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Аннотация

Цель исследований – изучение биохимического состава и картирование основных белковых пиков полного сома-
тического экстракта личинок Тrichinella spiralis, выделенных из мышечной ткани зараженных крыс и мышей.

Материалы и методы. Эксперименты проводили на половозрелых аутбредных крысах и мышах (самцах). Для по-
лучения соматического экстракта животных заражали личинками T. spiralis внутрижелудочно из расчета 10 личи-
нок на 1 г массы тела. Экстракт готовили из личинок трихинелл, выделенных из тушек зараженных крыс и мышей. 
Проводили исследование биохимического состава белкового экстракта T. spiralis, выделенного из мышечной ткани 
зараженных крыс; определено 25 показателей. В сравнительном аспекте проведено картирование характерных ио-
нов белков в полных соматических экстрактах трихинелл, полученных от двух видов лабораторных животных, крыс 
и мышей, с использованием высокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемной масс-спектрометрией 
(ВЭЖХ-МС/МС).

Результаты и обсуждение. В полном соматическом экстракте T. spiralis установлено присутствие билирубина об-
щего и прямого, мочевины, креатинина, общего белка, глобулина, глюкозы, триглицеридов и электролитов; также 
выявлена активность ряда ферментов (АСТ, АЛТ, щелочной фосфатазы и гамма-глутамилтрансфераз). Все детек-
тированные метаболиты находились на более низком уровне (или отсутствовали) по сравнению с референсными 
значениями крови здоровых крыс, за исключением более высокой концентрации креатинина в экстракте трихи-
нелл. Результаты картирования характерных ионов белков в двух образцах соматического экстракта, полученно-
го из личинок, выделенных из мышечной ткани зараженных крыс и мышей, свидетельствуют о высоком сходстве, 
что позволяет сделать вывод о структурной близости белков данных экстрактов. 

Ключевые слова: Trichinella spiralis, соматический экстракт, биохимические показатели, картирование характерных 
пиков белков, крысы, мыши 
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Abstract

The purpose of the research is to study the biochemical composition and mapping of the main protein peaks of the total 
somatic extract from Trichinella spiralis larvae isolated from the muscle tissue of infected rats and mice.

Materials and methods. The experiments were conducted on mature outbred rats and mice (males). To obtain the somatic 
extract, the animals were infected with T. spiralis larvae intragastrically at a rate of 10 larvae per 1 g of body weight. The 
extract was prepared from Trichinella sp. larvae isolated from the carcasses of the infected rats and mice. A study was 
conducted of the biochemical composition of the protein extract of T. spiralis isolated from the muscle tissue of infected 
rats; 25 parameters were determined. In a comparative aspect, the mapping was completed for definitive protein ions in 
total somatic Trichinella sp. extracts obtained from two types of laboratory animals, rats, and mice using high-performance 
liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS).

Results and discussion. Total and direct bilirubin, urea, creatinine, total protein, globulin, glucose, triglycerides and 
electrolytes were found in the total somatic extract of T. spiralis; the activity of a number of enzymes (AST, ALT, alkaline 
phosphatase and gamma glutamine transferase) was also detected. All detected metabolites were at a lower level (or 
absent) versus the reference values of the healthy rats’ blood except for higher creatinine in the Trichinella sp. extract. The 
results of mapping definitive protein ions in two somatic extract samples obtained from larvae isolated from muscle tissue 
of the infected rats and mice indicate high similarity to conclude that the proteins of these extracts are structurally close.
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Введение
В настоящее время биологически активные 

вещества природного происхождения широко 
применяют в качестве лекарственных средств 
различной направленности терапевтическо-
го действия и области применения. К основ-
ным преимуществам природных агентов по 
сравнению с препаратами-ксенобиотиками 
относятся селективность повреждающего 
действия и сбалансированность их влияния 

на организм, обусловленные более физиоло-
гичным действием природных субстанций, 
многообразием их мишеней, развитием анти-
оксидантных, противовоспалительных, им-
мунотропных, анальгезирующих, седативных 
и других эффектов, ослабляющих стрессор-
ные изменения, вызванные злокачественным 
процессом [8, 10, 14, 15]. Среди противоопу-
холевых препаратов, одобренных в мире к 
применению в клинике за предшествующий 
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сорокалетний период, более половины со-
ставляют средства природного происхожде-
ния или их синтетические аналоги [14, 15].

