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Для поиска соединений с антипротозойной активностью исследовано влияние ядов змей на инфу-
зорий Tetrahymena pyriformis из подцарства Protozoa, включающего и возбудителей протозойных ин-
фекций. T. pyriformis использована как модельный организм для выбора ядов, наиболее активных
против паразитических простейших. К клеткам добавляли различные концентрации ядов и реги-
стрировали число выживших через 24 часа. Из исследованных ядов шести видов змей семейства Vi-
peridae наибольшую активность проявил яд гадюки Vipera berus, полностью убивавший клетки при
49 мкг/мл. Из ядов четырех видов змей семейства Elapidae наиболее активными оказались исследо-
ванные нами ранее яды кобр, содержащие цитотоксины с высокой антипротозойной активностью,
а также яд крайта Bungarus multicinctus (10 мкг/мл). Яды щитомордников и гадюки Никольского не
проявили активности при концентрациях до 12.5 мг/мл. Таким образом, перспективными для вы-
деления новых антипротозойных соединений являются яды V. berus и B. multicinctus.
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Инфекционные заболевания являются акту-
альной социально-медицинской проблемой прак-
тически во всех регионах мира, и не малая доля из
них обусловлена протозойными инфекциями,
т.е. заболеваниями, вызываемыми простейшими.
Протозойными инфекциями (протозоозами) по-
ражены сотни миллионов человек, проживающих
преимущественно в странах Азии, Африки и Ла-
тинской Америки. Лечение протозойных заболе-
ваний имеет ограниченную эффективность и се-
рьезные побочные эффекты (например, [1]). По-

мимо этого, эффективному лечению препятствует
развитие лекарственной устойчивости у возбуди-
телей заболеваний [2]. Токсичность лекарств,
трудности введения и длительность лечения, а
также их низкая эффективность стимулируют по-
иск новых природных антипротозойных соедине-
ний, например, среди компонентов животных
ядов. Животные яды – это естественные библио-
теки биологически активных соединений, кото-
рые могут давать новые лекарственные препара-
ты для фармакотерапии. В частности, змеиные
яды оказались перспективными источниками по-
тенциальных новых антипротозойных агентов [3].

Так, недавно, используя в качестве модельных
организмов инфузорий Tetrahymena pyriformis, мы
установили, что яды кобр обладают высокой ан-
типротозойной активностью [4]. Идентификация
активных соединений показала, что антипротозой-
ную активность проявляют цитотоксины, относя-
щиеся к семейству трехпетельных белков. Однако
цитотоксины обладают сравнительно высокой ток-
сичностью для позвоночных и их использование в
качестве антипротозойных препаратов не перспек-
тивно. Например, цитотоксины кобры Naja oxiana
имеют ЛД50 в диапазоне 1–2 мг/кг [5]. Целью дан-
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ной работы явился поиск соединений, менее ток-
сичных для позвоночных, в ядах различных видов
змей.

Яд одного вида змеи может содержать до не-
скольких сотен различных соединений, обычно
называемых токсинами. Однако основная часть
токсинов относится примерно к полутора десят-
кам семейств, наиболее представленными из ко-
торых являются фосфолипазы А2, сериновые и
металлопротеиназы, а также трехпетельные ток-
сины. Кроме цитотоксинов кобр, антипротозой-
ная активность была продемонстрирована для
фосфолипаз А2 [6] и оксидаз L-аминокислот [7].
При этом параметры токсичности фосфолипаз
А2 очень сильно различались в зависимости от
вида простейшего и вида змеи, из яда которой бы-
ла выделена фосфолипаза А2. Так, при подавле-
нии внутриэритроцитарного развития Plasmodium
falciparum, вызывающего малярию, фосфолипа-
зой А2 из яда кобры N. mossambica величина IC50
составила 0.032 нг/мл. В то же время при подавле-
нии жизнеспособности клеток промастиготной
формы Leishmania infantum, возбудителя висце-
рального лейшманиоза, фосфолипазой А2 Bma-
jPLA2-II из яда ботропса Bothrops marajoensis IC50
не достигалась даже при концентрации 100 мкг/мл
[6]. Оксидаза L-аминокислот BjussuLAAO-II из
яда жараракусу B. jararacussu оказала токсическое
действие на L. amazonensis, вызывающего кожный
лейшманиоз, (IC50 4.56 мкг/мл) и Trypanosoma
cruzi, вызывающего болезнь Шагаса (IC50
4.85 мкг/мл) [7]. Довольно высокую активность
против простейших продемонстрировал крота-
мин, полипептид, принадлежащий к семейству
миотоксинов, из яда гремучей змеи Crotalus duris-
sus terrificus. Кротамин оказывал сильное ингиби-
рующее влияние на скорость роста L. amazonensis
(IC50 = 25.65 ± 0.52 мкг/мл) [9]. Кротамин про-
явил сильную антиплазмодиальную активность и
ингибировал дозозависимым образом развитие
паразитов P. falciparum, вызывающего малярию
(IC50 = 9.13 мкг/мл) [10]. Среди других компо-
нентов ядов змей, проявляющих антипротозой-
ную активность, следует отметить кровирин, ци-
стеин-богатый секреторной белок (CRISP) из
C. viridis viridis (IC50 = 1–2 мкг/мл в зависимости
от вида паразитического простейшего) [10]. Кро-
ме того, дизинтегрин, выделенный из яда Cerastes
cerastes, проявлял токсичность в отношении про-
мастигот L. infantum [11]. При концентрации
0.1 мкг/мл это дизинтегрин вызывал гибель 97.6%
промастигот через 72 ч [11].

