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Нами показано, что блокада никотиновых холинорецепторов α6, α3β2, α9α10 и α7 подтипов спо-
собствует замедлению опухолевого роста in vivo, а также усилению цитотоксической активности
спленоцитов мышей-опухоленосителей и некоторому снижению жизнеспособности клеток карци-
номы Эрлиха in vitro. Эти данные свидетельствуют о том, что никотиновые ацетилхолиновые рецеп-
торы участвуют в онкогенезе, снижая выживаемость опухолевых клеток, в том числе, через модуля-
цию противоопухолевого иммунитета.
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Участие нейронных рецепторов в физиологи-
ческих процессах, не связанных с передачей
нервного сигнала, в последние годы привлекает
повышенное внимание. В области изучения он-
когенеза особый интерес вызывают никотиновые
ацетилхолиновые рецепторы (н-АХР).

Про-онкогенный эффект курения в значи-
тельной мере связывают с активацией н-АХР ни-
котином и его производными, что способствует
выживаемости и пролиферации опухолевых кле-
ток [1, 2].

К настоящему времени установлено, что н-АХР
на иммунных клетках участвуют в регуляции вос-
паления, способствуя снижению синтеза провос-
палительных цитокинов [3]. Учитывая, что цито-
кины участвуют в реализации иммунных реак-
ций, вызывает интерес роль н-АХР в тех из них,
которые ассоциированы с воспалением. На сего-
дняшний день этот вопрос недостаточно изучен и
необходимую информацию можно получить, це-
ленаправленно ингибируя определенные подти-
пы этих рецепторов с помощью высокоспеци-

фичных блокаторов н-АХР – α-конотоксинов
яда морских улиток и α-нейротоксинов яда змей.

Ранее на мышиной модели при исследовании
морфологических изменений в опухолевой тка-
ни, вызываемых α-конотоксинами, мы заметили
замедление роста опухоли [4]. В представленной
работе мы показываем влияние блокаторов раз-
личных подтипов н-АХР на рост карциномы Эр-
лиха (КЭ) и выживаемость мышей in vivo, а также
влияние этих блокаторов на выживаемость опу-
холевых клеток и на цитотоксическую активность
спленоцитов in vitro. Конотоксины MII, PnIA,
RgIA и ArIB11L16D − селективные блокаторы α6,
α3β2, α9α10 и α7 н-АХР [5], соответственно, –
были получены методом пептидного синтеза [6].

Опыты проводили на мышах линии Af/WySnMv,
поддерживаемой в виварии Института физиоло-
гии НАН Беларуси, и на опухоли асцитной КЭ.

В экспериментах in vivo мышам вводили подкож-
но 6 млн клеток КЭ. В опытных сериях животные
получали α-конотоксины в дозе 1 нмоль/кг 5 раз в
неделю в течение 4-х недель, в контрольных –
0.9% хлорид натрия. Регистрировали объем опу-
холи, как в работе [7], и выживаемость мышей в
течение 200 суток.

In vivo все использованные блокаторы н-АХР
способствовали торможению роста опухоли, до-
стигающему 57–69% к окончанию курса инъек-
ций (рис. 1). После завершения инъекций замед-
ление роста опухоли наблюдали в течение после-
дующих 14 суток, и в опытных сериях
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наблюдалось увеличение выживаемости опухоле-
носителей (рис. 2), наблюдаемое в той или иной
мере для всех блокаторов разной специфичности.
Интересно, что конотоксин ArIB11L16D, блока-
тор α7 н-АХР, сильнее других задерживал разви-
тие КЭ, но слабо влиял на выживаемость опухо-
леносителей.

Описываемый эффект блокаторов н-АХР мо-
жет быть обусловлен как влиянием на н-АХР в
клетках опухоли, так и на н-АХР в клетках им-
мунной системы. Мы изучили влияние α-коно-
токсинов in vitro на выживаемость клеток КЭ и на

цитотоксическую активность спленоцитов в от-
ношении этих клеток. Поскольку α-конотоксин
ArIB11L16D, блокатор α7 н-АХР, замедлял рост
опухоли, но практически не влиял на выживае-
мость мышей, наряду с α-конотоксинами был ис-
пользован еще один блокатор α7 н-АХР – нейро-
токсин из яда таиландской кобры α-кобратоксин.

