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Биоактивные вещества в стеблях кактуса 

(Opuntia ficus-indica) обладают мощным 

антиоксидантным и проапоптозным 

эффектом благодаря ингибированию 

ЦОГ-2 
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  АНОТАЦИЯ: 

  Предпосылки: Биоактивные вещества, извлеченные из стеблей кактуса (Opuntia ficus-

indica), были исследованы на предмет их химиопрофилактикой активности с 

использованием раковых клеток человека in vitro.  

Биоактивные вещества, присутствующие в сырых экстрактах, были обнаружены и 

количественно определены с использованием высокоэффективной жидкостной 

хроматографии. 

  РЕЗУЛЬТАТЫ: Среди всех экстрактов, таких как гексан, этилацетат (EtOAc), ацетон, 

метанол (MeOH) и MeOH: вода (80:20), экстракт MeOH имел наибольшее количество 

полифенольных соединений, а экстракт ацетона показал наиболее сильное действие при 

поглощении 2,2, -дифенил-1-пикрилгидразила (DPPH) и 2,2'-азино-ди- (3-

этилбензотиазолин) -6-сульфоновой кислоты (ABTS • +) радикальный. Кроме того, 

большинство экстрактов, за исключением гексана, проявляли значительную 

цитотоксичность к раковым клеткам толстой кишки человека SW480 и раковым клеткам 

молочной железы MCF7. В целом раковые клетки SW480 были более чувствительны, чем 

клетки MCF7, к цитотоксическому эффекту экстрактов O. ficus-indica (OFE). Гибель клеток 

в результате обработки OFE вызвала значительное ингибирование циклооксигеназы-2 и 

увеличила отношение Bax / Bcl2 в клеточных линиях SW480 и MCF7. Однако деградация 

поли (АДФ-рибоза) полимеразы была значительно ниже, увеличивается под действием OFE 

только в клетках MCF7, тем самым вызывая апоптоз. 

  ЗАКЛЮЧЕНИЕ: Эти результаты демонстрируют полезную для здоровья роль, включая 

антиоксидантную и антипролиферативную активность, а также проапоптотические 

эффекты биоактивных соединений в OFE, что указывает на химиопрофилактическую роль 

в раковых клетках человека. 
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ВВЕДЕНИЕ 
    По данным Всемирной организации 

здравоохранения, в 2012 году рак легких, груди 

занимает второе место среди причин смерти, и 

коллотеральный рак считаются наиболее 

распространенными.   

    Рекомендации, направленные на профилактику 

рака предполагает фруктовую и овощную диета, 

которые могут обеспечить употребление 

разнообразия биоактивных соединений. 

Было показано, что эти природные биоактивные 

вещества могут оказывать благоприятное действие 

на течение сердечно-сосудистых заболеваний, 
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нейродегенеративные заболевания и профилак-

тику различных типов рака.  

  По этой же причине прилагается много усилий в 

исследованиях биоактивных соединений что бы 

лучше понять как эти соединения, связанны с 

регуляция клеточного ответа на заболевания 

человека. 

   Opuntia ficus-indica (L.) Mill., или кактус 

опунции, пришел к нам из центральной Мексики и 

стал достоянием во всем мире по своему составу 

химически-активных веществ. На данный момент 

O. ficus-indica выращивают во всем мире не только 

из-за его разнообразного использования в 

питании, но и также в медицине. Первая 

документация лечебных свойствах O. ficus-indica 

написана в 1552 г., а позже появились 

накопленные экспериментальные данные, 

свидетельствующие о том, что OFE снижает 

холестерин за счет снижения ЛПНП, оказывает 

благоприятное действие на течение диабета, и 

снижает явление гепато-токсичности in vivo. 

  Дополнительные исследования подтвердили его 

противолейкозное, противоопухолевое, антиокси-

дантное и противовоспалительное действие. 

Подтвержден ейропротекторный эффект in vitro и 

in vivo.  

    Несмотря на эти многочисленные исследования, 

механизм цитотоксичности биоактивные вещества 

O. ficus-indica в клеточных линиях рака толстой 

кишки и молочной железы остаются неясными. 