Следует отметить, трипаносомоз, вызываемый
простейшими рода Trypanosoma, и лейшманиоз,
вызываемый простейшими рода Leishmania,
представляют серьезную проблему для тропиче-
ских регионов американского континента [12,
13]. Там же, в частности, в Бразилии, проводятся

интенсивные исследования ядов змей и находит-
ся крупнейший в мире центр по исследованию
ядовитых животных – Институт Бутантан (Insti-
tuto Butantan) [14]. Эти факты способствовали то-
му, что исследования по влиянию ядов змей на
простейших выполнены, в основном, с примене-
нием ядов южноамериканских видов змей, отно-
сящихся к семейству Viperidae. При этом наибо-
лее изучена антипротозойная активность ядов
змей двух основных южноамериканских родов –
американских копьеголовых змей (Bothrops/Both-
ropoides) и настоящих гремучников (Crotalus) [15].
В то же время практически отсутствуют данные
об антипротозойной активности ядов змей се-
мейства Viperidae, обитающих в Европе и Азии.

Целью настоящего исследования явились скри-
нинг ядов змей и выявление наиболее перспек-
тивных для создания на их основе антипротозой-
ных препаратов. В нашей работе мы поставили
задачу исследовать яды евразийских змей: гадюк
Vipera berus, V. nikolskii и V. ursinii renardi, а также
щитомордников Gloydius blomhoffii и G. saxatilis и
куфии Trimeresurus albolabris. Поскольку имелось
сообщение об антилейшманиозной активности
яда крайта Bungarus caeruleus [16], была поставле-
на задача исследовать также активность ядов двух
других видов крайтов B. fasciatus и B. multicinctus.
Яд кобры N. kaouthia, для которого ранее было
показано наличие антипротозойной активности
[4], использован в качестве контроля. Также были
исследованы ранее не изученные яды кобры N. at-
ra и скорпиона Heterometrus laoticus.

Исследование проводили на инфузориях T. pyri-
formis с применением приборно-вычислительного
комплекса для автоматизированного биотестирова-
ния с системой визуализации и программным обес-
печением для математической обработки данных
БиоЛат-3.2 (ООО “Европолитест”, Московская обл.,
г. Пушкино). Использованная нами методика
включает процедуру подсчета клеток тест-орга-
низмов инфузорий T. pyriformis, которая позволя-
ет получить достоверный результат за короткое
время (≤24 ч). Для сравнения токсической актив-
ности исследуемых ядов змей нами использован
способ кратных разведений проб исследуемых
объектов. Этот прием общепринят в практике
оценки токсичности с помощью биологических
методов. То есть методика оценки степени анти-
протозойной активности ядов змей для выбора
наиболее эффективных препаратов, как наиболее
токсичных для простейших, основана и на проце-
дуре подсчета клеток в пробе, и на приеме крат-
ных разведений.