Несмотря на имеющиеся литературные 
данные о наличии противоопухолевого дей-
ствия трихинелл и продуктов их метаболизма 
[17], реальные достижения в вопросе прак-
тического применения последних в лечении 
онкологических заболеваний остаются только 
труднодостижимой целью. 

В течение ряда лет во ВНИИП им.  
К. И. Скрябина проводятся исследования, 
результаты которых свидетельствуют о вы-
раженном антипролиферативном действии 
полного соматического экстракта T. spiralis 
на различных опухолевых моделях in vitro. 
Однако, данные исследования были сосре-
доточены практически исключительно на 
оценке эффективности против опухолевых 
клеток [3, 8]. 

Для реального практического примене-
ния соматического экстракта в качестве ле-
карственного средства требуется детальная 
характеристика, включающая, в том числе, 
анализ состава и стандартизацию данного экс-
тракта с использованием соответствующих 
аналитических методов. Данное обстоятель-
ство становится особенно очевидным с уче-
том того, что лекарственные препараты био-
логического происхождения представляют 
собой многокомпонентные смеси, содержа-
щие большое количество не идентифициро-
ванных веществ, что совершенно справедливо 
и по отношению к представляющему интерес 
соматическому экстракту трихинелл.

Таким образом, целью настоящего экспе-
римента было исследование биохимическо-
го состава и картирование характерных пи-
ков белков полного соматического экстракта 
Т. spiralis.

Материалы и методы
Исследования выполняли в лаборатории 

экспериментальной терапии Всероссийско-
го НИИ фундаментальной и прикладной па-
разитологии животных и растений имени  
К. И. Скрябина, виварии Российской медицин-
ской академии непрерывного профессиональ-

ного образования Минздрава России, ВГНКИ и 
Национальном Исследовательском Центре Кур-
чатовский институт в 2023–2024 гг.

Эксперименты проводили на половозре-
лых аутбредных крысах самцах и половозре-
лых аутбредных мышах самцах, которых по-
лучали из питомника «Филиал «Андреевка» 
Научного центра биомедицинских технологий 
Федерального медико-биологического агент-
ства. Все эксперименты на животных прово-
дили с соблюдением биоэтических норм 1.

Для получения соматического экстракта 
десять крыс и мышей заражали личинками  
T. spiralis внутрижелудочно с использованием 
общепринятого метода из расчета 10 личинок 
на 1 г массы тела [2, 4]. Экстракт готовили из 
личинок трихинелл, выделенных из тушек 
зараженных крыс и мышей [5]. Выделенные 
инвазионные личинки помещали в физио-
логический раствор и измельчали при 0 oС до 
получения однородной массы. Экстракцию 
проводили в течение 12–16 ч на магнитной 
мешалке. После окончания экстракции су-
спензию центрифугировали при 18000 об/мин 
в течение часа на холоде; осадок удаляли. Су-
пернатант использовали в качестве белкового 
экстракта. 

Провели исследование биохимического со-
става белкового экстракта T. spiralis. Экстракт 
получали из трихинелл, выделенных после 
экспериментального заражения крыс, как 
описано выше. Расширенный биохимический 
анализ проводили в Лабораторно-диагности-
ческом ветеринарном центре «Константа» с 
определением 25 показателей.

В сравнительном аспекте проведена работа 
по картированию характерных белковых ио-
нов в полных соматических экстрактах трихи-
нелл, полученных от крыс и мышей. 

Методика картирования характерных ио-
нов для белковых экстрактов трихинелл раз-
работана на основе известных публикаций 
[11, 13] с использованием обращенно-фазной 
ВЭЖХ-МС/МС.

Подготовку образцов для анализа проводи-
ли следующим образом. Белковые экстракты 
трихинелл, полученные из личинок заражен-
ных крыс и мышей, размораживали при ком-

 1 Директива 2010/63/EU Европейского парламента и Совета Европейского Союза от 22 сентября 2010 года по охране животных, ис-
пользуемых в научных целях. Санкт-Петербург. 50 с.
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натной температуре, затем центрифугировали 
в течение 15 мин. со скоростью 13500 об./мин. 
Затем супернатант переносили в хроматогра-
фические виалы и помещали в автосамплер 
хроматографа. Подвижная фаза представляла 
собой 0,1%-ный раствор муравьиной кислоты 
в воде; подвижная фаза Б – 0,1%-ный раствор 
муравьиной кислоты в ацетонитриле.

