессии генов каспаз, 
металлопротеиназ и высоком апоптическом 
эффекте полисахаридных фракций ежовика 
гребенчатого [10].

Десятидневное введение диальдерона 
тормозило рост опухоли на 78,50±0,06% по 
сравнению с контролем. Диальдерон акти-
вировал ТН-1 клеточный иммунитет, на что 
указывало значительное повышение уровня 
α-ФНО и γ-ИФН. Причём, максимально вы-

Таблица 1 / Table 1
Изучение противоопухолевой активности препаратов

The study of the antitumor activity of drugs

Показатели
Markers

Контрольная 
группа1

Control 
group1

Подопытные группы
Experimental groups

1-я группа2

1st group2

2-я группа3

2nd group3

3-я группа4

3rd group4

Масса опухоли, г / Tumor mass, g 2,10±0,03 0,520±0,020 0,45±0,01 0,38±0,04
Средняя продолжительность жизни в группе, дни
Аverage life expectancy in the group, days

14,80±0,08 58,80±0,74 90,20±0,02 82,20±0,03

Увеличение продолжительности жизни, %
Increase in life expectancy, %

– 74,80±0,02 83,60±0,06 82,00±0,04

Торможение роста опухоли, %
Tumor growth inhibition, %

– 75,20±0,04 78,50±0,06 82,00±0,07

Уровень α-ФНО, пг/мл 
The level of α-TNF, pg/mL

180,40±1,17 167,50±0,85 840,50±0,76 510,40±0,81

Уровень γ-ИФН, пг/мл  
The level of γ-IFN, pg/mL

210,20±1,15 192,50±0,24 1245,70±0,89 670,20±0,45

Примечание: 1 – нелеченные мыши, 2 – метотрексат, 3 – диальдерон, 4 – ПФНЕ.
Note: 1 – intakt mice, 2 – methotrexate, 3 – dialderon, 4 – PSHЕ.



146
Теорeтическая и прикладная экология. 2019. № 4 / Theoretical and Applied Ecology. 2019. No. 4

АГРОЭКОЛОГИЯ

сокий уровень этих цитокинов сохранялся у 
животных второй подопытной группы в тече-
ние всего срока наблюдения. Аналогичные, 
но количественно менее выраженные изме-
нения показателей α-ФНО и γ-ИФН наблю-
дали в культуре спленоцитов мышей после 
терапии ПФНЕ. По сравнению с контроль-
ной группой, уровень α-ФНО после лечения 
диальдероном во второй подопытной группе 
повышался в 4,7 раза, в третьей (ПФНЕ) – в 
2,8 раза, что свидетельствует об усилении ак-
тивации перитонеальных макрофагов и спле-
ноцитов грибным ПС.

Лечение метотрексатом приводило к об-
ратному результату. Уровень α-ФНО и γ-ИФН 
у животных первой подопытной группы был 
ниже, чем в контроле. Цитотоксический эф-
фект метотрексата обусловлен угнетением 
фермента дигидрофолатредуктазы, что при-
водит к уменьшению внутриклеточного содер-
жания тетрагидрофолата – переносчика ато-
мов углерода при синтезе ДНК и торможению 
митоза раковых клеток в S-фазе [18]. Но при 
этом также снижается выработка «противовос-
палительных» цитокинов, в том числе α-ФНО 
и γ-ИФН, в связи со стимуляцией дифферен-
цировки моноцитов и их апоптозом в опухо-
левом очаге [19].

При тестировании препаратов на острую 
токсичность гибели животных не отмечено ни 
в одной из подопытных групп. Мыши второй 
и третьей подопытных групп вели себя спо-
койно, оставались активными, охотно поедали 

корм, нормально реагировали на внешние 
раздражители. После инъекций диальдерона 
и ПФНЕ у животных не отмечали нарушения 
координации движений, тонуса мышц, из-
менения реакции зрачка, частоты и глубины 
дыхания. Мыши первой подопытной группы, 
после инъекций метотрексата, напротив, про-
являли беспокойство, переходящее в угне-
тение, координация животных изменялась, 
животные тяжело дышали, иногда сидели не-
подвижно, пили много воды. Такое состояние 
продолжалось 45–120 мин, затем организм 
животных возвращался к физиологической 
норме. После введения метотрексата у мышей 
наблюдались также аллергические явления 
в виде зуда, расчёсов, слезотечения и кашля.

При сравнительном исследовании пре-
паратов на острую токсичность отклонений 
гематологических и биохимических показате-
лей крови от физиологической нормы у мышей 
второй и третьей групп не отмечали, что под-
тверждает безвредность инъекционных форм 
диальдерона и ПФНЕ. В отличие от препаратов 
природного происхождения, цитостатик мето-
трексат, по сравнению с контролем, вызывал 
снижение лейкоцитов и эозинофилов в крови 
в пределах физиологической нормы, а также 
повышение аланинаминотрансферазы (АлАт), 
что указывает на его побочные аллергические и 
гепатотоксические свойства (табл. 2).