Все эксперименты проводили на четырехсу-
точных инфузориях, которые культивировали по
закрытой системе в стерильных условиях. Сус-
пензию инфузорий из культивационной пробир-
ки разводили в десять раз дистиллированной во-
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дой. Для контроля в опытах также использовали
дистиллированную воду. В лунки планшета при-
бора БиоЛат-3.2 вносили 290 мкл проб, представ-
ляющих собой водные растворы ядов змей в раз-
личных концентрациях (табл. 1), включали про-
грамму AutoCiliata и помещали планшет с
пробами в прибор. После оценки программой лу-
нок с пробами без инфузорий вносили в каждую
лунку суспензию инфузорий, содержащую 500–
1000 клеток. Каждое разведение повторяли в
3 лунках. Далее производили десятикратный про-
граммный подсчет клеток и фиксировали резуль-
таты. Планшет помещали в термостат и через 24 ч
повторно с использованием программы подсчи-
тывали инфузорий во всех заданных лунках. Для
количественной оценки рассчитывали коэффи-
циенты выживаемости/роста (К)

где А24 – количество живых инфузорий в пробе
после 24-часовой экспозиции; А0 – количество
живых инфузорий в начале опыта. Коэффициен-
ты роста/выживаемости по каждому разведению

= 24 0К А /А ,

вычисляли как среднее по трем коэффициентам
для лунок с одинаковыми пробами. В наших кон-
трольных опытах, состоящих в 24-часовой экспо-
зиции инфузорий в дистиллированной воде,
этот коэффициент определяется соотношением:
2.5 ≥ К ≥ 2. Кроме того, для определения чувстви-
тельности простейших нами использовался рас-
твор CuSO4 (0.1 мкМ), который вызывал гибель
всех клеток в течение одного часа. Для определе-
ния зависимости гибели клеток от времени инку-
бации проводили регистрацию выживших инфу-
зорий в течение часа. В краткосрочном экспери-
менте использовали от 2000 до 4000 клеток.

Результаты исследования ядов четырех видов
змей семейства Elapidae (кобры и крайты), шести
видов змей семейства Viperidae и одного вида скор-
пиона приведены в табл. 1. Как видно из таблицы,
коэффициенты выживаемости сильно зависели от
концентрации яда и вида ядовитого животного. Ко-
эффициенты, равные нулю, свидетельствуют о пол-
ной гибели инфузорий. Наиболее токсичными для
T. pyriformis оказались яды кобр N. atra и N. kaouthia.

Рис. 1. Изменение количества живых клеток T. pyriformis в зависимости от времени действия различных концентраций
яда гадюки V. berus.

500

1000

1500

2000

2500

3000

0.01 мг/мл 0.05 мг/мл 0.1 мг/мл 1 мг/мл

3500

4000
Количество клеток

0 10 20 30 40 50 60 70 мин

Рис. 2. Изменение количества живых клеток T. pyriformis в зависимости от времени действия различных концентраций
ядов гадюки V. nikolskii (VN) и щитомордника G. blomhoffii (GB).
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Их яд убивал инфузории при концентрации
1 мкг/мл. Ранее мы показали, что в ядах кобр ак-
тивными компонентами, вызывающими гибель ин-
фузорий, являются цитотоксины [4].

Существенную токсичность по отношению к
T. pyriformis проявил также яд крайта B. multicinc-
tus, приводивший к гибели всех клеток при кон-
центрации 10 мкг/мл. Менее активным оказался
яд другого крайта B. fasciatus, показавший актив-
ность в концентрации около 200 мкг/мл. При раз-
ведениях яда крайта B. fasciatus до 12 мкг/мл и ме-
нее наблюдали увеличение коэффициента роста
клеток T. pyriformis по сравнению с контролем.
Этот же эффект для крайта B. multicinctus выявлен
при концентрации яда 10 нг/мл. По-видимому,
разная активность этих ядов по отношению к
простейшим объясняется отличиями в их составе.
Так, с использованием количественной протео-
мики было показано, что в яде B. multicinctus по-
чти половина (45%) белков по массе представлена
β-бунгаротоксинами, за ними следуют трехпе-
тельные токсины (28%) и фосфолипазы А2 (16%),
при этом другие белки присутствуют на уровне 1–
3% [17]. В противоположность ему, яд B. fasciatus
содержит крайне низкое количество трехпетель-
ных токсинов (1%) и β-бунгаротоксинов (менее
1%), а основным компонентом являются фосфоли-
пазы А2 (71%); за ними следуют оксидаза L-амино-
кислот (8%), ацетилхолинэстераза (5%) и метал-
лопротеиназы (4%) [17]. Обнаруженный эффект
усиленного роста клеток T. pyriformis по сравне-
нию с контролем при разведении яда указывает
на изменение направления воздействия, т.е. не-
которые компоненты ядов, вероятно, могут уси-
ливать рост клеток при уменьшении концентра-
ции ингибирующих компонентов.