Качественное определение проводили ме-
тодом HILIC-ВЭЖХ с использованием масс-
спектрометрического детектора с тройным 
квадруполем (HILIC-ВЭЖХ-МС/МС).

Количественное определение проводили 
на высокоэффективном жидкостном хро-
матографе Agilent 1200 series, оснащенном 
градиентным насосом, термостатом коло-
нок, дегазатором, автосамплером, трехква-
друпольным масс-селективным детектором 
6410A. Полученные данных обрабатывали с 
использованием программного обеспечения 
Mass Hunter Qualitative Analysis, version 11.0, 
Agilent Technologies (США).

Результаты и обсуждение
Результаты по биохимии соматического 

экстракта в сравнении с диапазонами и сред-
ними референсными значениями сыворотки 
крови здоровых крыс приведены в таблице 1. 
Известно, что референсные значения нормы 
для крови животных всех видов колеблются 
в довольно широких пределах; в данном слу-
чае приведен диапазон и средние значения из 
двух литературных источников 2 [12]. Они по-
зволяют провести сравнение биохимического 
состава конкретного соматического экстракта 
трихинелл, с которым мы проводили исследо-
вания, с сывороткой крови млекопитающих, в 
частности, крыс. 

Анализируя биохимические показатели 
экстракта T. spiralis и показатели биохимии 
сыворотки крови, полученной от здоровых 
крыс, можно отметить следующее:
•	значение	рН	экстракта	и	крови	крыс	нахо-

дилось примерно на одном уровне (практи-
чески нейтральном);

•	все	метаболиты	в	экстракте	трихинелл	нахо-
дились на существенно более низком уровне 
(или отсутствовали) по сравнению с рефе-

ренсными значениями для сыворотки крови 
крыс, за исключением креатинина (в сома-
тическом экстракте – 580 мкмоль/л против 
44-160 мкмоль/л в сыворотке крови крыс; 
возможно, это связано с тем, что локализа-
ция трихинелл и основное место образова-
ния креатинина у животных совпадают и 
означают мышечную ткань);

•	в	 экстракте	 установлена	 активность,	 хотя,	
и на низком уровне, некоторых ферментов, 
таких как АСТ, АЛТ, щелочная фосфатаза и 
гамма-глутамилтрансфераза;

•	присутствуют	электролиты	(калий,	натрий,	
фосфор, кальций, железо, магний, хлор).

Несомненно, что существенные различия 
в биохимическом составе соматического экс-
тракта и сыворотки крови здоровых крыс 
являются результатом того, что трихинеллы – 
это паразиты, имеющие выраженные особен-
ности метаболизма по сравнению с млекопи-
тающими.

При картировании характерных ионов 
белков соматических экстрактов, выделен-
ных из личинок трихинелл зараженных крыс 
и мышей, для сравнения использовали как 
графический метод (оценку сходства хрома-
тограмм), так и сопоставление характерных 
ионов и их времен удерживания.

В результате проведенного исследования 
были определены характерные ионы белков в 
экстрактах с указанием времени удерживания 
(фоновые ионы, присутствующие на хрома-
тограмме контроля, были исключены). Полу-
ченные хроматограммы представлены на ри-
сунках 1 и 2. 

При анализе соматического экстракта 
трихинелл, выделенных из организма крыс, 
было идентифицировано 9 пиков со следу-
ющим временем выхода (мин.): 1,349-2,149; 
2,149-2,689; 3,195-3,506; 3,506-4,127; 6,758-
7,494; 8,180-8,719; 10,583-11,825; 13,116-13,394 
и 20,911-21,761. Аналогичное число пиков с 
аналогичным или близким временем выхода 
было обнаружено при анализе соматического 
экстракта трихинелл от зараженных мышей 
(мин.): 1,349-2,133; 2,133-2,689; 3,163-3,473; 
6,725-7,134; 7,134-7,494; 8,196-8,866; 10,697-
11,351; 10,697-11,351 и 23,706-24,000.

