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Пептидные токсины членистоногих, богатые дисульфидными связями, являются одним из потен-
циальных источников биоактивных веществ. За счет своей структуры токсины обладают повы-
шенной стабильностью и способны связываться с ионными каналами, блокируя их или изменяя 
механизм стробирования. Ряд токсинов пауков способен связываться с кальциевыми каналами раз-
ных типов. Ионы кальция в свою очередь играют важную роль во многих процессах в клетке, одним 
из которых является апоптоз. 
Цель работы – исследовать влияние ряда токсинов – блокаторов ионных каналов паукообразных – 
на внутриклеточные процессы, связанные с индукцией апоптоза в клетках млекопитающих. 
Материалы и методы. В исследовании использовались токсины ω-hexatoxin-Hv1a, ω-theraphotoxin-
Hhn2a, которые являются ингибиторами кальциевых каналов L- и P/Q-типов соответственно. 
Индукция апоптоза проводилась с использованием пептида AC-1001H3. Изучалось влияние токси-
нов на уровень апоптоза, оксидативного стресса и митохондриального потенциала в клетках ли-
нии CHO-K1 с использованием методов флуоресцентной микроскопии.   
Результаты. Было установлено, что инкубация клеток с токсинами в концентрации 10 нМ и ин-
дуктором апоптоза AC-1001H3 приводила к росту внутриклеточной концентрации активных 
форм кислорода, что должно индуцировать апоптотические механизмы, однако эффект был про-
тивоположным. Кроме того, происходило повышение уровня митохондриального потенциала. Не-
смотря на это использованные токсины блокировали апоптоз, вызванный AC-1001Н3, и снижали 
уровень естественного апоптоза в культуре клеток CHO-K1.  
Выводы. Проведенное исследование продемонстрировало антиапоптотический эффект ряда пеп-
тидных токсинов членистоногих. Изученные токсины могут найти применение при лечении па-
тологии, связанной с активацией апоптотических механизмов. 
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Введение. В последнее время большой ин-

терес вызывают лекарственные препараты на 

основе пептидов, полученных из природных 

источников. Пептиды – это универсальные 

биорегуляторы, которые контролируют боль-

шинство биохимических процессов в орга-

низме. Они имеют ряд преимуществ перед низ-

комолекулярными лекарственными средства- 

ми: обладают высоким сродством к целевым 

участкам, большей эффективностью, селектив-

ностью и специфичностью [1–4]. Пептидные 

токсины членистоногих и головоногих явля-

ются одним из потенциальных источников ра-

нее неизвестных терапевтических средств [1]. 

Большинство токсинов членистоногих 

имеет уникальную структуру и характеризу-

ется наличием как минимум трех дисульфид-

ных мостиков, которые образуют цистиновый 

узел, придающий токсинам устойчивость к 

ферментативной деградации, экстремальным 

значениям pH и перепадам температуры [5, 6]. 

Подобные пептиды получили название кнот-

тинов. Кноттины членистоногих, как правило, 

реализуют свой токсический эффект через 

блокирование проводимости различных типов 

ионных каналов на плазматической мембране 

клеток, в частности Na+, K+ и Ca2+, что приво-

дит к нарушению проводимости нервных и 

мышечных тканей [6, 7].  

Особый интерес представляют кальцие-

вые потенциалзависимые ионные каналы, ко-

торые разделяются на несколько типов: L-тип 

(высокопороговые кальциевые каналы (акти-

вируются при высоких значениях мембран-

ного потенциала), чувствительные к антагони-

стам кальция), P-, Q- и N-типы (высокопоро-

говые кальциевые каналы, нечувствительные 

к антагонистам), R-тип (промежуточный по-

рог активации) и T-тип (низкопороговые каль-

циевые каналы) [8]. Из многочисленных ис-

следований известно, что ионы Ca2+ являются 

вторичными мессенджерами во многих про- 
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цессах в клетке, включающих сокращение, 

секрецию, метаболизм, экспрессию генов [9–

11]. Одним из важных процессов, в которых 

ключевую роль играют ионы кальция, явля-

ется апоптоз. Перегрузка цитоплазмы ионами 

кальция способствует индукции апоптоза.  