При тестировании препаратов на хрони-
ческую токсичность у крыс второй и третьей 
подопытных групп не отмечено отклонений от 

Таблица 2 / Table 2
Показатели крови мышей при исследовании препаратов на острую токсичность

Blood counts of mice in the study of drugs for acute toxicity

Показатели
Markers

Контрольная 
группа1

Control 
group1

Подопытные группы 
Experimental groups

1-я группа2

1st group2

2-я группа3

2nd group3

3-я группа4

3rd group4

Эритроциты, 1012/л / Erythrocytes, 1012/L 8,81±0,51 8,45±0,26 8,78±0,28 8,82±0,14
Лейкоциты, 109/л / Leukocyte, 109/L 7,98±0,47 5,62±0,12 10,25±0,37 10,42±0,21
Эозинофилы, % / Eosinophils,% 3,60±0,57 1,24±0,44 3,20±0,27 2,60±0,16
Моноциты, % / Monocytes, % 4,50±0,34 2,45±0,16 2,50±0,61 8,40±0,22
Лимфоциты, % / Lymphocytes, % 65,70±1,42 45,85±0,28 67,80±0,21 68,80±0,48
Мочевина, ммоль/л / Urea, mmol/L 3,75±0,18 3,57±0,24 3,81±0,15 3,57±0,25
Креатинин, мг/дл / Creatinine, mg/dL 0,51±0,02 0,62±0,04 0,49±0,01 0,48±0,05
Глюкоза, моль/л / Glucose, mol/L 6,72±0,45 6,44±0,96 6,78±0,21 6,81±0,14
Гемоглобин, г/дл / Hemoglobin, g/dL 12,80±1,12 12,64±0,18 14,10±0,25 13,80±0,54
Холестерин, ммоль/л / Cholesterol, mmol/L 2,57±0,16 2,61±0,13 2,39±0,24 2,44±0,72
АсАт, eд./л / AsAt, unit/L 78,85±1,68 75,22±0,89 76,96±1,11 72,84±0,82
АлАт, eд./л / AlAt, unit/L 62,31±2,11 82,40±0,16 65,81±2,61 64,96±1,12

Примечание: 1 – нелеченные мыши, 2 – метотрексат, 3 – диальдерон, 4 – ПФНЕ.
Note: 1 – intakt mice, 2 – methotrexate, 3 – dialderon, 4 – PSHЕ.
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физиологической нормы. Крысы обеих групп 
в течение опыта вели себя естественно, адек-
ватно реагировали на внешние раздражители, 
у них не наблюдали нарушения аппетита и 
снижения активности. Не отмечали болево-
го беспокойства, нарушения тонуса мышц, 
координации движений, частоты дыхания у 
животных и после инъекций диальдерона и 
ПФНЕ. Гематологические и биохимические 
показатели крови крыс из второй и третьей по-
допытных групп достоверно не изменялись по 
сравнению с показателями крови контрольных 
животных (табл. 3). 

Было отмечено незначительное повыше-
ние моноцитов в пределах физиологической 
нормы, что, вероятно, связано с частичной ин-
дукцией цитокинов и стимуляцией дифферен-
цировки моноцитов.

У животных первой подопытной группы, 
при введении метотрексата (с фолиевой кисло-
той), отмечали частые случаи аллергии (чиха-
ние, зуд, расчёсы), частичный отказ от корма, 
нарушение координации движений, артрал-
гии, судороги, снижение активности и учаще-
ние дыхания. В показателях крови имело ме-
сто увеличение АсАт (аспартатаминотрансфе-
разы) и, особенно, АлАт (аланинтрансферазы), 
что отражает гепатотоксичность метотрексата. 
Также наблюдали снижение содержания лим-
фоцитов, моноцитов, тромбоцитов и эозинофи-
лов, что характерно для картины, складываю-
щейся после курса цитостатиков, к группе ко-
торых относят метотрексат.

Заключение

В результате выполненных исследований 
установлено противоопухолевое действие 
ПФНЕ, сопоставимое по увеличению СПЖ 
мышей-опухоленосителей саркомы S-180 и 
торможению роста опухоли с композитным 
препаратом из природных компонентов ди-
альдероном, и достоверно превосходящее по 
этим показателям синтетический цитостатик 
метотрексат. 

Изучение острой и хронической токсич-
ности препаратов на лабораторных животных 
продемонстрировало безвредность ПФНЕ и 
диальдерона, что подтвердилось отсутствием 
побочного действия после их применения и 
сохранением гематологических и биохими-
ческих показателей у животных в пределах 
физиологической нормы.
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Experimental groups
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