     В настоящем исследовании мы оценили 

фитохимический профиль флавоноидов и общее 

содержание фенольных соединений, а также 

антиоксидантный эффект при использовании 

экстрактов O. ficus-indica (OFE). К тому же, 

биоактивные вещества, присутствующие в 

различных OFE, были проверены на их 

цитотоксичность против клеток рака толстой 

кишки и молочной железы.  Исследование 

цитотоксического эффекта OFE проходило in vitro. 
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   ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

   Химические реагенты: 

   Все растворители / реагенты были 

аналитическими и высокоэффективными для 

жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) (Duksan Co., 

Сеул, Корея). 
Химические вещества, такие как 1,1-дифенил-2-

пикрилгидразил (DPPH), 2,2'- азино-ди- (3-

этилбензо-тиазолин) -6-сульфоновая кислота 

(ABTS • +), Folin–реагент Чокальтеу, галловая 

кислота и 3- (4,5-диметилтиазол-2-ил) -2,5-бромид 

дифенилтетразолия (МТТ) был приобретен у 

Sigma (Сент-Луис, Миссури, США). Все реагенты 

для клеточных культур, включая реагенты 

Дульбекко модифицированная среда Игла 

(DMEM), фетальная бычья сыворотка, трипсин-

ЭДТА и антибиотики были получены от Hyclone 

(Логан, Юта, США). 

   Экстрагирование: 

   Стебли O. ficus-indica были предоставлены 

Исследовательским центром Организация корей-

ских кактусов (Кенги-до, Республика Корея). 

   Высушенные и измельченные стебли O. ficus-

indica (400 г) смешивали с 1 л гексана и мешали 

при 150 об / мин в течение ночи. Смесь была 

пропущена через фильтровальную бумагу 

Whatman № 3. Затем остаток был последовательно 

экстрагирован растворителями с последующими 

возрастанием полярности. Последующая 

экстракция была выполнена с использованием 

оставшегося остатка с 400 мл этилацетат (EtOAc), 

ацетон, метанолм (MeOH) и MeOH: вода (80:20) 

соответственно. Все экстракты конденсировали с 

помощью роторного испарителя и затем сушили 

вымораживанием. 

   Количественное определение общих фенолов 

и флавоноидов: 

   Все образцы (экстракты) содержали ацетон или 

MeOH и были профильтрованы через фильтры 

0,45 мкм (Millipore, Bedford, MA, USA) для 

последующего определения содержания фенола, 

либо инъекция ВЭЖХ. Общий фенольный состав 

экстрактов определяли количественно с помощью 

Folin – Ciocalteu реагента. 

   Флавоноиды в различных экстрактах из стеблей 

O. ficus-indica анализировали с использованием 

системы ВЭЖХ Ultimate 3000 (Dionex, Идштайн, 

Германия), состоящий из обращенно-фазового 

преобразователя Agilent SB-C18 колонка (4,6 × 150 

нм, размер частиц 5 мкм) и расход 0,8 мл / мин.    

Хроматографическое разделение проводилось при 

градиент подвижной фазе (1) 0,3% 

трифторуксусной кислоты; и (2) ацетонитрила при 

следующих условиях: 20–60% в течение 0–25 мин, 
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100% в течение 26–30 минут и 20% в течение 31–

35 минут. Три независимых эксперименты 

проводили в трех повторениях. 

   Определение антиоксидантной активности: 

  Для измерения активности удаления радикалов 

экстрактами стеблей O. ficus-indica использовали  

два популярных колориметрических теста, ABTS 

и DPPH. Вкратце, все экстракты растворяли либо в 

ацетоне, либо в МеОН (5 мг/л). Гексан, EtOAc и 

ацетон экстракты растворимы в ацетоне; а MeOH 

и MeOH: вода (80:20) экстракты растворяли в 

МеОН после нагревания в течение 5 мин при 95 ∘C.   

Растворы экстрактов 20 мкл (эквивалент 417 мкг / 

л) и галловую кислоту в качестве положительного 

контроля добавляли в 96-луночную пластину. 200 

мкл либо сгенерированного ABTS, либо DPPH 

раствора было добавлено к образцам. Кинетика 

распада радикалов ABTS и DPPH контроли-

ровались каждые 3 минуты в течение 33 минут на 

ридере FLUOstar Optimamicroplate (поглощение 

517 нм и 734 нм соответственно).ог 

  Линии клеток человека и условия 

культивирования: 

  Клеточная линия SW480 (также называемая CCL-

228), полученная при биопсии человека с 

аденокарцинома толстой кишки и линия клеток 

MCF7 (также называемая HTB-22) полученные 

при биопсии человека с аденокарциномой груди 

человека, были ранее приобретены в Корейском 

банк клеточных линий (Сеул, Южная Корея). Обе 

клеточные линии поддерживались в среде DMEM 

с добавлением 10% сыворотки эмбриона крупного 

рогатого скота, 100 Ед / мл пенициллина и 100 мкг 

/ мл стрептомицина. Клетки хранились при 

температуре 37∘C во влажной среде, содержащей 

5% CO2 что позволили достичь взаимодействия. 

