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ФОРМИРОВАНИЕ, ХАРАКТЕРИСТИКА 
И IN VIVO ТЕСТИРОВАНИЕ ЛИПОСОМИРОВАННЫХ 

АНТИИДИОТИПИЧЕСКИХ АНТИТЕЛ 
К ПРОИЗВОДНЫМ МОРФИНА

В.Н. Каркищенко1, А.Г. Берзина2,*, Т.А. Климова2, Н.Б. Гамалея2, Р.А. Агельдинов1,3, 
А.Е. Кузнецов3, И.C. Корсун3, М.С. Нестеров1, Л.И. Ульянова2

1 ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий ФМБА России»
143442, Российская Федерация, Московская обл., Красногорский р-н, п. Светлые горы, 1

2 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр психиатрии и наркологии 
им. В.П. Сербского» Минздрава России

119034, Российская Федерация, Москва, Кропоткинский пер., 23
3 ФГБОУ ВО «Российский химико-технологический университет им. Д.И. Менделеева» 

125047, Российская Федерация, Москва, Миусская пл., 9

Роль искусственных мембранных структур, содержащих лекарственные вещества, значима и пер-
спективна в наши дни при разработке новых препаратов. Липосомальные препараты активно при-
меняются в медицинской практике. Они демонстрируют повышенные показатели эффективности 
и относительно низкую токсичность. Цель данной работы состояла в инкапсуляции антиидиоти-
пических антител в липосомальную композицию для улучшения их иммуногенных свойств. После 
приготовления методом дегидратации/регидратации с использованием ультразвуковой обработки 
были исследованы размер, дзета-потенциал и эффективность загрузки липосом. Были проведены 
предварительные исследования in vivo для оценки адъювантных свойств липосом, различающихся 
по своим размерам. Нагруженные липосомы наименьшего диаметра (около 110 нм) показали воз-
можность усиления иммунного ответа аналогично ответу, полученному с применением адъюванта 
Фрейнда. Эти результаты позволяют сконцентрировать внимание на возможности использования 
нагруженных антителами липосом в дальнейших исследованиях.
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Введение
Использование липосом в роли транс-

портной системы для доставки лекарствен-
ных препаратов (ЛП) является общеприз-
нанным подходом к повышению показателей 
эффективности лечения. Включение ЛП 
в состав мембранных везикул способству-
ет повышению терапевтического индекса 
лекарства и пролонгированию его дейст-
вия. Препараты на основе липосом (ЛПС) 
нашли применение, в частности, в сфере 
лечения онкологических заболеваний [9]. 
Инкапсуляция ЛП в липидные носители 

позволяет увеличить их биодоступность, 
снизить токсичность и риск развития по-
бочных эффектов, а также более эффектив-
но облегчить боль при сочетании онкопре-
паратов с местными анестетиками.
При разработке новых ЛПС большое вни-

мание уделяется физико-химическим ха-
рактеристикам липосом [6, 10]. Липосомы, 
используемые для инкапсуляции ЛП, долж-
ны иметь одинаковый размер (порядка 100–
150 нм в диаметре), обладать низким ин-
дексом полидисперсности, иметь значения 
дзета-потенциала <10–15 мВ. Эти параме-
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тры обеспечивают наиболее эффективную 
экстравазацию липосом и удерживание их 
в тканях.
Возможность использования липосом 

в качестве адъювантов в вакцинных пре-
паратах для людей исследуется достаточ-
но давно [8]. Введение водорастворимых 
антигенов, таких как белки, в липосомы 
защищает их от быстрого разрушающего 
воздействия протеаз. Благодаря этому уве-
личивается время полужизни антигенов 
в крови и обеспечивается более длительное 
взаимодействие антиген-представляющих 
клеток с иммуногеном после вакцинации. 
Липосомы используются также в новых 
РНК-вакцинах для защиты нуклеиновой 
кислоты от воздействия РНК-аз в орга-
низме с целью доставки РНК в клетки [3]. 
Адъюванты на основе липосом обычно со-
держат холестерин, лецитин, димиристоил 
фосфатидилхолин. Преимуществом таких 
адъювантов является биосовместимость 
и возможность биодеградации в организме. 
Кинетика распада микросфер зависит от их 
химического состава, она может меняться 
в зависимости от поставленных задач.
Механизм взаимодействия липосом 

с иммунной системой человека достаточ-
но подробно изучен и описан [11]. После 
процессинга и презентации антигена про-
исходит поляризация Т-лимфоцитов СD 4+, 
что в дальнейшем приводит к появлению 
В-клеток, активации CD 8+ Т-лимфоцитов 
и гуморального иммунного ответа. 
Конструкция липосом, заряд и состав 
бислоя, размер частиц — важные параме-
тры, влияющие на их адъювантные свойст-
ва. Адъювантные свойства липосом зави-
сят от способа включения в них антигена, 
которое может быть достигнуто путем ко-
валентной липидной конъюгации, неко-
валентным поверхностным связыванием, 
а также при электростатическом взаимо-
действии с липидами противоположного 
заряда или поверхностной адсорбцией. 
Было установлено, что при малых разме-

рах антигена лучшие иммунные ответы 
можно получить методом поверхностной 
адсорбции антигена на липосомах. Кроме 
того, включение иммуностимулирующих 
веществ в липосомальные композиции вак-
цин также способствует усилению иммун-
ного ответа [1].
Разработка экспериментальных подхо-

дов к иммунопрофилактике ряда заболева-
ний имеет важное практическое значение. 
Одним из актуальных направлений для ис-
следователей является изучение возможно-
сти применения иммунотерапии в лечении 
наркомании. Действие предлагаемых вак-
цин основано на блокировании наркоти-
ка до того, как он попадет в центральную 
нервную систему.
При создании вакцины от опиоидной за-

висимости нами впервые было предложено 
использование антиидиотипических ан-
тител (Ат2) к двум производным морфина 
в качестве иммуногена [2]. Ранее в экспери-
ментах на животных вакцинный препарат 
использовался в сочетании с адъювантом 
Фрейнда, значительно усиливающим им-
мунный ответ, но имеющим существенный 
недостаток — появление гранулем на месте 
инъекции. Исходя из литературных дан-
ных, использование липосом в вакцинных 
композициях не дает таких нежелательных 
побочных реакций [7, 11]. Это обстоятель-
ство, а также необходимость поиска адъ-
юванта, не влияющего на конформацию 
вариабельной части антиидиотипических 
антител (иммуногена), привело нас к из-
учению возможности использования липо-
сом в качестве безопасного и эффективного 
средства для усиления иммунного ответа 
у экспериментальных животных.

Целью настоящей работы является оп-
тимизация условий включения целевого 
антигена — антиидиотипических антител 
(Ат2) к морфину в искусственные мем-
бранные везикулы — липосомы в качестве 
перспективной системы доставки, а также 
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изучение физико-химических характери-
стик, получаемых липосом (размер, дзета-
потенциал, степень включения), и исследо-
вание оказываемого эффекта на усиление 
и специфичность иммунного ответа in vivo 
на модельном животном организме.

Материалы и методы
Материалы
В данной работе использовались сле-

дующие реактивы и материалы («Sigma-
Aldrich», США): соевый лецитин, сфин-
гомиелин из куриного яичного желтка, 
холестерол, хлорид натрия, хлорид калия, 
гидрофосфат натрия, дигидроортофос-
фат калия, соляная кислота, гидроксид на-
трия, а также диэтиловый эфир («Panreac 
Quimica S. L. U.», США), хлороформ 
(«Panreac Quimica S. L. U.», США). Все рас-
творители и реагенты были аналитической 
степени чистоты, растворы для подготовки 
проб готовили с использованием деиони-
зованной воды, полученной на установке 
для получения глубокообессоленной воды 
(модель «АКВАЛАБ» УВОИ-МФ-1812, 
«Медиана-Фильтр», Россия). Для про-
ведения и контроля всего эксперимента 
применяли оборудование, представленное 
в табл. 1.
Для включения в липосомы использо-

вали антиген — Ат2 кролика, полученные 

на основе первичных моноклональных ан-
тител мыши к двум производным морфи-
на — карбоксиметильному (КММ) и геми-
сукцинильному (ГСМ) эфирам. Ат2 были 
представлены иммуноглобулинами клас-
са G, полученными ранее из антиидио-
типической сыворотки кролика с титром 
Ат2 1х10–5, истощенной от антимышиных 
антител с помощью аффинной хромато-
графии [5].