Активация апоптоза наблюдается при 

ряде патологических состояний. Например, 

при атопическом дерматите одним из основ-

ных механизмов в развитии патологии явля-

ется апоптоз кератиноцитов [12], а при ин-

фаркте миокарда и инсульте гибель клеток 

происходит как в результате некроза, так и в 

результате апоптоза [13]. Таким образом, не-

которые токсины членистоногих, являющиеся 

ингибиторами Са2+-ионных каналов, потенци-

ально могут блокировать апоптоз и использо-

ваться в качестве терапевтических средств для 

лечения патологии, вызванной активацией 

апоптотических процессов. 

Цель исследования. Изучить влияние 

токсинов ω-hexatoxin-Hv1a (Hadronyche ver-

suta) и ω-theraphotoxin-Hhn2a (Haplopelma 

hainanum), блокирующих кальциевые ионные 

каналы, на внутриклеточные процессы, свя-

занные с индукцией апоптоза в клетках млеко-

питающих. 

Материалы и методы. В экспериментах 

использовались следующие пептиды:  

1) AC-1001H3 [16] в качестве индуктора апоп- 

тоза; 2) ω-hexatoxin-Hv1a – токсин из группы 

гексатоксинов паука Hadronyche versuta [14], 

молекулярная мишень – потенциалзависимые 

кальциевые каналы L-типа; 3) ω-theraphotoxin-

Hhn2a – токсин из группы терафотоксинов па-

ука Haplopelma hainanum [15], молекулярная 

мишень – потенциалзависимые кальциевые 

каналы P- и Q-типов. 

Токсины синтезировались на автоматиче-

ском пептидном синтезаторе ResPep SL (Inta- 

vis, Германия) на основе твердофазного син-

теза с использованием защитной Fmoc-груп- 

пы на смоле TentaGel в соответствии со стан-

дартным протоколом производителя. После 

синтеза пептиды отщеплялись от смолы кок-

тейлем: TFA (95 %), TIPS (5 %) для Cys-бога-

тых токсинов и TFA (92,5 %), TIPS (5 %) и де-

ионизированная вода (2,5 %) для AC-1001 H3. 

Далее пептиды осаждались холодным MTBE 

и высушивались. 

Очистка и анализ последовательностей 

производился методом высокоэффективной 

жидкостной хроматографии на хроматографе 

NGC Quest™ 10 Chromatography System (Bio-

Rad, США). Анализ проводился с использова-

нием колонки Agilent PL-SAX 4,6×150 мм, 

1000 A, 10 мМ. Длина волны – 280 нм. Элюи-

рование градиентное, элюент А – деионизиро-

ваная вода с добавлением 20 мМ Трис-HCl; 

элюент Б – деионизированая вода с добавле-

нием 20 мМ Трис-HCl и 1 M NaCl. Протокол 

градиентного элюирования: 2,95 мл – 0 % Б; 

10 мл – 0–50 % Б; 3,5 мл – 100 % Б. Масс-спек-

трометрический анализ производился на про-

граммно-аппаратном комплексе MALDI-TOF 

MS серии FLEX (Bruker Daltonics, Германия). 

Исследования проводились на клетках ки-

тайского хомячка линии CHO-K1 (Российская 

коллекция клеточных культур позвоночных, 

Россия). Клеточная линия содержалась в среде 

DMEM/F12 (Панэко, Россия) с добавлением 

10 % FBS (PAA Laboratories GmbH, Австрия) 

и гентамицина в конечной концентрации  

50 мкг/мл при 37 °C и 5 % CO2 в CO2-инку-

баторе MCO-5AC (Sanyo, Япония).  

За 24 ч до эксперимента были произве-

дены пассажи в 48-луночные планшеты для 

достижения экспоненциальной фазы роста. На 

каждом этапе эксперимента клетки были раз-

делены на 6 групп по три повтора: 1-я группа – 

контрольная; 2-я группа обрабатывалась  

0,35 мМ пептида AC-1001 H3; 3-я и 4-я группы 

инкубировались совместно с AC-1001 H3 и  

10 нМ каждого токсина; 5-я и 6-я группы об-

рабатывались только 10 нМ каждого токсина.   