Сушеные экстракты для эксперимента растворяли 

в диметилсульфоксиде (ДМСО); таким образом, 

контрольные клетки (в качестве средств контроля) 

были подвергнуты подходящей концентрации 

ДМСО (<0,2%). 

  Анализ пролиферации МТТ: 

  Цитотоксичность экстрактов измеряли с 

помощью теста МТТ, как описано. 

  Вкратце, клетки (1 × 104 клеток на лунку) 

высевали в 96-луночный планшет и оставляли на 

ночь. Средства были удалены и инкубировали со 

свежей средой, включая ДМСО или различные 

концентрации экстрактов, за 24 и 48 ч. 

 

 

 
Рисунок 1. Экстракты стеблей Opuntia ficus-indica 

по удалению радикалов. 

(A) Активность радикального тушения ABTS•+ и 

DPPH и ее сравнение с использованием 

экстрактов различных растворителей при 208 

мкгмл-1 (передние полосы) и 417 мкгмл-1 (задние 

полосы). По кинетическим изменениям радикалов 

(B) ABTS•+ и (C) DPPH проводился мониторинг 

каждые 3 мин. Погрешностей на кинетических 

кривых не было видно. 

Данные выражены в виде среднего ± SEM. 

Различные буквы обозначают важные различия 

при P <0,05 (n = 9). 
    

   После соответствующей инкубационного 

периода, клетки обрабатывали МТТ (5 м/л в 

фосфатно-солевом буфере) в течение 2 ч в 

инкубаторе при 37∘C. Двести микролитров ДМСО 

добавляли для растворения пурпурного 

формазана и измеряли с помощью ридера для 

микропланшетов ELISA (BioTek Instruments, 

Winooski, VT, USA) на длине волны 570 нм. IC50 
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рассчитывали с использованием GraphPad Prism 

6.0 (GraphPad Software Inc., Сан-Диего, 

Калифорния, США). 

 
 

   Иммуноблоттинг: 

   Клетки лизировали в буфере для анализа 

радиоиммунопреципитации, содержащие 

коктейль ингибиторов протеазы, и лизаты были 

подвержены иммуноблоттингу. Следующими 

были использованы антитела: мышиные анти-Bax, 

мышиные анти-Bcl2, мышиные-антицикло-

оксигеназа-2 (ЦОГ-2) и мышь-анти-β-актин от 

Santa Cruz Biotechnology (Санта-Крус, 

Калифорния, США); и кроличья-анти-поли (АДФ-

рибоза) полимераза (PARP) от Cell Signaling 

(Беверли, Массачусетс, США). Визуализация 

белковых полос и денситометрический анализ 

были проведены Bio-Rad ChemiDoc, система 

визуализации XRS (Bio-Rad, Геркулес, 

Калифорния, США). 

  Анализ данных: 

  Данные были выражены как среднее значение ± 

стандартная ошибка среднего (SEM) минимум 

трех независимых экспериментов. Статистический 

анализ завершился односторонним диспер-

сионным анализом t-тест с использованием 

программы SPSS 16.0 (Чикаго, Иллинойс, США). 

P <0,05 было считается статистически значимым. 
 

  РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
   Все большее количество научных отчетов 

показывает, что фитохимические вещества, при-

сутствующие в Opuntia spp. оказывают влияние на 

профилактику различных онкологических 

заболеваний, однако идентификация точных 

биологически активных вещества Opuntia spp. и их 

механизм действия в качестве профилактики рака 

остается в до сих пор неизученными. 

Чтобы проверить количество отдельных 

флавоноидов, пять разных аутентичные 

флавоноиды, а именно кемпферол, мирицетин, 

кверцетин, рутин и таксифолин использовали в 

качестве стандартов для количественного 

определения. 

  Наибольшее общее содержание флавоноидов 

было обнаружено в экстрактах MeOH (72,7 мг / л), 

затем МеОН: вода (80:20) (32,7 мг / л), ацетон (20,3 

мг / л) и этилацетат (3,3 мг / л), но не был 

обнаружен в гексановых экстрактах (таблица 1).  