Методы исследования
Для приготовления искусственных мем-

бранных везикул за основу была взята мето-
дика приготовления липосом, содержащих 
антиген в виде белка, способом дегидрата-
ции/регидратации [4]. Данная методика была 
адаптирована в соответствии с имеющим-
ся оборудованием. Условия формирования 
фосфолипидной мембраны, получения го-
могенной водно-масляной эмульсии с вклю-
чившейся целевой субстанцией и методом 
очистки от не включившегося белка описа-
ны в табл. 2. Концентрацию белка опреде-
ляли в соответствии с методикой, прилага-
емой к флуориметру Qubit. Распределение 
размеров липосом контроли ровалось с по-
мощью динамического рассеяния света, 
для чего пробу разбавляли в водной среде 
1:15 по объему. Результаты были зафиксиро-
ваны под углом 90° при 23–24°C на лазере 

Таблица 1. Оборудование, используемое в эксперименте
Table 1. Equipment used in the experiment

Название Модель Производитель
Лабораторные аналитические весы PA-214C OHAUS (США)

Ультразвуковой стержневой гомогенизатор LABSONIC М Sartorius AG (Германия)

Ультразвуковая ванна Elmasonic S 40H Elma Schmidbauer GmbH (Герма-
ния)

Холодильники с нижней морозильной камерой XM-6025–031 Атлант (Белоруссия)
Портативный рН-метр FG2 Mettler Toledo (США)

Анализатор размеров частиц и дзета-потенциала 
Photocor Compact-Z Фотокор (Россия)

Вортекс персональный V-1 plus BioSan (Латвия)
Микроцентрифуга 5430R Eppendorf (Германия)

Ротационный вакуумный концентратор RVC 2–25 CDplus Martin Christ Gefriertrocknungsanla-
gen GmbH (Германия)

Флуориметр Qubit 3.0 Thermo Fisher Scientifi c (США)
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с длиной волны 658 нм. Полученные данные 
были обработаны с применением программ-
ного обеспечения DynaLS. Измерение дзе-
та-потенциала проводилось методом элек-
трофоретического рассеяния света (анализ 
доплеровского сигнала) при электрическом 
поле 10 V/cm и с применением уравнения 
Смолуховского.
Сбор данных для оценки размеров и дзе-

та-потенциала полученных липосом про-
изводили в течение 1-й мин и 30 с соответ-
ственно. Анализ полученных результатов 
с использованием ПО DynaLC проводи-
ли по следующим параметрам: диапазон 
каналов обработки: 40–160, число точек 
решения 200, многопроходной алгоритм 
обработки, автоматический поиск границ 
решения.
Иммуногенность полученных липосо-

мальных препаратов Ат2 изучали на кры-
сах-самках популяции линий Wistar в воз-

расте около 4-х мес. начальной средней 
массой 300 г. Схема эксперимента пред-
ставлена в табл. 3. В каждой группе было 
по 8 животных. Условия работы с экспе-
риментальными животными соответство-
вали Приказу Минздрава России № 199н 
от 01.04.2016 «Об утверждении Правил 
надлежащей лабораторной практики» и ди-
рективе ЕС от 22.09.2010 «По охране жи-
вотных, используемых в научных целях».
Группа 1 была иммунизирована анти-

геном Ат2 без адъюванта; группа 5 — 
с адъю вантом; группы 2, 3 и 4 — липосо-
мальными препаратами Ат2 с размером 
частиц 110, 240 и 385 нм соответственно. 
Заборы крови у экспериментальных жи-
вотных осуществляли прижизненно из бе-
дренной вены. Общий гуморальный им-
мунный ответ у крыс (антитела к Ат2) 
определяли при анализе сывороток крови 
с помощью непрямого метода ИФА, исполь-

Таблица 2. Условия получения липосом
Table 2. Conditions for obtaining liposomes

Название стадии Условия Примечания

Формирование пленки Пробы упаривались на скорости 
1500 об./мин при 35°C в течение 1 ч

Использовали 15 мл пластиковые 
пробирки

↓
Ультразвуковая обработка (УЗ 

стержень)
Диспергирование в течение 15 мин 

на льду
Рабочая частота — 30 кГц

Амплитуда УЗ излучения 100 %
Ультразвуковая обработка (УЗ 

баня)
Диспергирование в течение 15 мин 

на льду Рабочая частота — 37 кГц

↓

Оценка степени включения
Центрифугирование при 

15 000 об./мин в течение 10 мин 
при комнатной температуре

Измеряли не включившийся белок 
в очищенном супернатанте

Таблица 3. Схема эксперимента по изучению иммунного ответа у крыс к препаратам Ат2 с различными адъ-
ювантами
Table 3. Scheme of an experiment to study the immune response in rats to Ab2 preparations with various adjuvants

№ группы Вводимый антиген, 
(доза, мкг/кг) Адъюванты Способ введения пре-

паратов
Забор 
крови

1

Ат2,
300 мкг/кг

без адъюванта I инъекция: п/к в 2 точ-
ки вдоль хребта через 

14 дней
II инъекция: п/к в 2 точ-
ки вдоль хребта через 

14 дней
III инъекция: п/к в 2 точки 

вдоль хребта 

35-й день 
от начала 
иммуниза-

ции 

2 липосомы, размер частиц 110 нм, 
сфингомиелин с холестерином

3 липосомы, размер частиц 240 нм, 
сфингомиелин с холестерином 

4 липосомы, размер частиц 385 нм, 
сфингомиелин с холестерином

5  с адъювантом Фрейнда
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зуя для адсорбции на твердой фазе исход-
ный антиген — Ат2 к двум производным 
морфина (КММ и ГСМ), представлявший 
собой IgG кролика в концентрации 5 мкг/мл. 
Иммунологическую специфичность образо-
вавшихся третичных (Ат3) антител в сыво-
ротках иммунизированных крыс определяли 
в ИФА с использованием в качестве антиге-
на на твердой фазе фенилазопроизводного 
морфина по 2-му атому углерода, конъюги-
рованного с лизоцимом (ФАМ-лиз.) [5].

Результаты и их обсуждение
В результате работы были получе-

ны следующие данные, представленные 
на рис. 1 и 2, в табл. 4.

Приведенные значения демонстрируют 
узкое распределение по размерам, что свиде-
тельствует о незначительной вариабельно-
сти размеров полученных частиц. Сравнение 
характеристик демонстрирует, что после об-
работки УЗ стержнем образуются везикулы 
с наименьшим размером, большим откло-
нением и процентным выходом по сравне-
нию с обработкой УЗ баней. Концентрация 
белка в пробах после финальной стадии 
показывает 50% включение целевого ан-
титела в состав везикул в обоих образцах 
с отклонением 1%. Анализ двух возможных 
методов получения липосом свидетельству-
ет о перспективах применения УЗ стержня 
для формирования везикул. Однако данный 

Рис. 1. Графическое представление результата анализа липосом, содержащих антитело, приготовленных с ис-
пользованием УЗ бани. По оси ординат — амплитуда распределения, по оси абсцисс — гидродинамический 
радиус частиц (нм).
Fig. 1. Graphical representation of the analysis of antibody-containing liposomes prepared using an ultrasound bath. 
The ordinate is the distribution amplitude, the abscissa is the hydrodynamic radius of the particles (nm).

Рис. 2. Графическое представление результата анализа липосом, содержащих антитело, приготовленных с ис-
пользованием УЗ стержня. По оси ординат — амплитуда распределения, по оси абсцисс — гидродинамический 
радиус частиц (нм).
Fig. 2. A graphical representation of an analysis of liposomes containing an antibody prepared using an ultrasound rod. 
The ordinate is the distribution amplitude, the abscissa is the hydrodynamic radius of the particles (nm).