Из исследованных ядов змей семейства Viperi-
dae наибольшую активность проявил яд обыкно-
венной гадюки V. berus, вызвавший гибель клеток
при концентрации около 50 мкг/мл. Менее ак-
тивными оказались яды степной гадюки V. ursinii
renardi и белогубой куфии T. albolabris. Эти яды
полностью убивают клетки при концентрации
1.56 мг/мл. Яды щитомордников G. blomhoffii и
G. saxatilis, гадюки Никольского, а также скорпи-
она Heterometrus laoticus не проявили антипротозой-
ной активности в концентрациях до 12.5 мг/мл. На-
оборот, в высоких концентрациях они благопри-
ятствуют росту инфузорий и, по-видимому,
содержат соединения, ускоряющие рост микро-
организмов или являются для них питательной
средой.

В краткосрочном опыте яд V. berus также пока-
зал высокую токсичность для простейших. При
концентрации 1 мг/мл гибель всех клеток проис-
ходила в течение 10 мин (рис. 1). В то же время
яды V. nikolskii и G. blomhoffii не проявили никако-
го эффекта при концентрации 6 мг/мл (рис. 2).

Все изученные нами яды в том или ином ко-
личестве содержат фосфолипазы А2 и оксидазы
L-аминокислот, яды змей семейства Viperidae –
дизинтегрины, но ни один из ядов не содержит
кротамин. Следует отметить, что яд B. multicinctus
не содержит цитотоксины [17], но лишь на поря-
док менее активен, чем яды кобр (табл. 1). С дру-
гой стороны, он примерно на порядок более ак-
тивен, чем яд B. fasciatus, содержание фосфолипаз
А2 и оксидазы L-аминокислот в котором суще-
ственно выше [17]. Яд V. berus, проявивший самую
высокую активность среди ядов змей семейства
Viperidae, содержит меньше фосфолипаз А2, чем
яды V. ursinii renardi и V. nikolskii [18, 19], а содер-
жание оксидазы L-аминокислот в яде V. berus не-
много выше, чем в ядах других гадюк: приблизи-
тельно в два раза выше, чем в яде V. ursini renardi
[18, 19], что не может объяснить 30-кратную раз-
ницу в их антипротозойной активности.

Таким образом, нельзя исключить, что яды
V. berus и B. multicinctus содержат некоторые спе-
цифические соединения с антипротозойным эф-
фектом. Какие конкретно компоненты этих ядов
отвечают за антипротозойную активность, будет
выявлено в последующих исследованиях.
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COMPARATIVE STUDY OF THE EFFECT OF SNAKE VENOMS
ON THE GROWTH OF CILIATES TETRAHYMENA PYRIFORMIS: 

IDENTIFICATION OF VENOMS WITH HIGH ANTIPROTOZOAL ACTIVITY
E. G. Cheremnykha, A. V. Osipovb, V. G. Starkovb, Nguyen Thi Thuy Trangc, Nguyen Cuu Khoad,
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To search for compounds with antiprotozoal activity, effects of snake venoms on the ciliates Tetrahymena pyr-
iformis was studied. T. pyriformis from subkingdom of Protozoa, including the protozoal pathogens, was used
as a model organism to select the venoms most active against parasitic protozoa. Various concentrations of
venoms were added to the cells and the cells survived at 24 hours were counted. Among the six snake species
from the Viperidae family, the most active was the venom of the viper Vipera berus, which completely killed
the cells at 49 μg/ml. Among four species from the Elapidae family, the most active were the earlier studied
by us cobra venoms containing cytotoxins with strong antiprotozoal activity as well as the venom of krait Bun-
garus multicinctus (10 μg/ml). The venoms of the pitvipers and Nikolsky’s viper did not show any activity at
12.5 mg/ml. Thus, the venoms of V. berus and B. multicinctus are promising for the isolation of new antipro-
tozoal compounds.

Keywords: antiprotozoal activity, viper, cobra, krait, pitviper, scorpion, venom, Tetrahymena pyriformis
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