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ЦИТОТОКСИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ ВТОРИЧНЫХ МЕТАБОЛИТОВ  
HYPOGIMNIA PHYSODES ПРИ РАЗЛИЧНЫХ СПОСОБАХ ЭКСТРАКЦИИ  

В ОТНОШЕНИИ КЕРАТИНОЦИТОВ ЧЕЛОВЕКА (HaCAT) 
 

In vitro оценена способность трех экстрактов из лишайника Hypogymnia 
physodes подавлять жизнеспособность стабильной клеточной линии кератиноцитов 
человека (HaCAT) в МТТ-тесте. Полученные дозы полуингибирования клеточной попу-
ляции позволили отнести исследованные экстракты к токсичным веществам в отно-
шении данной линии кератиноцитов. Количественное изменение токсических свойств 
различных экстрактов одного и того же вида лишайника варьирует весьма слабо.    

 
Изучение биологической активности лишайниковых веществ находит различные 

пути их использования в различных областях, в том числе – в медицине. Многочислен-
ные исследования посвящены практическому использованию выделенных из лишайни-
ковой биомассы экстрактов, так и отдельных веществ [1–3]. Среди опубликованных ре-
зультатов исследований не редкими являются данные и об аллергенных и цитотоксиче-
ских свойствах лишайниковых веществ, в том числе – в отношении стабильных неопу-
холевых клеточных линий. Например, исследования, проведенные в Финляндии и 
Скандинавии [4–6] зарегистрировали немногочисленные положительные реакции в 
патч-тестах на косметические средства, содержащие экстракт лишайника Evernia 
prunastri, а также на собственно экстракт и некоторые входящие в его состав вещества. 
Описано воздействие отдельных лишайниковых веществ (атранорин, усниновая, лека-
норовая и другие кислоты) и экстрактов из лишайников родов Usnea, Cladonia, Evernia и 
других на линию кератиноцитов человека (HaCAT) и эпителиальную линию (Vero) [7–10]. 
Линия НаСАТ зарекомендовала себя как валидная модель эпидермального слоя кожи [11], 
при тестировании различного рода веществ. Более того, образуя внешний роговой слой и 
накапливая произведенный меланоцитами меланин, данные клетки являются эффектив-
ным физическим барьером, защищающим организм от воздействия внешних негативных 
факторов, повреждения которого может вызвать ряд нежелательных эффектов [12]. В свя-
зи с этим данная линия представляется наиболее пригодной при первичном скрининге 
дерматоксических свойств субстанций, выделенных из лишайников. 

Таким образом, настоящее исследование посвящено скринингу цитотоксического 
действия ацетоновых экстрактов одного из наиболее распространенных лишайников 
юго-востока Беларуси на культуру клеток HaCAT. 

Образцы лишайника Hypogymnia physodes (L.) Nyl. (Syn. Parmelia physodes (L.) 
Ach.) отбирали в лесах Гомельского лесхоза. Высушенную до воздушно-сухого состоя-
ния и измельченную биомассу лишайника экстрагировали в аппарате Сокслета. Харак-
теристики полученных субстратов следующие: Экстракт № 1 (растворитель – этанол, 
экстракция проводилась при t = 78,3⁰ С); Экстракт № 2 (растворитель – ацетон, экс-
тракция проводилась при t = 56,3⁰ С); Экстракт № 3 (растворитель – ацетон, с предва-
рительной холодной мацерацией гексаном в течение 7 суток, экстракция проводилась 
при t = 56,3⁰ С). Присвоенная экстрактам нумерация сохраняется при изложении экспе-
риментальных данных. Полноту экстракции контролировали стандартным способом [13]. 
Для оценки цитотоксического эффекта использовали стабильную линию кератиноцитов 
HaCAT. Культивирование производилось согласно рекомендациям американской 
коллекции типовых культур (ATCC) [14]. Инкубация клеток с экстрактами в питатель-
ной среде проводилось в формате 96-луночного планшета, при следующих концентра-
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циях: 0,78125-200 (мкг/мл). Для определения метаболической активности клеток ис-
пользовали МТТ-тест [15]. Анализ результатов исследования произво-дили с помощью 
программных продуктов GraphPad Prism (Version 5.02) и Microsoft Excel. 

Полученные данные говорят о слабо варьирующем, стабильном цитотоксическом 
действии экстрактов, извлеченных из биомассы одного и того же вида лишайника, при 
различных способах его получения. Об этом можно судить по полуингибирующей ме-
таболическую активность дозе, которая варьирует в пределах 19,51-19,70 мкг/мл (таб-
лица 1). Данная устойчивость цитотоксической активности возможно связана с тем, что 
во всех исследуемых экстрактах основной действующий агент выходит из биомассы 
лишайника вне зависимости от способа его экстрагирования.  

 
Таблица 1 – Цитотоксический эффект экстрактов из лишайника Hypogymnia 

physodes в отношении клеток линии HaCAT (IC50, мкг/мл) 
 

Номер экстракта Средняя величина Стандартное отклонение 
1 19,59 ±7,21 
2 19,70 ±4,53 
3 19,51 ±4,20 

 
В качестве критерия цитотоксичности экстрактов из лишайников в отношении ке-

ратиноцитов использовали данные Национального института онкологии США (National 
cancer institute, NCI), согласно которым сырой экстракт считается активным при 
IC50 < 30 мкг/мл [16, 17]. Таким образом, в отношении изучаемой культуры, вышепере-
численные экстракты можно отнести к токсическим.  

Динамика снижения жизнеспособности имеет вид стандартной сигмоидной кри-
вой (рисунок 1). Однако необходимо отметить присутствие резкого перехода клеток в 
фазу угнетения жизнеспособности (10 < мкг/мл). Это может говорить о некоем крити-
ческом накоплении или появлении, в определенной концентрации, токсического ком-
понента, который вызывает энергонезависимую гибель клетки (путь онкоза), в резуль-
тате которой в популяцию попадают хемотоксичные продукты, вызывающие обшир-
ные кластеры клеточной гибели [18]. 

 

 
 

Рисунок 1 – Влияние концентрации экстрактов из лишайников  
на жизнеспособность клеток кератиноцитов человека 
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Таким образом, можно заключить, что экстракты из лишайника Hypogymnia 
physodes являются токсичными в отношении стабильной культуры кератиноцитов че-
ловека НаСАТ. Угнетение жизнеспособности имеет однонаправленный характер, что 
возможно зависит от извлечения главного токсического агента при различных способах 
его экстракции. Кривые «доза-эффект» имеют выраженный резкий переход в фазу уг-
нетения жизнеспособности.  
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