Таблица 4. Размерное распределение используемых липосом
Table 4. Size distribution of liposomes used

Показатель Баня Стержень
Среднее значение размера целевых липосом, нм 238,1 166,4

Размер, соответствующий максимальной амплитуде пика липосом, нм 250,5 159,1
Стандартное отклонение, нм 34,35 48,22

Нормированный вклад данного размера частиц, % 34,4 77,4
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метод имеет следующие недостатки: воз-
можность перехода частиц металла со стер-
жня в целевой раствор, метод становится 
более затратным по времени и физически 
при переходе на большое количество проб, 
возможность контаминации при формирова-
нии (плохо очищенный стержень, открытый 
сосуд с раствором).
Исследование адъювантных свойств 

полученных липосом показало, что им-
мунизация крыс липосомальными препа-
ратами антител Ат2 приводит к индукции 
Ат1-подобного Ат3 иммунного ответа. 
Полученные Ат3 положительно реагирова-
ли с производным морфина — ФАМ-лиз. 
В группе 3 титр Ат3 антител был 1х10–3, 
в группах 2 и 5 титры Ат3 антител сов-
падали и были равны 2х10–3, а в группах 
1 и 4 Ат3 обнаруживались в низких ти-
трах — 1х10–2. У крыс, иммунизированных 
препаратом Ат2 без адъюванта, Ат3 антите-
ла не обнаруживались.
Оценка общего гуморального иммунного 

ответа на вводимый антиген в группах крыс 
показала, что усиление иммунного ответа 
на 35-й день от начала иммунизации про-
исходит у животных только благодаря при-
меняемым адъювантам (табл. 5). Без адъ-
юванта иммунный ответ был слабым, т. е. 
антитела к Fc-фрагменту IgG, формирую-
щиеся при введении Ат2 кролика, обнару-
живались в титре 1х10–2. По-видимому, это 

объясняется тем, что IgG кролика не явля-
ется для крыс сильным иммуногеном ввиду 
серологического родства иммуноглобули-
нов этих двух видов животных. На усиление 
иммунного ответа существенным образом 
влиял размер липосом. Как было показано 
ранее [11], размер липосом важен с точ-
ки зрения их применения. В некоторых 
случаях нужны крупные липосомы, ког-
да инкапсулируются частицы, включаю-
щие микроорганизмы, такие как бактерии. 
Однако во многих случаях предпочтитель-
ны мелкие липосомы. Это связано с тем, 
что мелкие липосомы не так быстро удаля-
ются из ретикуло-эндотелиальной системы 
(РЭС), как крупные липосомы (с размерами 
свыше 200 нм). Кроме того, крупные липо-
сомы при их внутримышечной инъекции 
не способны достичь регионарных лимфа-
тических узлов и доставить к ним вакци-
ны. Так, в наших экспериментах крупные 
липосомы с размером 385 нм практически 
не влияли на усиление иммунного ответа. 
Наилучшие адъювантные свойства про-
демонстрировали липосомы с размером 
частиц 110 нм. Титры антител в сыворот-
ках крови экспериментальных крыс были 
на уровне тех, что и в группе крыс, имму-
низированных тем же антигеном, но с при-
менением адъюванта Фрейнда — 3,2х10–4. 
Надо также отметить, что использование 
всех липосом, независимо от их размера, 

Таблица 5. Результаты тестирования сывороток крови экспериментальных крыс при проверке адъювантных 
свойств липосомальных препаратов Ат2
Table 5. The results of testing blood sera of experimental rats when checking the adjuvant properties of liposomal 
preparations of Ab2

№ группы OD492 (о. е.) * Вводимый антиген Титр антител к Ат2
1 0,25 Ат2 кролика без адъюванта 1х10–2

2 1,68 Ат2 кролика в липосомах 110 нм 3,2х10–4

3 0,94 Ат2 кролика в липосомах 240 нм 8х10–3

4 0,73 Ат2 кролика в липосомах 385 нм 4х10–3

5 2,06 Ат2 кролика с адъювантом Фрейнда 3,2х10–4

Примечание: * — в таблице представлены средние значения ОD492 для каждой группы, соответствующие 
разведению сывороток крови крыс 1:1000. В качестве контроля использована сыворотка крыс до иммунизации. 
OD492 в контроле была 0,07 о. е.
Note: * — the table shows the average OD492 values for each group corresponding to a dilution of rat blood serum 
1:1000. Serum of rats before immunization was used as a control. OD492 in the control was 0.07 ou.



15БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 4 | 8–17

не давало побочных эффектов — гранулем 
на месте инъекции. В случае применения 
адъюванта Фрейнда в местах подкожных 
инъекций у крыс наблюдались гранулемы.

Выводы
1. Сравнение двух методов формиро-

вания липосом с помощью УЗ стержня 
и УЗ бани показало, что каждый метод 
имеет свои достоинства и недостатки. УЗ 
баня демонстрирует стабильность по по-
казателям размерности и заряда, при этом 
процентное содержание сформированных 
липосом относительно низкое, а среднее 
значение величины липосом находится 
на верхней границе допустимого для наше-
го эксперимента. УЗ стержень характеризу-
ется хорошими показателями размерности 
и процентного содержания везикул, но от-
личается низким показателем стабильности 
и нейтральным зарядом.

2. Показано, что формирование липосом 
методом дегидратации/регидратации с ис-
пользованием ультразвуковой (УЗ) обра-

ботки позволяет создать липосомы малого 
размера (до 385 нм) с отрицательным зна-
чением дзета-потенциала.

3. Впервые показано, что введение анти-
идиотипических (Ат2) антител к производ-
ным морфина в липосомы малого размера 
(110 нм) способствует усилению иммунно-
го ответа у грызунов.

4. Установлено, что с увеличением диа-
метра липосом от 110 до 240 нм титр спе-
цифических третичных (Ат3) антител в ре-
зультате иммунизации уменьшается в два 
раза. Более крупные липосомы диаметром 
385 нм не обладают адъювантным дейст-
вием. Мелкие липосомы размером 110 нм 
проявляют адъювантные свойства, анало-
гичные действию адъюванта Фрейнда.

5. Использование липосомированных 
антиидиотипических антител к двум про-
изводным морфина при вакцинации крыс 
не дает побочных эффектов в виде грану-
лем на месте введения, что является выгод-
ным отличием от вакцин с применением 
адъюванта Фрейнда.
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С целью сохранения и повышения биологической эффективности комплекса биологически актив-
ных веществ (БАВ), выделенных из мускуса кабарги, изучены технологические аспекты получе-
ния субстанции стабилизированных в липидах устойчивых наночастиц, содержащих комплекс 
БАВ, и выполнена оценка ее стабильности. Установлено, что оптимальным способом получения 
является гомогенизация под высоким давлением. Разработаны режимы приготовления липосомаль-
ной формы БАВ с заранее заданными параметрами дисперсности — средним диаметром частиц 
250±100 нм, индексом полидисперсности 0,3±0,1 и дзета-потенциалом от –5 до –35 мВ. Установле-
но, что гомогенизатор высокого давления «Донор-5» позволяет получать липосомальные дисперсии 
со стандартными параметрами и степенью включения БАВ мускуса до 60%, а также обеспечивает 
минимальное окисление и гидролиз фосфолипидов (индекс окисленности 0,3). Исследования пока-
зали, что использование отечественного фосфатидилхолина является экономически оправданным и 
позволяет получать липосомальные формы надлежащего качества. Показатели качества полученной 
липосомальной субстанции охарактеризованы соответствующими методами анализа (динамическое 
светорассеяние, электронная микроскопия, гель-размерная хроматография, хромато-масс-спектро-
метрия и др.). На основании полученных результатов разработан проект спецификации на липо-
сомальную субстанцию (порошок), содержащую комплекс БАВ, выделенных из мускуса кабарги. 
Разработанную технологию получения липосомальной формы БАВ из мускуса кабарги можно мас-
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In order to preserve and increase the biological effectiveness of biologically active substances isolated from 
deer musk, we studied technological aspects of obtaining a substance of lipid-stabilized stable nanoparticles 
from deer musk. The stability of the obtained substance was evaluated. It was found that homogenization 
under high pressure is an optimal approach to obtaining biologically active substances from deer musk. The 
modes of preparation of a liposomal form of biologically active substances with predetermined dispersion 
parameters (average particle diameter 250 ± 100 nm, polydispersity index 0.3 ± 0.1, and zeta potential 
from -5 to -35 mV) were determined. It was found that the high-pressure homogenizer “Donor-5” makes it 
possible to obtain liposomal dispersions with standard parameters and the degree of inclusion of musk bi-
ologically active substances up to 60%, at the same time as providing minimal oxidation and hydrolysis of 
phospholipids (oxidation index 0.3). Our studies showed that the use of a domestic phosphatidylcholine is 
economically justifi ed and allows obtaining liposomal forms of proper quality. The quality indicators of the 
obtained liposomal substance were characterised by conventional analytical methods (dynamic light scat-
tering, electron microscopy, gel chromatography, chromatography-mass spectrometry, etc.). On the basis 
of the results obtained, a draft specifi cation was developed for a liposomal substance (powder) containing 
a complex of biologically active substances isolated from deer musk. The developed technology for ob-
taining a liposomal form of biologically active substances from deer musk can be scaled up in accordance 
with GMP requirements.
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Введение
Из пяти основных областей применения 