Для экспериментов in vitro клетки КЭ получа-
ли стерильно из брюшной полости мышей через
8–10 суток после внутрибрюшинной прививки
опухоли, культивировали в среде DMEM 5523
(Sigma) c добавлением 10%-ной эмбриональной

Рис. 1. Влияние блокаторов н-АХР на рост карциномы Эрлиха (КЭ) у мышей, приведены значения медианы [25÷75
перцентили]; * Р < 0.05 при сравнении с контролем (согласно тесту “Anova, over-parameterized model”).

6

КЭ + МII, 1 нМ/кг, n =  10*

КЭ + PnIA, 1 нМ/кг, n =  10*

КЭ + RgIA, 1 нМ/кг, n =  10*

КЭ + ArIB11L16D, 1 нМ/кг, n =  10*

КЭ контроль, n =  18

Объем опухоли, куб. см

Время роста опухоли, сутки

5

4

3

2

1

0
8 12 15 18 22 

Завершение
курса инъекций

26 30 33 36 40

Рис. 2. Влияние блокаторов н-АХР на выживаемость мышей – носителей карциномы Эрлиха; * Р < 0.05 при сравнении
с контролем (согласно критерию Кокса–Монтеля).
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телячей сыворотки (HyClone) и антибиотиков
(пенициллин, стрептомицин, амфотерицин В,
Sigma).

Клеточную суспензию вносили в лунки 96-лу-
ночного планшета, добавляли вышеперечислен-
ные блокаторы н-АХР в конечной дозе 1 нМ и по-
мещали планшеты с клетками в СО2-инкубатор
при 37°С и 5% СО2. Через 24 и 48 ч клетки окра-
шивали пропидий йодидом (Sigma) для определе-
ния жизнеспособности, а пролиферативную ак-
тивность оценивали, подсчитывая концентрацию
клеток в пробах с использованием референсных
флуоросфер FLOW-COUNT™ (Beckman Coulter).

In vitro за 24 ч α-конотоксины на 1.5–4.7% сни-
жали жизнеспособность клеток КЭ, α-коброток-
син – на 7.6%, рис. 3.

Пролиферация клеток была снижена на 7.9%
(р < 0.05 согласно критерию Манна–Уитни) толь-
ко при действии конотоксина MII (данные не
представлены).

Через 48 ч отличий от контроля в жизнеспо-
собности и пролиферации клеток не зарегистри-
ровано (данные не представлены).

Цитотоксическую активность спленоцитов
определяли по модифицированному методу, опи-
санному в работе [8]. Кратко: селезенку мышей-
опухоленосителей раздавливали на капроновой
сетке в стерильных условиях, лизировали эритро-
циты с помощью раствора хлорида аммония, от-
мывали клетки в растворе Хенкса. Спленоциты
окрашивали красителем Carboxyfluorescein suc-
cinimidyl ester (CFSE, Thermo Fisher Scientific), а
клетки-мишени КЭ – красителем CellTraceViolet
(CTV, Thermo Fisher Scientific), и смешивали их в

соотношении 2:1. Добавляли блокаторы н-АХР в
конечной дозе 1 нМ. Инкубировали при 37°С и
5% СО2 в течение трех часов. Окрашивали 7-ами-
ноактиномицином D (7-ААD, Sigma) и добавляли
флуоросферы FLOW-COUNT™ для подсчета
концентрации живых клеток-мишеней (клеток с

Рис. 3. Влияние блокаторов н-АХР на жизнеспособность клеток карциномы Эрлиха in vitro, 24 ч культивирования, Xср
± Sx, n = 25 (объединены данные 5-и экспериментов, в каждом из которых n = 5); * p < 0.05 при сравнении с контролем
(согласно критерию Манна–Уитни). CTX – α-кобратоксин.
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Рис. 4. Влияние блокаторов н-АХР на цитотоксиче-
скую активность спленоцитов (СП) носителей кар-
циномы Эрлиха; Xср ± Sx, n = 16 (объединены данные
4-х независимых экспериментов, n = 4 в каждом экс-
перименте); * p < 0.05 при сравнении с контролем со-
гласно критерию Манна–Уитни. СП – спленоциты.
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маркерами CTV+, CFSE–, 7-AAD–). Клеточные
пробы анализировали на проточном цитофлуо-
риметре BD FACS Canto II, Becton Dickinson с
программным обеспечением Diva 7.0.