Параметры фиксировались через опреде-

ленный промежуток времени: для апоптоза – 

18 ч, для оксидативного стресса, митохондри-

ального потенциала – 3 ч. Далее клетки инку-

бировались 20 мин при 37 °C с флуоресцент-

ными красителями: апоптоз – YO-Pro 1  

(10 мкМ) [17], митохондриальный потен-

циал – TMRE (50 нМ) [18]. Оксидативный 

стресс фиксировался с помощью DCFH-DA 

(10 мкМ) в процессе 20-минутной инкубации 

в PBS при 37 °C в темноте с последующим от-

мыванием свежим PBS и в процессе инкуба-

ции в течение 10 мин в холодном PBS при  

+4 °C в темноте [18]. Затем производился ана-

лиз с помощью флуоресцентного микроскопа.  
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В каждом эксперименте анализировалась 

флуоресценция более 300 клеток. Все изобра-

жения были получены с помощью оптической 

системы, состоящей из Тi-S microscope Nikon, 

камеры DS-Qi1MC, объектива Nikon S Plan 

Fluor ELWD 20×0,45, соответствующего 

фильтра и ПК с пакетом NIS elements 4.0. Ко-

личественный анализ изображений выпол-

нялся с помощью программного обеспечения 

Image J. Скорректированная общая флуорес-

ценция клеток (ОФК) = интегрированная плот-

ность - (площадь выбранной клетки × средняя 

флуоресценция фоновых показаний) [19]. 

Каждый эксперимент был выполнен в 

трех повторах, результаты выражены как 

M±SD. Данные об апоптозе, уровнях оксида-

тивного стресса и митохондриального потен-

циала обрабатывались с использованием дву- 

стороннего теста ANOVA с дополнительным 

тестом Даннета. Различия считались статисти-

чески значимыми, если p<0,05.  

Результаты. На рис. 1 показано изменение 

уровня апоптоза в клеточной линии CHO-K1 

при действии одиночного проапоптотического 

пептида AC-1001 H3, одиночных токсинов, ω-

hexatoxin-Hv1a (блокатор Са-каналов L-типа) и 

ω-theraphotoxin-Hhn2a (блокатор Ca-каналов P- 

и Q-типов) и при совместном действии проап-

оптотического пептида и токсинов через 18 ч 

инкубации. Уровень апоптоза под действием 

одиночного пептида AC-1001 H3 возрастает по 

сравнению с контрольной группой, но при 

совместной инкубации этого пептида с токси-

нами уровень апоптоза снижается. Под дей-

ствием одиночных токсинов уровень апоптоза 

статистически не отличим от контроля.   

 

 

 

Рис. 1. Влияние проапоптотического пептида AC-1001 H3 в одиночной (0,35 мМ) и совместной  

инкубации с токсинами (10 нМ) на уровень апоптоза в клеточной линии CHO-K1 через 18 ч:  

* – достоверное отличие по сравнению с группой с одиночным проапоптотическим пептидом,  

# – достоверное отличие по сравнению с контрольной группой. Далее обозначения те же 

Fig. 1. Effect of the proapoptotic AC-1001 H3 peptide (0.35 mM) and toxins (10 nM)  

on the apoptosis level in CHO-K1 cells (18 hours after separate or co-intubation):  

* – difference is significant in comparison with the group treated only with the proapoptotic peptide,  

# – difference is significant in comparison with the control group. Further, the designations are the same 
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Рис. 2. Влияние проапоптотического пептида AC-1001 H3 в одиночной (0,35 мМ)  

и совместной инкубации с токсинами (10 нМ) на концентрацию активных форм кислорода  

в клеточной линии CHO-K1 через 3 ч  

Fig. 2. Effect of the proapoptotic AC-1001 H3 peptide (0.35 mM) and toxins (10 nM)  

on the ROI level in CHO-K1 cells (3 hours after separate or co-intubation)  
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Рис. 2 демонстрирует изменение уровня 

внутриклеточного оксидативного стресса  

при действии проапоптотического пептида 

AC-1001 H3 и токсинов ω-hexatoxin-Hv1a и  

ω-theraphotoxin-Hhn2a при одиночном и сов-

местном действии после 3 ч инкубации. При 

воздействии проапоптотического пептида 

происходит увеличение концентрации АФК 

по сравнению с контрольной группой, то же 

происходит и при совместной инкубации с 

токсинами. При одиночной инкубации с обо-

ими токсинами показатель концентрации, 

наоборот, опускается ниже контрольного 

уровня. 