 2 Справочник. Физиологические, биохимические и биометрические показатели нормы экспериментальных животных / под ред.  
В. Г. Макарова, М. Н. Макаровой. Санкт-Петербург, 2013.
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Таблица 1 

Биохимические показатели экстракта T. spiralis и референcные значения крови здоровых крыс
Table 1 

Biochemical parameters of T. spiralis extract and reference blood values of healthy rats

Показатель, ед. изм.
Значение показателя для  
соматического экстракта  

T. spiralis

Среднее референсное значение для сыворотки крови

Крыс [12] Крыс (самцы) 2 Крыс (самки) 2

Билирубин общий, мкмоль/л 2,7±0,02 5,13±2,39 1,7±0,10 3,2±0,09

Билирубин прямой, мкмоль/л 0,6±0,1

АСТ, Е/л 4,0±0,5 42,9±10,1 58,0±3,0 40,0±2,0

АЛТ, Е/л 28,0±1,0 70,0±1,0 56,0±1,0

Мочевина, ммоль/л 6,0±0,5 7,1±0,1 8,3±0,14

Креатинин, мкмоль/л 580±20 140,6±69,8 43,3±0,88 41,56±0,88

Общий белок, г/л 9,0±0,9 75,2±2,7 69±0,6 69,0±0,7

Альбумин, г/л 0 41,7±2,1 29,04±0,4 30,0±0,4

Глобулин, г/л 9,0±0,7 41,0±0,5 39,0±0,6

Щелочная фосфотаза, Е/л 1,0±0,2

α-Амилаза, Е/л 0

Глюкоза, ммоль/л 0,9±0,1 4,07±1,01 4,4±0,3 4,2±0,4

Лактатдегидрогеназа, Е/л 0 46,6±22,0 435±102 476±54

Гамма-глутамилтрансфераза, Е/л 1,0±0,1

Холестерин, ммоль/л 0 0,73±0,35 1,8±0,03 1,9±0,04

Триглицериды, ммоль/л 0,05±0,00 0,94±0,02 0,89±0,03

Креатининфосфокиназа, Е/л 0

Калий, ммоль/л 0 6,5±1,33 1,9±0,2 1,9±0,3

Натрий, ммоль/л 0 146,8±0,93 134,0±2,0 134,0±6,0

Фосфор, ммоль/л 5,6±0,8

Кальций, ммоль/л 1,77±0,03 2,0±0,32 2,6±0,1 2,6±0,2

Железо, ммоль/л 15,2±0,07

Магний, ммоль/л 2,05±0,01

Хлор, ммоль/л 8,0±0,7 96,8±6,4

Кислотность, рН 7,34±0,5 7,36–7,44

Рис. 1. Хроматограмма образца соматического экстракта, полученного из личинок,  
выделенных от зараженных крыс

Fig. 1. Chromatogram of a sample of somatic extract obtained from larvae isolated from infected rats
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Рис. 2. Хроматограмма образца соматического экстракта, полученного из личинок, выделенных  
от зараженных мышей

Fig. 2. Chromatogram of a sample of somatic extract obtained from larvae isolated from infected mice

Полученные результаты для двух образцов 
очень сходны между собой, что позволяет сде-
лать вывод о структурной близости белкового 
состава данных экстрактов. К этому следует 
добавить, что при испытании «крысиного» и 
«мышиного» соматических экстрактов на мо-
дели опухолевых клеток А549 (клетки карци-
номы легких человека) in vitro была получена 
сравнимая антипролиферативная активность. 
Таким образом, в будущем видовой источник 
(крысы или мыши) получения соматического 
экстракта для испытаний не имеет существен-
ного значения. 

Разработанную методику и полученные 
данные можно использовать в дальнейшем 
для контроля качества белковых экстрактов 
трихинелл (метод сравнения с эталоном). 

С учетом возможностей данного анали-
за в наши задачи не входила идентификация 
конкретных белков, входящих в состав со-
матических экстрактов, и по этому вопросу 
приведем некоторые литературные данные. 
Активными белками T. spiralis, в отношении 
противоопухолевой активности, гипотетиче-
ски указываются кавеолин-1, белки теплового 
шока и рибосомальные белки, которые обла-
дают ингибирующим действием в отношении 
меланомы, миеломы, саркомы, лейкоза, рака 
молочной железы и рака легких [17]. 

