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Обнаружение противоопухолевого действия липидов, выделенных из 
клеток жгутикового простейшего Crithidia (Strigomonas) oncopelti (‘), вы
двинуло задачу изучения закономерностей накопления, фракционного и 
жирнокислотного состава этих соединений при различных условиях куль
тивирования.

Поддержание штамма С. oncopelti осуществляли на пептонной среде 
описанного ранее состава (2). Посевным материалом служила 6—7 суточ
ная культура С. oncopelti, выращенная на той же среде. Посевная доза 
составляла 18—20 млн клеток в 1 мл среды. Для получения массовых 
культур этих жгутиконосцев использовали синтетическую среду Ньюто
на (3), так как применение химически определенных сред является един
ственно правильным методом для направленного биосинтеза липидов. 
При засеве синтетической среды посевной материал дважды отмывали ох
лажденным физиологическим раствором. Выращивание культуры С. onco
pelti осуществляли в ферментаторах из нержавеющей стали емкостью 45 л, 
содержащих 30 л среды. Режим аэрации составлял 0,5 —1,0 л стерильного 
воздуха, продуваемого через 1 л среды в 1 мин. (0,5:1: 1:1). Количество 
воздуха учитывали с помощью реометра РС-80; мешалка не применялась. 
Температура культивирования 24—26°. Длительность культивирования 
300—400 час. Число клеток в культуре определяли путем подсчета в ка
мере Горяева; pH — потенциометрически. Общее содержание липидов оп
ределяли в виде суммы жирных кислот, полученных после гидролиза с 
6АТ НС1 (4). Выделение общей липидной фракции проводили по методу 
Фолча (’).

Изучение фракционного состава общей липидной фракции из С. onco
pelti проводили методом тонкослойной хроматографии (6). В качестве сор
бента использовали силикагель — гипс; в качестве растворителя — гексан: 
:диэтпловып эфир : уксусную кислоту (85:15:1). Время, необходимое для 
разделения общей липидной фракции на классы, составляло 45 мин. Хро
матограммы проявляли 40% H2SO4 с последующим нагреванием при тем
пературе 200°. На хроматограмму наносили липиды в количестве 50— 
100 цг. Для идентификации обнаруженных классов использовали свидете
ли: лецитин (Laboratory Chemical Division, England), диглицерид (Chemi
cal company Grade, USA), холестерин (Laboratorium Reagenzen, Austro- 
waren), стигмастерпн (GMBH and CO, Miinchen, Germany), олеиновую, 
пальмитиновую и стеариновую кислоты (Уфимский химический зав'од, 
СССР). Количественное определение классов липидов проводили колори
метрическим методом (7,8). Идентификацию и количественное определе
ние жирных кислот общей липидной (6), фосфолипидой (9) и нейтральной 
фракций липидов проводили методом газо-жидкостной хроматографии па 
хроматографе «Цвет», модель 4—67 (размеры колонки 2 X 0,3 см; газ-но
ситель— аргон, температура колонки 190°, скорость ленты 400 мм/час). 
Метиловые эфиры жирных кислот получали при 2-часовом метанолизе с 
добавлением ацетилхлорида при 80°. Содержание каждой жирной кислоты 
выражали в процентах от общего количества жирных кислот. Содержание 
липидов в клетках С. oncopelti, выращенных на среде Ньютона (контроль 
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Рис. 1. Закономерности накопления кле
ток и липидов в культуре С. oncopelti. 1 — 
липиды (опыт), 2— клетки (опыт), 3— 
липиды (контроль), 4 — клетки (конт

роль)

в наших опытах), невелико и составляет 10—14% сухого веса клетки. Мак
симальное накопление клеток 50—80 млн в 1 мл культуры.