 

 

Рис. 3. Влияние проапоптотического пептида AC-1001 H3 в одиночной (0,35 мМ)  

и совместной инкубации с токсинами (10 нМ) на уровень митохондриального потенциала  

в клеточной линии CHO-K1 через 3 ч 

Fig. 3. Effect of the proapoptotic AC-1001 H3 peptide (0.35 mM) and toxins (10 nM)  

on the mitochondrial potential level in CHO-K1 cells (3 hours after separate or co-intubation) 

 

 

На рис. 3 представлено изменение уровня 

митохондриального потенциала при действии 

проапоптотического пептида AC-1001 H3 и 

токсинов ω-hexatoxin-Hv1a и ω-theraphotoxin-в 

при одиночном и совместном действии после  

3 ч инкубации. Во всех случаях как при воздей-

ствии одного пептида AC-1001 H3, так и при 

совместной инкубации с токсинами и воздей-

ствии отдельных токсинов происходит увели-

чение уровня митохондриального потенциала 

по сравнению с контрольной группой, за ис-

ключением воздействия одиночного токсина 

ω-theraphotoxin-Hhn2a, где митохондриальный 

потенциал остается на уровне контроля.  

Обсуждение. В данном исследовании изу-

чалась возможность ингибирования апоптоза 

через блокирование проводимости кальциевых 

каналов разных типов с помощью токсинов  

ω-hexatoxin-Hv1a и ω-theraphotoxin-Hhn2a. Вы-

воды делались на основании уровня апоптоза 

и показателей связанных с ним внутриклеточ-

ных процессов, таких как концентрация ак-

тивных форм кислорода и митохондриальный 

потенциал, при воздействии проапоптотиче-

ского пептида AC-1001 H3, при одновремен-

ном действии AC-1001 H3 и токсинов и при 

действии одиночных токсинов. Проведённые 

эксперименты продемонстрировали, что ток- 
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сины способны блокировать апоптоз клеток 

линии CHO-K1, индуцируемый проапоптоти-

ческим пептидом AC-1001 H3 (рис. 1). Изучен-

ные токсины также снижали уровень есте-

ственного апоптоза в культуре клеток CHO-K1.  

В нашем исследовании апоптоз клеток 

вызывался пептидом AC-1001 H3, который 

способен индуцировать апоптоз по внутрен-

нему механизму – через активацию каспазы-9 

и индукцию активных форм кислорода [16]. 

Ранее было продемонстрировано, что в акти-

вации каспазы-9 может участвовать каспаза-

12 [20], которая в свою очередь активируется 

при посредничестве калпаина и ионов кальция 

[21]. Внутренней мишенью связывания для 

пептида AC-1001 H3 является бета-актин [20], 

который также может взаимодействовать с 

кальпаминами [22]. Таким образом, модель 

апоптоза на основе проапоптотического пеп-

тида AC-1001 H3 наиболее близко соответ-

ствует условиям, при которых может про-

явиться антиапоптотический эффект исследу-

емых токсинов, что и было продемонстриро-

вано нашими экспериментами.  

Механизм ингибирования апоптоза ток-

синами ω-hexatoxin-Hv1a и ω-theraphotoxin-

Hhn2a может быть связан с блокированием 

высвобождения ионов кальция из эндоплазма-

тического ретикуллума и, соответственно, с 

предотвращением активации каспазы-9 и кас-

пазы-12. Однако данные по влиянию токсинов 

на другие изученные параметры свидетель-

ствуют, что механизмы ингибирования апоп- 

тоза могут отличаться.  

Взаимосвязь ионов кальция и активных 

форм кислорода является двунаправленным 

процессом: с одной стороны, повышение 

уровня оксидативного стресса вызывает при-

ток ионов кальция из внеклеточной среды и из 

эндоплазматической сети, с другой – повы-

шение уровня Ca2+ активирует АФК-генери-

рующие ферменты и образование свободных 

радикалов [9]. Токсины ω-hexatoxin-Hv1a и  

ω-theraphotoxin-Hhn2a немного снижали или 

не влияли на концентрацию активных форм 

кислорода (рис. 2). В экспериментах, в кото-

рых эти токсины использовались совместно с 

проапоптотическим пептидом AC-1001 H3, 

уровень АФК был значительно выше, чем в 

контрольной группе и группе, где использо- 

вался один AC-1001 H3. Интересным является 

тот факт, что, несмотря на достаточно боль-

шое увеличение внутриклеточной концентра-

ции АФК в группах AC+Hv1a и AC+Hhn2a по 

сравнению с группой контроля и AC-1001 H3, 

уровень апоптоза оставался ниже. Обычно 

увеличение внутриклеточной концентрации 

АФК приводит к индукции апоптоза [23]. Уве-

личение концентрации АФК токсинами в при-

сутствии пептида AC-1001 H3 можно объяс-

нить тем, что ионы Са2+, поступая в митохон-

дрии, снижают выработку АФК комплексами 

I и III дыхательной цепи, соответственно, при 

блокировании этого процесса генерация АФК 

митохондриями увеличивается [24]. По наше- 

му мнению, в стрессовых условиях эти ток-

сины существенно препятствуют поступлению 

Са2+ в митохондрии, что и приводит к увеличе-

нию генерации активных форм кислорода.  