P. Ruenchit et al. [16] тестировали сома-
тический экстракт инвазионных личинок  
T. spiralis против трех типов опухолей: гепато-
целлюлярной карциномы HepG2, рака яични-
ков SK-OV-3 и аденокарциномы легких A549, 

и попытались идентифицировать пептид, от-
ветственный за данный эффект. Протеомный 
анализ экстракта выявил наличие 270 белков 
с разнообразными биологическими функци-
ями. Анализ противоопухолевых пептидов in 
silico выявил трех кандидатов. Противоопу-
холевый пептид 2 соответствовал гипотети-
ческому белку T01_4238 T. spiralis и показал 
дозозависимый эффект против гепатоцел-
люлярной карциномы HepG2, не индуцируя 
апоптоз или некроз, а вызывая накопление 
ROS, что приводило к ингибированию проли-
ферации клеток. 

Вышеприведенные данные представляют 
для нас особый интерес с учетом изучаемых 
нами вопросов. Однако, интересны результаты 
идентификации белков трихинелл для их при-
менения в качестве диагностических антиге-
нов при постановке ИФА, хотя, на наш взгляд, 
белки с противоопухолевой активностью не 
всегда будут совпадать с иммуногенными 
белками. Тем не менее, приведем только не-
которые из них. Например, анализ экскретор-
но-секреторных белков мышечных личинок 
T. spiralis штамма МН 259593 и T. pseudospiralis 
штамма KU 357408, проведенный с помо-
щью тандемной масс-спектрометрии, сопря-
женной с высокоэффективной жидкостной 
хроматографией, выявил в обоих штаммах 
наличие важных функциональных белков, от-
носящихся к семейству дезоксирибонуклеаз, 
5’-нуклеотидазам и сериновым протеазам [6]. 

При использовании электрофореза вы-
явлен белковый состав секреторно-экскре-
торного антигена, молекулярные массы кото-
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рого варьируют в пределах от 45 до 100 кДа, 
в то время как для соматического антигена 
молекулярные массы белковых фракций ко-
лебались от 25 до 300 кДа. В иммуноблотин-
ге были выявлены диагностически ценные 
фракции секреторно-экскреторного белка с 
молекулярной массой 15 кДа, соматическо-
го антигена с молекулярной массой 300 кДа, 
вступающие в реакцию с иммуноглобулина-
ми сыворотки крови экспериментально зара-
женных животных [1].

В белковых продуктах трихинелл выявлено 
присутствие наиболее иммуногенных пепти-
дов с молекулярными массами 30, 43, 52–57 и 
63–69 кДа; пептиды с молекулярными масса-
ми 43, 50–55 кДа являются основными анти-
генами во фракционированных соматических 
и экскреторно-секреторных белках [7].

Заключение
При определении биохимических показа-

телей полного соматического экстракта ли-
чинок T. spiralis, полученных от зараженных 
крыс, установлено присутствие билирубина 
общего и прямого, мочевины, креатинина, 
общего белка, глобулина, глюкозы, триглице-
ридов и электролитов; также выявлена актив-
ность ряда ферментов (АСТ, АЛТ, щелочной 
фосфатазы и гамма-глутамилтрансфераз). 
Все детектированные метаболиты находились 
на более низком уровне (или отсутствовали) 
по сравнению с референсными значениями 
крови здоровых крыс, что связано с особен-
ностями метаболизма трихинелл. Исключени-
ем был существенно более высокий уровень 
креатинина (в соматическом экстракте –  
580 мкмоль/л против 44–160 мкмоль/л в сы-
воротке крови крыс). Возможно, данный факт 
связан с тем, что локализация трихинелл и ос-
новное место образования креатинина у жи-
вотных совпадают. 

Результаты картирования характерных бел-
ковых двух образцов соматического экстракта, 
полученного из личинок, выделенных из мы-
шечной ткани зараженных крыс и мышей, сви-
детельствуют о высоком сходстве, что позволяет 
сделать вывод о структурной близости белков, 
входящих в состав данных экстрактов.
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