Для подбора оптимальных условий направленного биосинтеза липидов 
было изучено содержание липидов в зависимости от концентрации источ
ника углерода, азота, присутствия органических кислот как предшествен

ников при биосинтезе жирных 
кислот и цитидип-моно- и дифос
фатов (ЦМФ, ЦДФ) как актива
торов биосинтеза липидов, влия
ния аэрации, pH среды. Одним из 
распространенных методов повы
шения интенсивности биосинтеза 
липидов является увеличение кон
центрации источника углерода в 
в среде при создании условий азот
ного голодания. Опыты показали, 
что дробное добавление глюкозы 
по мере ее потребления (макси
мальное содержание в среде 2—• 
3%) и снижение концентрации об
щего азота до 100—150 мг-% при
водит к повышению содержания 

липидов в клетках С. oncopelti до 17—20%. Добавление глюкоза в1 процессе 
культивирования необходимо сочетать с выравниванием pH в пределах 
значений 6,5—7,0.

Далее на фоне среды Ньютона с измененным содержанием источников 
углерода и азота последовательно было изучено влияние на накопление 
липидов натриевых солей уксусной, малоновой, лимонной, пропионовой и 
масляной кислот, а также комбинации маловата и ацетата натрия в кон
центрациях от 0,5 г/л до 3,0 г/л. Наибольший эффект стимуляции биосин
теза липидов (30% сухого веса клеток) был получен при добавлении цит
рата или малоната в концентрациях 2,5 г и 0,5 г на 1 л среды соответст
венно; накопление клеток в этих культурах превосходило уровень контро
ля на 150—170% (рис. 1). Внесение в среду ЦМФ или ЦДФ в концентра
ции 100 мг/л дало возможность получить увеличение липидов в 2 раза ио 
сравнению с контролем (до 32% сухого веса).

Таким образом, па модифицированной среде Ньютона (концентрация 
глюкозы 2—3%, общего азота 100—150 мг-%, малоната 0,05%,
ЦМФ 0,01% при температуре культивирования 25—26° и аэрации 0,5:1,0) 
были получены клетки с достаточно высоким содержанием липидов (до 
38% сухого веса). На синтетической среде идет повышение содержания 
липидов с увеличением возраста культуры. Максимум накопления липидов

Таблица 1 
Количественный состав классов липидов, выделенных из клеток С. oncopelti, %

п. п. Классы липидов 150 час. 250 час. 350 час. 400 час.

* X, и X, — не идентифицированы.

1 Фосфолипиды 28,3 30,2 27,6 26,6
2 Х1* Следы Следы Следы Следы
3 Моноглицериды 4,85 Следы 6,8 3,76
4 Стерины 4,85 12,0 8,1 15,1
5 Жирные кислоты 12,9 16,0 12,7 22,6
6 Диглицериды 4,85 Следы 8,1 4,5
7 Триглицериды 35,5 31,9 27,6 18,6
8 Х2* Следы Следы Следы Следы
9 Эфиры стеринов 8,8 9,7 10,3 9,0
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отстает от максимума накопления клеток и на
блюдается в период старения культуры (рис. 1).

Изучение фракционного состава липидов из 
клеток С. oncopelti на модифицированной син
тетической среде показало наличие девяти клас
сов. Среди них идентифицированы семь классов: 
фосфолипиды, стерины, свободные жирные кис
лоты. моно-, ди-, триглицериды, эфиры стери- 
пов'. Два пятна не были идентифицированы 
(рис. 2). Количественное соотношение классов 
общей липидной фракции представлено в табл. 1. 
С увеличением возраста культуры происходит 
снижение содержания триглицеридов и повы
шение содержания свободных жирных кислот и 
стерпнов. Количество фосфолипидов, эфиров, 
стеринов, моно- и диглицеридов в1 клетках в про
цессе роста культуры практически не меняется.

При изучении жпрнокислотного состава об
щей липидной фракции (табл. 2) было обнару
жено, что стеариновая, миристиновая составляют 
большую часть насыщенных жирных кислот; 
олеиновая, липоловая, линоленовая, пальмитоле- 
вая кислоты составляют большую часть нена
сыщенных жирных кислот, что подтверждает 
данные Мейера и Хольца (10).

По данным этих авторов, соотношение насы
щенных и ненасыщенных жирных кислот па хи
мически определенной среде в условиях пассив
ной аэрации равно 50 : 50 (%). Создание усло
вий направленного биосинтеза липидов в наших 
опытах привело к сдвигу этого соотношения 
в сторону преобладания ненасыщенных жирных 
кислот в течение всего периода инкубации. 
Максимальное содержание ненасыщенных жир
ных кислот к 220 час. составляет 91% (табл. 2).