Уровень АФК в экспериментах со всеми 

токсинами коррелировал с ожидаемыми из- 

менениями митохондриального потенциала 

(рис. 3). Увеличение внутриклеточной кон-

центрации АФК сопровождается ростом ми-

тохондриального потенциала, если клетка по-

лучает сигналы выживания [25], а если в 

клетке запускаются патологические процес- 

сы, увеличение внутриклеточной концентра-

ции АФК сопровождается снижением мито-

хондриального потенциала [26]. В наших экс-

периментальных условиях токсины индуци-

ровали процессы, необходимые для выжива-

ния, и поэтому увеличение внутриклеточной 

концентрации АФК в присутствии проапопто-

тического пептида AC-1001 H3 не приводило 

к значительной гибели клеток.  

Заключение. Проведенное исследование 

продемонстрировало наличие внутриклеточ-

ных мишеней изученных токсинов, способ-

ность токсинов ω-hexatoxin-Hv1a и ω-thera- 

photoxin-Hhn2a препятствовать запуску про-

граммы апоптоза в присутствии проапоптоти-

ческого пептида AC-1001H3, а также снижать 

естественный уровень апоптоза в клеточной 

культуре CHO-K1. Влияние токсинов на внут-

риклеточные процессы, ассоциированные с 

апоптозом, отличается от действия канониче-

ских противоапоптотических стимулов. Инку-

бация клеток с токсинами приводила к росту 

внутриклеточной концентрации АФК, что 



 

Ульяновский медико-биологический журнал. № 2, 2021  
 

 

 

153 

должно индуцировать апоптотические меха- 

низмы, однако в нашем случае эффект был 

противоположным.  

Изученные токсины могут найти приме-

нение в лечении патологии, связанной с акти-

вацией апоптотических механизмов, напри-

мер при лечении атопического дерматита и 

ишемическом повреждении кардиомиоцитов 

и нейронов. 
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ANTIAPOPTOTIC POTENTIAL OF SPIDER TOXINS 

 
E.V. Yurova, E.A. Beloborodov, E.D. Tazintseva, D.E. Sugak, E.V. Rastorgueva 

 
Ulyanovsk State University, Ulyanovsk, Russia 

 
Arthropod peptide toxins rich in disulfide bonds are one of the potential sources of bioactive substances. 
Due to their structure, toxins have increased stability and are able to bind to ion channels, blocking them 
or changing the gating mechanism. Some spider toxins bind to different types of calcium channels. Calcium 
ions, in turn, play an important role in many cellular processes, namely, apoptosis. 
The aim of this paper is to investigate the effect of a number of toxins – arachnid ion-channel blockers in – 
on intracellular processes associated with the induction of apoptosis in mammalian cells. 
Materials and Methods. Toxins ω-hexatoxin-Hv1a, ω-theraphotoxin-Hhn2a were used in the study, as 
they are inhibitors of L- and P/Q-type calcium channels, respectively. Apoptosis was induced using the 
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AC-1001H3 peptide. The authors used fluorescence microscopy to study the effect of toxins on the apoptosis 
level, oxidative stress, and mitochondrial potential in CHO-K1 cells.  
Results. The authors observed that incubation of cells with toxins (10 nM) and AC-1001H3 peptide led to 
increased ROI intracellular concentration, which should have induced apoptotic mechanisms. However, 
the effect was the opposite. In addition, there was an increase in the mitochondrial potential level. Despite 
this, the used toxins blocked apoptosis caused by AC-1001H3 and reduced the natural apoptosis level in 
the CHO-K1 cells. 
Conclusion. The study demonstrated the antiapoptotic effect of some arthropod peptide toxins. The studied 
toxins can be used in the treatment of pathologies associated with the activation of apoptotic mechanisms. 
 
Keywords: apoptosis, spider toxin, peptide. 
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