нанотехнологий в медицине и фармации 
в последние годы особенно интенсивно 
развиваются наноконтейнерные техноло-

гии доставки лекарств. Основной целью 
этих технологий является максимальное 
использование «фармацевтических факто-
ров» для обеспечения высокого качества 
приготовляемых лекарственных средств, 
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что совпадает со стратегической задачей 
биофармации [11], которая заключается 
в максимальном повышении эффектив-
ности лекарственных средств и снижении 
до минимума возможного нежелательного 
их действия на организм.
Наибольшую популярность среди нано-

контейнерных технологий завоевали тех-
нологии с применением липосом [1, 5, 17]. 
Благодаря своим физико-химическим свой-
ствам, мембранотропности и биосовмести-
мости липосомы в наибольшей степени со-
ответствуют всем качествам, необходимым 
для эффективной доставки функциональ-
ных молекул к месту их действия. Поэтому 
из простой модели, имитирующей клеточ-
ные мембраны, липосомы превратились 
в объект активных научных исследований 
и практического применения.
На сегодняшний день известно более 

100 липосомальных препаратов, как ком-
мерчески доступных, так и проходящих 
различные стадии клинических исследова-
ний. Об особом интересе к разработке ле-
карств в липосомальной форме свидетель-
ствуют данные реферативного сборника 
«Изобретения стран мира», где опублико-
вано более тысячи патентных документов, 
являющихся результатом изучения этого 
вопроса.
Создание липосомальных форм имеет 

большое практическое значение для разра-
ботки новых органопрепаратов в качестве 
систем эффективной доставки различных 
биологически активных веществ (БАВ), 
полученных из природного сырья, в т. ч. 
из мускуса кабарги [18].
Липосомы, что в переводе с греческо-

го означает «жировое тело», — это искус-
ственно создаваемые липидные вези-
кулы (пузырьки), состоящие из одного 
или нескольких фосфолипидных бислоёв 
толщиной 4–20 нм, разделённых водной 
фазой. Впервые они были описаны в 1965 г. 
британским учёным А. Бэнгхемом и его 
коллегами.

Для практического применения липо-
сом исключительно важно понимание 
их взаимодействия с мембраной клетки. 
Установлено, что липосома может увели-
чивать проницаемость мембраны, вызывая 
образование дополнительных каналов, про-
ходящих через неё; может прикрепляться 
(адсорбироваться) к мембране; может по-
глощаться клеткой, и в этом случае веще-
ство, принесённое ею, попадает непосред-
ственно внутрь этой клетки; мембраны 
липосомы и клетки могут сливаться друг 
с другом; клеточная мембрана и липосома 
могут обмениваться липидами [15, 16]. Т. о., 
благодаря применению липосом появился 
новый способ направленного воздействия 
на клетку, который называют «мембранной 
инженерией» [19].
В настоящее время установлены основ-

ные критические точки и их параметры 
для процесса производства липосомальных 
препаратов (рис. 1), подлежащие тщатель-
ному контролю [4]. При разработке дан-
ных технологий необходимо учитывать 
многочисленные случаи, когда эффектив-
ные и безопасные липосомальные препа-
раты, полученные в лабораторных усло-
виях, не всегда удавалось воспроизвести 
в условиях промышленного производства. 
Это связано со множеством различных 
факторов: неоднородностью липидных 
компонентов, экспозицией биохимически 
важных функциональных групп на наруж-
ной поверхности липосом, фиксированной 
толщиной водного слоя, числом липидных 
бислоёв и так далее, а также во многом за-
висит от используемого технологического 
оборудования и масштаба производства.
В настоящее время существует около 

20-ти основных способов получения ли-
посом [12, 20]. Для практического приме-
нения необходимо, чтобы разрабатываемые 
технологии позволяли сочетать стандарт-
ность состава и стабильность получаемых 
липосом, минимальное окисление и гидро-
лиз фосфолипидов, сохранность вводимого 
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лекарственного препарата с высокой про-
изводительностью и простотой способа 
их получения. Существенное значение 
имеет наличие стандартного промышлен-
ного оборудования и получение препарата 
в асептических условиях в закрытом ре-
жиме, а также возможность регулирования 
и контроля основных параметров в ходе 
технологического процесса валидации.
Поскольку мускус кабарги представ-

ляет собой сложнейший комплекс, со-
стоящий не только из белков, пептидов, 
простых и сложных липидов, стероидов, 
восков, ароматических соединений, слож-
ных эфиров холестерина, но и включа-
ет в себя целые клетки, кусочки тканей, 
шерстинки, песчинки и др. посторонние 
примеси, многие способы липосомиро-
вания для этого биологического объекта 
не применимы. Поэтому для получения 
липосом, содержащих БАВ из мускуса, 
из существующих на сегодняшний день 
технологий был выбран, как наиболее 
перспективный, способ гомогенизации 
под высоким давлением.
Выбор этого метода для получения ли-

посом определяется его высоким гомоге-
низирующим эффектом, возможностью 
максимально сохранить биологическую 
активность липосомируемых компонентов, 
скоростью и производительностью процес-
са липосомирования, а также возможно-

стью масштабирования технологии в даль-
нейшем.
Необходимость создания отечественных 

устройств для приготовления специализи-
рованных гомогенных высокодисперсных 
эмульсий и липосомальных дисперсий 
медико-биологического назначения была 
обусловлена возрастающей потребностью 
в них в медицине, фармакологии и биотех-
нологии в последние десятилетия прошло-
го века. Одним из основных разработчиков 
данного оборудования был талантливый 
изобретатель Капцов В.В. (Институт био-
химии клетки РАН, г. Пущино). С помо-
щью созданного им гомогенизатора высо-
кого давления (ГВД) «Донор» [7, 21] в этом 
институте впервые в мире был разработан 
искусственный кровезаменитель с газо-
транспортной функцией «Перфторан».
Дисперсность, или размер липосом в зна-

чительной степени влияет на скорость 
элиминации и характер распределения ле-
карственных веществ в организме, их кон-
центрацию в биологических жидкостях 
и тканях. Эти показатели являются важным 
параметром, который определяет механизм 
интернализации клеток [14]. Показано, 
что частицы диаметром менее 200 нм вво-
дятся в клетки с помощью клатрин-опосре-
дованного эндоцитоза, а частицы размером 
200–500 нм поступают через кавеоло-опос-
редованный эндоцитоз [24]. Установлено, 
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Рис. 1. Основные критические стадии процесса производства липосомальных препаратов и их параметры.
Fig. 1. Main stages in the production of liposomal preparations and their parameters.
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что частицы диаметром более 200 нм могут 
активировать систему комплемента в ор-
ганизме человека и удаляться из кровото-
ка купферовскими клетками. Кроме того, 
во время фильтрации в селезёнке захваты-
ваются частицы, размер которых превыша-
ет 200–250 нм, а во время печёночной филь-
трации задерживаются частицы диаметром 
более 150 нм.
Таким образом, липосомы меньшего диа-

метра имеют преимущество перед липосома-
ми больших размеров, поскольку они могут 
избегать фагоцитоза клетками ретикулоэн-
дотелиальной системы и способны легко 
проникать в межклеточное пространство. 
Однако необходимо учитывать, что частицы 
размером менее 100 нм имеют высокую тен-
денцию к образованию кластеров и агрега-
тов, которые в дальнейшем могут приводить 
к эмболизации и вызывать инсульты, инфар-
кты миокарда и др. осложнения.
Субстанцию липосом, содержащую БАВ 

из мускуса кабарги, планируется применять 
для производства пероральных препаратов 
трансмукозального введения. Известно, 
что в этом случае БАВ попадают непосред-
ственно в большой круг кровообращения 
в обход желудочно-кишечного тракта и ми-
нуя метаболизм первого прохода в печени. 
Их абсорбция осуществляется посредст-
вом пассивной диффузии через мембраны 
и по скорости в единицу времени превы-
шает пероральный приём в 3–10 раз, усту-
пая только подкожным инъекциям. Это 
позволяет использовать меньшее количе-
ство действующего вещества при одной 
и той же биодоступности или увеличивать 
эффективную действующую концентра-
цию. В связи с этим в ходе работы плани-
ровалось добиться оптимального размера 
основной фракции липосом в эксперимен-
тальных образцах субстанции в диапазоне 
250±100 нм.