Цитотоксический тест показал, что при сов-
местной инкубации спленоцитов и опухолевых
клеток-мишеней происходила гибель последних
и снижение концентрации их на 32%, р < 0.05 со-
гласно критерию Манна–Уитни (данные не
представлены).

Конотоксины и α-кобратоксин усиливали ци-
тотоксическую активность спленоцитов еще на
16–25%, рис. 4. Полученные нами результаты не
показали принципиальных отличий в эффектах
блокаторов различных подтипов н-АХР.

Результаты наших экспериментов продемон-
стрировали, что блокада н-АХР привела к тормо-
жению роста карциномы Эрлиха in vivo.

In vitro блокаторы н-АХР оказывали слабое
действие на жизнеспособность опухолевых кле-
ток и, за исключением конотоксина MII, не ока-
зывали влияния на их пролиферацию. Возможно,
это обусловлено низкой дозой примененных на-
ми блокаторов н-АХР, которые в таких дозах ока-
зывают скорее регуляторное, чем цитотоксиче-
ское действие. Эти дозы сопоставимы с концентра-
цией ацетилхолина, эндогенного агониста н-АХР, в
плазме разных видов млекопитающих в диапазо-
не 0.15–13.4 рмоль/мл [9]. Очевидно, блокаторы
н-АХР в сходных дозах будут скорее изменять
функции клеток или вызывать краткосрочные
эффекты, чем оказывать выраженное и продол-
жительное цитотоксическое действие.

Как показывает рис. 4, ингибирование н-АХР
способствовало усилению противоопухолевой
активности спленоцитов мышей-опухоленосите-
лей. Спленоциты, выделенные по указанной вы-
ше или сходной методике, включают в себя раз-
личные клеточные популяции лимфоидного и
миелоидного ряда [10]. Среди них гибель опухо-
левых клеток могут вызывать натуральные килле-
ры, цитотоксические Т-лимфоциты, нейтрофи-
лы, макрофаги.

Известно, что н-АХР на клетках иммунной си-
стемы участвуют в регуляции воспаления. Особая
роль в этом отводится α7 н-АХР, активность ко-
торого способствует снижению синтеза ФНО-α,
интерферона-γ, интерлейкина-2, интерлейкина-6
клетками селезенки и макрофагами мышей [9].
Эти цитокины индуцируют поляризацию макро-
фагов и нейтрофилов к М1-типу и N1-типу, соот-
ветственно, стимулируют их цитотоксическую
активность, а также поддерживают развитие
адаптивного противоопухолевого ответа [11, 12].
Исходя из этого, можно предполагать, что инги-
бирование н-АХР усиливает цитотоксическую
активность спленоцитов мышей, препятствуя
противовоспалительному действию н-АХР и спо-

собствуя усилению противоопухолевого иммуни-
тета.

Таким образом, блокада всех вышеперечис-
ленных н-АХР приводит к торможению роста
подкожно привитой КЭ у мышей. В опытах in vi-
tro использованные блокаторы н-АХР оказывают
на опухолевые клетки лишь слабый цитотоксиче-
ский эффект, однако, способствуют усилению
цитотоксической активности спленоцитов опу-
холеносителей.

Эти данные свидетельствуют о том, что нико-
тиновые холинорецепторы оказывают влияние
на выживаемость опухолевых клеток, в том числе,
через противоопухолевый иммунитет.
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BLOCKERS OF NICOTINIC ACETYLCHOLINE RECEPTORS 
DELAY TUMOR GROWTH AND INCREASE ANTITUMOR ACTIVITY 

OF MOUSE SPLENOCYTES
T. I. Terpinskayaa, A. V. Osipovb,*, T. V. Balashevicha, T. L. Yanchankaa, E. A. Tamashionika,
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b Institute of Physiology, National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Belarus
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Blockade of α6, α3β2, α9α10, and α7 subtypes of nicotinic acetylcholine receptors slows tumor growth in
vivo, increases cytotoxic activity of splenocytes from tumor-bearing mice and to some extent reduces the vi-
ability of Ehrlich carcinoma cells in vitro. These data indicate that nicotinic acetylcholine receptors are in-
volved in oncogenesis, affecting the survival of tumor cells, inter alia, via modulation of the antitumor immu-
nity.

Keywords: Ehrlich carcinoma, splenocytes, neurotoxins, nicotinic receptors
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