При увеличении аэрации (1,0:1,0) содержа
ние липидов в' клетках уменьшается по абсолют
ному накоплению, сохраняя общую тенденцию 
к увеличению ненасыщенных жирных кислот 
с повышением возраста (табл. 3). Качествен
ный и количественный состав жирных кислот 
фосфолипидной фракции практически не меняется на разных стадиях раз
вития культуры. Количество ненасыщенных жирных кислот составляет 
77,24—78,3% (табл. 3). Следовательно, количественные изменения жирно- 
кислотпого состава связаны с суммарной фракцией нейтральных липидов 
и свободных жирных кислот. В этой фракции обнаруживается снижение 
содержания насыщенных жирных кислот в' два раза (от 21 до 10,2%) и 
соответственное увеличение ненасыщенных жирных кислот в процессе 
культивирования. Общая липидная фракция с повышенным содержанием 
ненасыщенных жирных кислот, испытанная на противоопухолевую актив
ность по описанной ранее методике (1), вызывает торможение развития 
саркомы 180 на 46—56%.

Таким образом, регулирование условий внешней среды (состава среды 
и физико-химических условий культивирования) дает возможность повы
сить общее содержание липидов в культуре С. oncopelti в два раза. Сдвиг 
соотношения жирных кислот в составе липидов в’ сторону увеличения со
держания ненасыщенных, по-видимому, является адаптивной реакцией

/’■ h

Рис. 2. Фракционный со
став липидов из клеток 
С. oncopelti. 1 — фосфоли
пиды, 2, 8 — не идентифи
цированы, 3 — моноглице
риды, 4 — стерины, 5 — сво
бодные жирные кислоты, 
6 — диглицериды, 7 — три
глицериды, 9 — эфиры сте- 
рипов. А — контроль, Б — 

опыт
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Таблица 2 
Состав жирных кислот общей липидной Фракции клеток 

С. oncopelti, выращенных на синтетической среде 
с малопатом при активной аэрации 0,5/1

Жирные кислоты 135 час. 220 час. 354 часа

с̂
10 : 0 Следы

Сц:о Следы —
с̂13 : о Следы —
г̂
14 : 0-изо 2,83 Следы Следы

^14 : 0 2,93 Следы Следы
с̂
16 : о-изо Следы Следы Следы

с
4.6 : 0 14,7 8,87 10,1
^16 : 1 5,95 9,18 10,3
^17 : 0 Следы Следы —
Г̂
18 : 0 2,83 Следы Следы

Г
18 : 0-изо 2,09 — —

С18 : 1 19,9 33 26,0
С18 : 2 25,4 24,7 25,0
г

18 : 3 23,2 24,3 28,8
с̂
20 : 4 Следы Следы Следы

Процент насыщенных жирных 23,33 8,87 10,1
КИСЛОТ

Процент ненасыщенных жир- 76,54 91,18 90,1
ПЫХ кислот

Таблица 3

Соотношение насыщенных и ненасыщенных жирных кислот (в процентах) 
в липидных фракциях клеток С. oncopelti при активной аэрации (1/1)

Продол
жит, 

культиви
рования, 

час.

Общие липиды Фосфолипиды Нейтральные липиды

насыщенные 
жирные 
кислоты

ненасыщен
ные 

жирные 
кислоты

насыщенные 
жирные 
кислоты

ненасыщен
ные 

жирные 
кислоты

насыщенные 
жирные 
кислоты

ненасыщен
ные 

жирные 
кислоты

150 21,43 78,0 23,14 77,24 20,92 78,6
250 12,33 87,0 24,18 75,8 16,46 83,36
300 12,3 87,72 21.15 78,3 11,14 79,98
400 15,22 84,66 — — 10,2 89,75

организма на изменение условий внешней среды. Преобладание в составе 
липидов жирных кислот с ненасыщенными связями — один из факторов, 
обусловливающих торможение роста экспериментальных опухолей (“).

Московский государственный университет Поступило
им. М. В. Ломоносова 4 V 1971
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