Целью настоящей работы являлась раз-
работка технологии получения стабилизи-

рованных в липидах устойчивых наноча-
стиц, содержащих комплекс биологически 
активных веществ, выделенных из мускуса 
кабарги, с помощью гомогенизации при вы-
соком давлении.

Материалы и методы
Для получения липосом в ходе экспери-

мента в качестве сырья были использова-
ны 70% фосфатидилхолин (производство 
«АЛМ», Россия) и 80% фосфатидилхолин 
(производство «Липоид», Германия), а так-
же концентрат БАВ из мускуса кабарги (ТУ 
01.49.24-001-58709973-2017).
Получение липосом осуществляли с по-

мощью отечественного гомогенизатора 
высокого давления в последней модифи-
кации «Донор-5» (рис. 2). Перед началом 
гомогенизации диспергируемые компо-
ненты приготавливаемого продукта после 
предварительного перемешивания в меха-
ническом смесителе заливаются в расход-
ную ёмкость. Из неё они поступают в экс-
трузионную камеру (гомогенизирующее 
устройство), в которой они продавливаются 
через микрощель из области высокого дав-
ления (от 40 до 1000 МПа) в область нор-
мального атмосферного давления.
Процессы диспергирования, гомогени-

зации или дезинтеграции осуществляются 
за счет резкого падения давления и дейст-
вия гидродинамических сил турбулентного 
потока, возникающих в области микроще-
ли. Капли или частицы, испытывая усилия 
растягивания и среза, дробятся на части. 
Величина давления характеризует степень 
этих усилий и служит основным техноло-
гическим показателем трудоемкости про-
цесса. Процесс повторяется несколько раз 
до достижения необходимого качества про-
дукта, в т. ч. величины липосом.
По своим технологическим параметрам 

гомогенизатор «Донор-5» превосходит все 
серийно выпускаемые отечественные и за-
рубежные аналоги. К его основным преи-
муществам относятся:
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- высокая степень разрушения клеток 
и тканей;

- высокая дисперсность конечных про-
дуктов и широкий диапазон величины ча-
стиц (от 10 нм до 10 мкм);

- высокая производительность (до 25–
30 л/ч), возможность приготовления малых 
порций продукта (100–200 мл), а также 
независимого приготовления двух продук-
тов одновременно;

- отсутствие окисляющего действия 
на компоненты продуктов;

- быстросъемность и автоклавируемость 
гомогенизирующих узлов (головок), обес-
печение стерильного получения конечных 
продуктов;

- отсутствие загрязнения продукта меха-
нического примесями;

- широкий диапазон регулирования дав-
ления, температуры и производительности;

- визуализация основных параметров 
технологического процесса и возможность 
его валидации;

- соответствие нормам GMP;
- небольшие габариты и масса.
Изучение подлинности (наличия липо-

сом) проводили в ФБУН «Государственный 
научный центр прикладной микробиологии 
и биотехнологии» (г. Оболенск) методом 
негативного контрастирования в трансмис-
сионном электронном микроскопе Tecnai 
G2 Spirit bioTWIN (фирма «FEI», США) 
при ускоряющем напряжении 120 кВт 
и увеличениях от 5000 до 80 000 крат. 
Электронно-микроскопические изобра-
жения полей каждого образца, усеянных 

Рис.  2. Внешний вид гомогенизатора высокого давления «Донор-5».
Fig. 2. External view of the high-pressure homogenizer “Donor-5”.

С.Л. Люблинский, И.Н. Люблинская, Е.М. Колоскова, А.М. Азизов, В.Н. Каркищенко, М.С. Нестеров, 
А.В. Капцов, Р.А. Агельдинов, В.Н. Герасимов, Д.В. Гриненко

«Технологические аспекты получения субстанции стабилизированных в липидах устойчивых 
наночастиц, содержащих комплекс биологически активных веществ, выделенных из мускуса кабарги»



МЕТОДЫ И ТЕХНОЛОГИИ БИОМЕДИЦИНСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ | 
METHODS AND TECHNOLOGIES OF BIOMEDICAL RESEARCH

24 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 4 | 18–37 

липосомами, фотографировали с разных 
участков (25–30 участков) экрана микро-
скопа с помощью программы FEI Digital 
Micrograph, выбирая при этом всегда слу-
чайные поля. Полученные изображения ли-
посом были проанализированы и обработа-
ны с помощью программного обеспечения 
Tecnai Imaging & Analysis (фирма «FEI», 
США).
Для определения размера липосом, ин-

декса полидисперсности и дзета-потенци-
ала использовался метод динамического 
рассеяния света (ДРС) с помощью лазерно-
го корреляционного спектрометра Photocor 
Compact-Z с применением программного 
обеспечение Photocor Software [26].
Индекс окисленности липидов в составе 

липосом определялся фотометрическим 
методом при 232 нм [2]. Определение об-
щего белка проводили по методу Бредфорда 
без предварительного осаждения белка в со-
ответствии с ГФ РФ, ЩФС. 1.2.3.0012.15 
«Определение белка».
Количественное определение БАВ 

из мус куса кабарги и процент их включе-
ния в липосомы проводилось методами, 
разработанными ФМБА России [8].
Молекулярно-массовое распределение 

липосомальной дисперсии оценивали мето-
дом гель-размерной хроматографии (ГРХ) 
высокого разрешения на жидкостном изо-
кратическом хроматографе среднего дав-
ления NGC Discovery («Bio-Rad», США). 
Степень включения БАВ из мускуса кабар-
ги в липосомы определяли методом хро-
мато-масс-спектрометрии высокого разре-
шения ВЭЖХ–МС ВР 1290 QTOF 6545 XT 
(«Agilent Technologies», США) для фрак-
ций, собранных после гель-размерной хро-
матографии. Маркерными компонентами 
включения выбраны стероидная фракция, 
холестерин и общий белок.

Результаты и их обсуждение
При разработке технологии получения 

липосом, содержащих БАВ из мускуса 

кабарги, учитывались доступные отече-
ственные и зарубежные информационные 
материалы, собственный практический 
опыт, а также технологические принципы 
получения липосомальных лекарственных 
препаратов в условиях GMP [13].
В ходе эксперимента предварительно 

подготовленные 10% водные р-ры фосфо-
липидов и БАВ из мускуса кабарги в со-
отношении 5:1 подвергали гомогенизации. 
Получение липосом на гомогенизаторе 
высокого давления производили в течение 
9-ти циклов по 3–5 мин каждый при темпе-
ратуре 33±3 °C, с постепенным повышени-
ем давления от 20 до 90 МПа. В процессе 
гомогенизации постоянно контролировался 
гидродинамический диаметр образующих-
ся липосом. Его определение проводилось 
с помощью анализатора размера частиц 
«Photocor Mini» методом лазерной дифрак-
ции света (638 нм).
Указанный параметр определяли после 

проведения каждого цикла, следя за тем, 
чтобы диаметр липосом уменьшался с ка-
ждым циклом. Это позволяет оперативно 
выявить нарушения регламентируемых 
параметров процесса: температуры, зна-
чения рН, ионной силы, давления и др. 
При достижении частицами среднего 
размера 250±100 нм гомогенизацию за-
вершали. В липосомальную дисперсию 
добавляли криопротектор и высушивали 
с помощью лиофилизации.
Для лучшего понимания процесса полу-

чения липосом следует отметить, что дис-
персными системами являются гетероген-
ные системы из двух или большего числа 
фаз с сильно развитой поверхностью разде-
ла между ними. Обычно одна из фаз обра-
зует непрерывную дисперсионную среду 
(в нашем случае это водно-солевой буфер-
ный р-р), в объёме которой распределена 
дисперсная фаза (или несколько дисперс-
ных фаз) в виде мелких кристаллов, твёр-
дых аморфных частиц, капель или пузырь-
ков (в т. ч. липосом).



25БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 4 | 18–37

В грубодисперсных системах частицы име-
ют размеры от 1 мкм и выше (удельная по-
верхность — не более 1 м 2/г), а в тонко- (высо-
ко-) дисперсных, или коллоидно-дисперсных, 
системах — от 1 нм до 1 мкм (удельная по-
верхность достигает сотен м 2/г) [6].
Нередко в научной литературе встреча-

ются выражения «суспензия липосом», 
«липосомальная эмульсия», что приме-
нительно к сложной структуре липосом 
не совсем верно. Так, согласно ГФ ХIII, су-
спензия представляет собой гетерогенную 
дисперсионную систему, содержащую 
одно или несколько твёрдых действующих 
веществ, распределённых в жидкой ди-
сперсионной среде, а эмульсия — гетеро-
генную двухфазную дисперсную систему 
с жидкой дисперсной фазой и жидкой ди-
сперсионной средой. Липосомы являются 
одной из разновидностей коллоидно-дис-
персных систем, а именно липосомальной 
дисперсией.
Помимо структуры, липосомальную ди-

сперсию от обычных крупнодисперсных 
жировых эмульсий отличают меньшие раз-
меры частиц, меньшая вязкость, огромная 
суммарная площадь контакта со средой, 
большая устойчивость (т. е. не требует-
ся введение стабилизатора-эмульгатора), 
от наноэмульсий — состав, а от грубых, 
быстро оседающих суспензий с низкой ки-
нетической устойчивостью — условия вы-
сокодисперсности.
На стадии разработки и получения ли-

посомальной лекарственной формы (ЛФ) 
очень важна характеристика и оценка аг-
регативной и кинетической (седимента-
ционной) устойчивости (стабильности) 
полученного продукта [3]. Различная 
диспергируемость частиц мускуса при оди-
наковых условиях измельчения определя-
ется их структурой, механической проч-
ностью и механизмом диспергирования 
в различных экстрагирующих буферных 
растворах. Этот процесс чрезвычайно ва-
жен не только для полноты извлечения био-

логически активных компонентов, но и для 
проведения при необходимости дальней-
шего их выделения и очистки.
Таким образом, одним из основных по-

казателей, определяющим подбор техноло-
гического оборудования для дальнейшего 
производственного процесса получения 
липосом и последующую биологическую 
активность фармацевтической субстанции 
на основе мускуса кабарги, является сте-
пень дисперсности получаемой суспензии 
(средний размер частиц и их распределение 
по размерам).
Несомненную практическую значимость 

на стадии разработки и получения липосо-
мальной ЛФ представляет характеристика 
и оценка устойчивости полученного про-
дукта по трём основным показателям — 
размеру везикул, индексу полидисперсно-
сти и дзета-потенциалу [22, 23, 25, 27].
Размер липосом применяется как основ-

ной показатель качества, определяющий 
стабильность производимой субстанции 
и её биодоступность. Это обусловлено 
тем, что изменение дисперсности влияет 
на агрегатное состояние дисперсной фазы. 
Необходимо отметить естественное стрем-
ление липосом к формированию более 
крупных структур (конъюгатов, агломера-
тов и т. п.). К этому их принуждают силы 
поверхностной активности, не уравнове-
шенные внутренним состоянием атомарно-
молекулярного взаимодействия.
Размер частиц зависит от двух основных 

факторов — компонентного состава (кон-
центрации и свойств активного и вспомога-
тельных веществ) и технологии получения. 
На размер липосом влияет также концен-
трация и соотношение твёрдых и жидких 
липидов. Отмечено, что увеличение об-
щей концентрации липидов, а также доли 
твердых липидов в составе относительно 
жидких способствует увеличению размера 
липосом.
Пример отображения эксперименталь-

ных данных о количественном распределе-
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нии размеров липосом, полученных с по-
мощью анализатора «Photocor», приведён 
на рис. 3 и 4. В липосомальной дисперсии 
мускуса кабарги, на основе 70% и 80% фос-
фатидилхолина, 95,9% составляют частицы 
с размером 131±30 нм и 92,7% соответст-
венно 120±28 нм. Сравнение результатов 
свидетельствует о том, что применение оте-
чественного фосфатидилхолина позволяет 
получать липосомы необходимого качества.
Результаты исследования восстановлен-

ных образцов сублимированных липосом 
(табл. 1) подтверждают, что размеры ча-
стиц после повторного растворения в воде 
не изменяются.
В большинстве наномолекулярных и на-

нодисперсных систем молекулы и части-
цы неодинаковы. При описании свойств 
систем необходимо использовать функции 
распределения частиц по их параметрам, 
т. е. при исследовании реальных систем 
учитывать их полидисперсность, т. к. мо-
нодисперсные приближения могут приво-
дить к неверным заключениям о свойствах 
частиц. Ширину распределения частиц 
по размерам характеризуют по индексу 
полидисперсности (polydispersity index — 
PDI).
Значения PDI ранжируются от нуля 

до единицы. Чем ближе значение PDI 
к нулю, тем частицы более гомогенные. 
Как и размер частиц, значение PDI зависит 
от состава продукта и способа получения 
липосом и является очень чувствительным 
к присутствию агрегатов или загрязнений 
(пыли, инородных объектов). Ожидаемое 
значение PDI для монодисперсных образ-
цов не должно превышать 0,5.
Экспериментальные данные, полученные 

с помощью анализатора «Photocor» и при-
ведённые в табл. 1, показывают, что этот 
параметр в экспериментальных образцах 
липосомальной субстанции соответствует 
установленной норме.
Дзета (Z)-потенциал — один из основных 

параметров, влияющих на стабильность 

дисперсных систем. Он является важней-
шим индикатором поверхностного заря-
да липосом и мерой электростатического 
взаимодействия (отталкивания или притя-
жения) между частицами. Согласно физи-
ческой теории устойчивости коллоидных 
систем ДЛФО (теория Дерягина, Ландау, 
Фервея и Овербека), стабильность кол-
лоидных систем определяется двойным 
электрическим слоем (т. н. «энергетиче-
ским барьером») и образованием ван-дер-
ваальсовых сил, которые обуславливают 
приближение частиц друг к другу. Если 
этот энергетический барьер, представлен-
ный силами отталкивания, будет преодо-
лён за счёт сил Ван-дер-Ваальса, частицы 
будут взаимодействовать друг с другом 
и слипаться, что является нежелательным 
для липосомальных систем доставки раз-
личных ЛВ. Кроме того, измерение дзета-
потенциала — одна из возможностей со-
кращения периода проверки стабильности 
липосомальных ЛВ за счёт уменьшения 
длительности и затрат на тестирование 
и увеличение срока хранения.
Экспериментальные данные, полученные 

с помощью анализатора «Photocor» и при-
ведённые в табл. 1, показывают, что дзе-
та-потенциал в образцах липосомальной 
субстанции соответствует установленной 
норме.
Свойства липосом во многом определя-

ются жирнокислотным составом и химиче-
ским состоянием липидов, входящих в их 
состав. Основным деструктивным процес-
сом в липидах является окисление, поэтому 
они должны быть минимально окислены 
по двойным связям. Обнаружено, что в про-
цессе хранения липосомального препарата 
pH среды в контроле снижается. Это объ-
ясняется тем, что в процессе окисления 
липидов наблюдается возрастание концен-
трации карбоновых кислот, детектирова-
ние которых проводят фотометрически. 
Существуют экспериментально подтвер-
жденные рекомендации о том, что для по-
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Рис. 3. Среднее интегральное значение размера частиц 10% исходного р-ра липосом мускуса кабарги, получен-
ных на основе 70% фосфатидилхолина (Россия).
Fig. 3. Mean integral value of the particle size of a 10% precursor solution of musk liposomes obtained on the basis of 
70% phosphatidylcholine (Russia).
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Рис. 4. Среднее интегральное значение размера частиц 10% исходного р-ра липосом мускуса кабарги, получен-
ных на основе 80% фосфатидилхолина (Германия).
Fig. 4. Mean integral value of the particle size of a 10% precursor solution of musk liposomes obtained on the basis of 
80% phosphatidylcholine (Germany).
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лучения липосом необходимо применять 
фосфолипидное сырье с индексом окис-
ленности не выше 0,5. С целью предотвра-
щения и замедления процессов окисления 
не только фосфолипидов бислоя липосом, 
но и большого числа различных БАВ ли-
пидной природы, содержащихся в мускусе 
кабарги, в состав липосом были добавлены 
антиоксиданты (антиокислители и ингиби-
торы окисления).
При отработке получения липосом ме-