  Общее фенольное содержание OFE варьи-

ровалось от 2,47 мг GAE г -1 до 2,87 мг GAE г -1. 

Общие результаты по показали, что результаты по 

флавоноидам, по сравнению с полярными 

экстрактами содержат более высокие количества 

общих фенольных соединений, чем менее 

полярные экстракты, и аналогичные результаты 

были получены другими учеными, 

использующими перец и кусты креозота. Среди 

трех флавоноидов (кверцетин, рутин и 

таксифолин), рутин (59,8%) был основным 

флавоноидом, за которым следовали таксифолин 

(45,8%) и кверцетин (6%). Кемпферол или 

мирицетин не могут быть обнаружены в OFE 

(таблица 1). В исследовании Tesoriere и др., были 

обнаружены очень небольшие количества 

кемферола, но рутин и кверцетин не были 

определены количественно в плодах O. ficus-

indica. 

Результаты показывают, что распределение 

отдельных флавоноидов варьируется и во многом 

зависит от части растения. 

  OFE дозазависимо улавливает радикалы как 

ABTS•+, так и DPPH. Как показано на рис. 1, 

ацетоновый экстракт показал самый высокий 

(66,3%) эффект улавливания радикалов 

(антиоксидантный эффект) ABTS•+, затем 

этилацетат (53,3%), MeOH: вода (80:20) (49,1%), 

МеОН (44,9%) и гексан (29,2%). Напротив, в 

активности улавливания радикалов DPPH, 

экстракты ацетона и этилацетата имели общую 

максимальную активность (54,7% и 56,1% 

соответственно), тогда как МеОН: вода (80:20) 

проявил минимальную активность 28,0% при 417 

мкг/мл-1. Хотя результат высшей антиокси-

дантной активности у этилацетата, по-видимому, 

противоречит количественному составу 

полифенолов (Таблица 1 и Рис. 1), наличие и вклад 

неполярных фитохимических веществ, таких как 

каротиноиды в сырых растениях экстракты как 

сильные поглотители радикалов должны быть 

реализованы. Предыдущие исследования 
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показали, что положение функциональной группы 

и картина гидроксилирования фенольных 

соединений определяют антиоксидантную 

активность; поэтому проявление разной 

активности по улавливанию радикалов в этих 

анализах соединениями не будет неожиданной. 
 

 

 

 
 

Рисунок 2. Эффект экстрактов ствола Opuntia ficus-

indica на молекулы, регулирующие апоптоз, в 

раковых клетках толстой кишки (SW480) и 

молочной железы (MCF7) человека. В клетки 

инкубировали с экстрактами (A) этилацетата и (B) 

метанола (MeOH) при указанной концентрации в 

течение 48 часов. Уровни протеина были 

детектируется иммуноблоттингом с указанными 

антителами. 𝛽-Актин использовался в качестве 

внутреннего контроля. Данные представляют 

собой среднее значение ± SEM трех независимых 

эксперименты (* P <0,05, ** P <0,01 по ANOVA). 
 

  Действительно, в наших результатах только 

экстракт этилацетата проявлял аналогичную 

активность по улавливанию радикалов ABTS•+ и 

DPPH. 

  Пониженная кинетическая кривая на рис. 1 

представляет собой прямо пропорциональную 

доза зависимую активность ингибирования 

радикалов. (В) Для оценки цитотоксичности 

различных OFE применяют колориметрический 

анализ с солью тетразолия, МТТ использовался 

как для SW480, так и для клеточные линии MCF7 

(таблица 2). Обработка OFE в течение 48 часов на 

SW480 клетки проявили самую высокую 

цитотоксичность (IC50 = 52,6 мкг / мл) в 

Экстракте с этилацетатом; однако тот же экстракт 

показал самое низкое IC50 значение 

ингибирования 138,0 мкг / мл в клетках MCF7. 

Экстракт MeOH был наиболее эффективен в 

клетках MCF7 с IC50 77,6 мкг / мл. В общем и 

целом, клетки SW480 были более чувствительны, 

чем клетки MCF7, к лечению OFE. Самая высокая 

цитотоксичность экстракта MeOH в SW480 можно 

объяснить количеством флавоноидов и общих 

фенолов (Таблица 1). С другой стороны, самый 

низкий цитотоксический эффект этилацетата в 

MCF7 может поддерживаться за счет активности 

по улавливанию радикалов OFE (рис. 1). Как 

предполагалось ранее, не только флавоноиды, но 

также и различные типы фитохимических 

веществ, такие как каротиноиды, содержатся в 

сырых экстрактах кактусов и могут быть 

биологически активными. 