тодом гомогенизации под высоким давле-
нием было установлено (табл. 1), что ин-
дексы окисленности экспериментальных 
образцов отличаются незначительно 
(от 0,28 до 0,34) и соответствуют заданно-
му параметру.
На этапе первичной оценки липосомаль-

ной формы необходимо удостовериться, 
что в её составе действительно присутству-
ют липосомы. Основным методом опреде-
ления присутствия липосом и морфологии 
их поверхности является электронная ми-

кроскопия, которая единовременно предо-
ставляет информацию о форме, структуре 
и размере липосом.
На рис. 5 приведен снимок, полученный 

с помощью электронной микроскопии, 
на котором хорошо видны микронных раз-
меров частицы исходного концентрата му-
скуса до его гомогенизации и липосомиро-
вания.
Исследования в электронном микро-

скопе структуры дисперсии липосом, со-
держащих БАВ мускуса, до лиофильной 
сушки показали, что липосомы в образце 
представляют собой везикулы регулярной 
округлой, овальной и очень редко капле-
видной формы диаметром от 50 до 1000 нм 
(рис. 6). При этом липосомы диаметром 
от 50 до 200 нм составляют около 60% 
от всех липосомальных частиц в образце 
(рис. 7).
Во внутренней структуре липосом видны 

мелкие образования нерегулярной формы 
с разной электронно-оптической плотно-

Таблица 1. Размер, вариабельность и дзета-потенциал частиц в восстановленных образцах липосомальной суб-
станции мускуса
Table 1. Particle size, variability, and zeta potential in reduced musk liposomal substance samples

Показатели Норма Образец № 1 Образец № 2
Размер частиц, нм 250±100 175 (75%) 240 (65%)

Индекс полидисперсности менее 0,5 0,33 0,32
Дзета-потенциал, мВ –5…–35 –25 –33
Индекс окисленности не более 0,5 0,31 0,34

Рис. 6. Микрофотография липосом в исходной липосо-
мальной дисперсии.
Fig. 6. Micrograph of liposomes in the precursor 
liposomal dispersion.

Рис. 5. Микрофотография частиц исходного концен-
трата мускуса кабарги.
Fig. 5. Micrograph of particles of the precursor deer musk 
concentrate.
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стью диаметром 5–20 нм — по всей вероят-
ности, частицы БАВ мускуса.
На микрофотографиях (рис. 6 и 8) пред-

ставлены данные о морфологии и гидро-
динамическом диаметре (размере) частиц 
двух восстановленных в воде липосо-
мальных образцов мускуса, полученных 
при помощи гомогенизации под высоким 
давлением. На них чётко видны отдель-
ные моноламеллярные липосомы сфе-
рической формы. Липосомы размером 
от 100 до 300 нм хорошо окрашены гидро-
фильными (внутренний объем везикул) 
и гидрофобными (пространство внутри 
бислоя везикул, образованного фосфолипи-
дами) компонентами, входящими в состав 
мускуса кабарги. Диаграммы распределе-

ния частиц по размерам (рис. 7 и 9) также 
показывают, что основная фракция липо-
сом представлена частицами с диаметром 
около 200 нм. Важно подчеркнуть, что эти 
данные хорошо коррелируют с результата-
ми, полученными с помощью анализатора 
размеров частиц (табл. 2).
Изображения на рис. 8 и 10 свидетельст-

вуют, что липосомальная форма субстан-
ции сохраняется и после восстановления 
лиофилизированного порошка липосом 
мускуса.
Необходимо отметить, что возможны 

основные четыре пути включения БАВ 
в липосомы: водорастворимые вещества 
включаются во внутренний водный объ-
ём, в гидрофобную область бислоя, адсор-
бируются на поверхности либо химиче-
ски связываются с компонентами бислоя. 
Возможна также комбинация способов 
включения, особенно для БАВ из мускуса, 
который содержит огромный спектр орга-
нических соединений гидрофильной и ги-
дрофобной природы.
В составе мускуса можно выделить три 

группы соединений с наиболее выражен-
ным биологическим эффектом: стероидные 
компоненты, жирные кислоты, пептиды 
и белки [8, 9, 10]. Поэтому продолжение 
исследований по разработке методов коли-
чественной оценки включения основных 

<0.2 
57%

0.2- 0.5 
32%

<0.2 

>1 

0.5-1 7%
>1 4%

0.5-1 

0.2-0.5 

Рис. 7. Распределение частиц в исходной липосомальной дисперсии.
Fig. 7. Particle distribution in the precursor liposomal dispersion.

Рис. 8. Микрофотография восстановленных липосом 
(образец № 1).
Fig. 8. Micrograph of reduced liposomes (sample No. 1).
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фармацевтически активных компонентов 
мускуса в липосомы является актуальным.
Изучение основных параметров, характе-

ризующих качество липосомальной субстан-
ции (подлинность, процент включения БАВ 
и их количественное определение), проведен-
ное в ФГБУН «Научный центр биомедицин-
ских технологий ФМБА России» (табл. 2), 
свидетельствует о том, что более 60% БАВ 
из мускуса кабарги включается в липосомы.
На основании вышеизложенных лите-

ратурных данных, результатов собствен-
ных исследований (рис. 11–13), а также 
«Требований к показателям качества и ис-
следованию лекарственных средств на ос-
нове липосом, мицелл и лекарственных 
средств, содержащих покрытие из нано-
частиц» разработан проект спецификации 

(табл. 2) на липосомальную субстанцию 
(порошок), содержащую комплекс БАВ, 
выделенных из мускуса кабарги (рис. 14).
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Рис. 9. Распределение частиц по размерам в р-ре восстановленных липосом (образец № 1).
Fig. 9. Particle size distribution in a solution of reduced liposomes (sample No. 1).
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Рис. 10. Микрофотография восстановленных липосом 
(образец № 2).
Fig. 10. Micrograph of reduced liposomes (sample No. 2).
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Рис. 11. Распределение частиц по размерам в растворе восстановленных липосом (образец № 2).
Fig. 11. Particle size distribution in a solution of reduced liposomes (sample No. 2).
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Рис. 12. Препаративная гель-размерная хроматограмма р-ра липосом мускуса кабарги.
Fig. 12. Preparative gel-size chromatogram of the deer musk liposome solution under study.
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Рис. 13. Типичная ВЭЖХ-УФ хроматограмма компонентов БАВ липосом мускуса кабарги.
Fig. 13. Typical HPLC-UV chromatogram of biologically active substances of deer musk liposomes.

Рис. 14. Экспериментальный образец липосомированной субстанции мускуса.
Fig. 14. Experimental sample of the liposomal musk substance under study.
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Таблица 2. Проект спецификации на липосомальную субстанцию (порошок), содержащую комплекс БАВ, выде-
ленных из мускуса кабарги
Table 2. Draft specifi cation for a liposomal substance (powder) containing a complex of biologically active 
substances isolated from musk of musk deer

Показатель Метод Норма

Описание Органолептический
ГФ XIII, ОФС 1.1.0006.15, ч. 1 

Лиофилизированный аморфный порошок светло-
коричневого цвета с характерным запахом и вкусом 

мускуса 

Растворимость
ГФ РФ XIII,

ОФС 1.2.1.0005.15, ч. 1,
с. 531

Мало растворим в воде, мало растворим в спирте 
96%, практически не растворим в гексане

Подлинность:
- присутствие липосом;

- наличие БАВ мускуса

Электронная микроскопия (метод 
негативного контрастирования)

ГХ–МС (ГХ-ПИД)

ВЭЖХ-УФ

Моноламеллярные липосомы сферической формы

Время удерживания основных пиков на хромато-
грамме испытуемого р-ра должно соответствовать 
времени удерживания основных пиков на хрома-
тограмме стандартного образца липосом мускуса 

кабарги

Время удерживания основных пиков на хромато-
грамме испытуемого р-ра должно соответствовать 
времени удерживания основных пиков на хрома-
тограмме стандартного образца липосом мускуса 

кабарги

Размер частиц
ГФ ХII, ч. 2

Фотодинамическое и лазерное 
светорассеяние

50–500 нм

Индекс полидисперс-
ности

Фотодинамическое и лазерное 
светорассеяние 0,5±0,1

Дзета-потенциал Динамическое светорассеяние – 5…–35 мВ
Степень включения БАВ 

мускуса Гель-хроматография ВЭЖХ–МС Не менее 50%
Не менее 50%

Индекс окисленности Спектрофотометрия Не более 0,5

рН
ГФ РФ,

ОФС 1.1.0006.15 (потенциометри-
ческий метод)