Было показано, что чувствительность 

противораковых агентов зависит от динамичности 

экспрессии генов и передачи сигналов по нервным 

волокнам; таким образом, исследования на 

определение конкретного механизма действия 

определенных биологически активных веществ не 

было проведено. 
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Изучен механизм цитотоксичности с помощью 

OFE. Иммуноблоттинг проводили с разными 

антителами, такими как Bax, Bcl2, ЦОГ-2 и PARP, 

которые известны как регуляторы апоптоза. На 

основании результатов цитотоксичности 

исследование механизма был выполнен для 

проверки активности этилацетата в отношении 

SW480 и MeOH по отношению к клеткам MCF7 

(таблица 2). Что касается ячеек SW480, обработка 

клеток OFE (100 мкг / мл) индуцировала 

значительное повышенное соотношение Bax / Bcl2 

(36%, P <0,05) и ингибирование ЦОГ-2 (28%, P 

<0,01), но не разложение PARP. Напротив, при 

определенных условиях MCF7 показал 

значительную деградацию PARP (29%, P <0,05) в 

его расщепленной форме, а также ингибирование 

ЦОГ-2 (14%, P <0,05) и немного увеличивающийся 

уровень Bax (10%, P = 0,07). 

  Апоптоз, или запрограммированная гибель 

клеток, является наиболее известным маркером 

цитотоксичности клеток, и в основном ускоряется 

за счет увеличения активности Bcl2 белков, 

включая антиапоптотические Bcl2 и Bcl-xl и 

проапоптотические Bax, Bak и Bad. Результаты 

данного исследования ясно продемонстрировали 

увеличение активности Bax и подавление Bcl2 в 

обработанном этиленоксидом экстракте клеток 

SW480 (Рис. 2а). Несмотря на то, что 

обработанные экстрактом МеОН клетки MCF7 

проявляли только повышение активности Bax 

(рис. 2b), это открытие также считается маркером 

индуцированного апоптоза, передающего сигнал 

каскад, поскольку повышенное соотношение Bax / 

Bcl2 влияет на апоптоз.  

  Учитывая увеличение отношения Bax / Bcl2 за 

счет OFE в обоих SW480 и клетки MCF7, мы 

дополнительно оценили результаты расщепление 

PARP. Как показано на рис. 2, обработка OFE 

значительно ускоряет деградацию PARP в клетках 

MCF7, тогда как клетки SW480 не пострадали. 

Результаты данного эксперимента доказывают 

факт, который описывали в более ранних 

исследованиях, которые показали, что PARP 

является неизбежным при апоптозе. 

Было высказано предположение, что чрезмерная 

экспрессия ЦОГ-2 играет роль в протекании 

нескольких видов злокачественных новообра-

зований, включая рак толстой кишки и груди. Эта 

зависимость была исследована путем извлечения 

биологически активных веществ из стволовых 

клеток и обработки клеток SW480 и MCF7 в 

течение 48 часов (рис. 2). Действительно, 

экспрессия ЦОГ-2 в клетках SW480 и MCF7 была 

значительно выше, и снижалась при обработке 

экстрактов с этилацетатом (28%, P <0,01) и MeOH 

(14%, P <0,05) экстрактов соответственно (рис. 2). 

Биоактивные вещества, присутствующие в O. 

ficus-indica могут действовать на воспалительный 

процесс, включая апоптоз, посредством 

ингибирования экспрессии ЦОГ-2. 

 ВЫВОДЫ 
  Среди пяти различных экстрактов OFE экстракт 

MeOH показал наибольшее количество 

флавоноидов и общее содержание фенолов. В 

последствии, экстракт проявлял сильную 

цитотоксичность в отношении MCF7клеток. Хотя 

экстракт этилацетата имеет низкое количество 

флавоноидов, а цитотоксический эффект, 

проявляемый в отношении клеток SW480, был 

значительно выше среди всех других экстрактов. 

Эти данные подтверждают профилактический 

эффект экстрактов стеблей O. ficus-indica для 

профилактики рака. Экстракты стеблей O. ficus-

indica обладают антиоксидантной и антипро-

лиферативной активностью  и проявляют проапоп-

тотические эффекты. 
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