От 6,0 до 8,0 (1% р-р)

Вода ГФ РФ, ОФС 1.2.3.0002.15 Не более 5,0%

Общий белок
ГФ РФ, ОФС. 1.2.3.0012.15

Метод Бредфорд (колориметри-
ческий)

Не более 4%

Сульфатная зола ГФ РФ, ОФС 1.2.2.2.0014.15 Не более 5,0%
Тяжелые металлы ГФ РФ, ОФС 1.2.2.2.0012.15 Не более 0,002%

Остаточные органиче-
ские растворители ГХ РФ

Этанола — не более 0,5%;
изопропилового спирта — не более

0,5%
Микробиологическая 

чистота ГФ РФ, ОФС. 1.2.4.0002.15 Категория 3.2

Количественное
определение ВЭЖХ Не менее 90,0% и не более 110,0% в пересчете 

на безводное вещество
Хранение В сухом защищенном от света месте при температуре не выше 20 °C

Срок годности Устанавливается
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Выводы
1. Гомогенизация под высоким давлени-

ем является оптимальным способом полу-
чения стабилизированных в липидах устой-
чивых наночастиц, содержащих комплекс 
БАВ, выделенных из мускуса кабарги.

2. На основании проведённых исследо-
ваний разработаны режимы приготовле-
ния липосомальной формы БАВ с заранее 
заданными параметрами дисперсности 
(средним диаметром частиц 250±100 нм, 
индексом полидисперсности 0,3±0,1 и дзе-
та-потенциалом от –5 до –35 мВ).

3. Гомогенизатор высокого давления 
«Донор-5» позволяет получать липосо-
мальные дисперсии со стандартными па-
раметрами и степенью включения БАВ 

мускуса до 60%, а также обеспечивает ми-
нимальное окисление и гидролиз фосфоли-
пидов (индекс окисленности 0,3).

4. На основании полученных результатов 
разработан проект спецификации на липо-
сомальную субстанцию (порошок), содер-
жащую комплекс БАВ, выделенных из му-
скуса кабарги.

5. Использование отечественного фосфа-
тидилхолина является экономически оправ-
данным и позволяет получать липосомаль-
ные формы надлежащего качества.

6. Разработанную технологию получения 
липосомальной формы БАВ из мускуса ка-
барги можно масштабировать в соответст-
вии с требованиями GMP.
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ВЛИЯНИЕ АДАПТОГЕНОВ ЖИВОТНОГО ПРОИСХОЖДЕНИЯ 
НА МИКРОЦИРКУЛЯТОРНОЕ РУСЛО У КРЫС

А.А. Блажко1,*, И.И. Шахматов1, В.М. Вдовин1, Ю.А. Бондарчук1, Н.А. Лычева2, 
С.В. Москаленко1, И.Н. Манаева1

1 ФГБОУ ВО «Алтайский государственный медицинский университет» Минздрава России
656038, Российская Федерация, Алтайский край, Барнаул, просп. Ленина, 40

2 ФГБУН «Институт эволюционной физиологии и биохимии им. И.М. Сеченова» РАН
194223, Российская Федерация, Санкт-Петербург, просп. Тореза, 44

Продукты пантового оленеводства являются адаптогенами животного происхождения, которые 
могут усиливать физическую и умственную работоспособность организма. Продукты на основе 
крови марала и гистолизата из их половых органов имеют более значимый тонизирующий эффект. 
Исследования выполнялись на 40 белых самцах крыс Wistar массой 230±20 г. Животных раздели-
ли на 3 группы: интактная группа (n=20); контрольная группа (n=10); экспериментальная группа 
(n=10). Крысы экспериментальной группы принимали «Пантогематоген (Лубяньгем)» (2 мл на 100 г 
массы тела) в течение 30-ти дней, контрольная группа животных принимала водный раствор доба-
вок концентрата, интактные животные принимали воду в том же объеме. На 31-й день эксперимента 
у всех животных проводилось исследование показателей микроциркуляции методом лазерной доп-
плеровской флоуметрии. У крыс экспериментальной группы, принимавших концентрат в течение 
30-ти дней, отмечалось повышение модуляции кровотока на 97% (р=0,006), повышение амплитуды 
эндотелиальных колебаний на 71% (р=0,007) и повышение амплитуды вазомоторных волн на 45% 
(р=0,019) относительно интактных животных, что свидетельствует об увеличении интенсивности 
функционирования «активных» механизмов регуляции микроциркуляции.

Ключевые слова: микроциркуляция, флоуметрия, пантовое оленеводство
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IMPACT OF ADAPTOGENS OF ANIMAL ORIGIN 
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Velvet antler products are adaptogens of animal origin, capable of increasing the physical and mental capac-
ity of the body. It is known that the velvet antler products based the maral blood and a histolysate obtained 
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from the genitals of males exhibit a more pronounced revitalizing effect. Experiments were conducted on 
40 mature white male Wistar rats weighing 230±20 g, divided into 3 groups: intact group (n=20); control 
group (n=10); experimental group (n=10). The experimental group received a concentrate Pantohematogen 
(Lubyan’gem) at a dose of 2 ml per 100 g of body weight for 30 days; the control group – an aqueous 
solution of concentrate additives; the intact animals – water in the same volume. On the 31st day of the 
experiment, the microcirculation indicators of all animals were studied by laser doppler fl owmetry. In com-
parison with intact animals, the rats of the experimental group receiving the concentrate for 30 days showed 
an increase in the blood fl ow modulation by 108% (p=0.006), in the amplitude of endothelial fl uctuations 
by 71% (p=0.006), and in the amplitude of vasomotor waves by 45% (p=0.024). This indicates an intensi-
fi cation of the “active” mechanisms of microcirculation regulation. 
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Введение
Микроциркуляторное русло является 

важнейшим звеном сердечно-сосудистой 
системы, которое выполняет транспорт-
ную функцию и транскапиллярный обмен. 
Регуляторные механизмы функциониро-
вания зоны микроциркуляции определяют 
эффективность процесса адаптации все-
го организма к физическим тренировкам 
и другим видам стрессорного воздействия 
[5]. Т. о., поиск способов и изучение ме-
ханизмов повышения устойчивости ми-
кроциркуляторного русла к различным 
стрессорным воздействиям являются акту-
альными вопросами физиологии, восстано-
вительной и спортивной медицины.
Для повышения стрессоустойчивости ор-

ганизма и микроциркуляторного русла мо-
гут быть использованы адаптогены живот-
ного происхождения. Так, например, прием 
продуктов на основе крови марала усили-
вает физическую и умственную работоспо-
собность организма, изменяет гормональ-
ный фон, повышает показатель гематокрита 
за счет усиления выработки эритропоэтина 
и тестостерона [8]. При изучении адаптив-
ного влияния различных видов и комби-
наций продуктов пантового оленеводства 

было выявлено, что продукты, содержащие 
помимо крови ещё и гистолизат из половых 
органов самцов марала, приводят к повы-
шению тонуса организма из-за активации 
биосинтеза в клетках скелетных мышц [3]. 
Было установлено, что прием продуктов 
пантового оленеводства вызывает акти-
вацию всех звеньев системы свёртывания 
крови, в т. ч. и агрегационную функцию 
тромбоцитов [2]. При этом в общедоступ-
ной научной литературе встречаются лишь 
некоторые упоминания, посвященные ис-
следованию влияния продуктов, содержа-
щих кровь марала, на механизмы регуля-
ции микроциркуляторного русла.

Материалы и методы
В экспериментах было задействова-

но 40 белых самцов крыс Wistar массой 
230±30 г, выведенных в НИИ Цитологии 
и генетики СО РАН (г. Новосибирск). 
Крысы до начала экспериментов содержа-
лись 2–3 недели в центральном виварии 
в условиях карантина. Крысы были разде-
лены на три группы: 1 — интактная группа 
животных (n=20); 2 — контрольная группа 
животных (n=10); 3 — экспериментальная 
группа животных (n=10). Эксперимент 
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ставился в соответствии с Европейской 
конвенцией по охране позвоночных жи-
вотных, используемых в эксперименте, 
и Директивами — 86/609/EEC.
В качестве адаптогена использовался за-

патентованный концентрат «Панто ге ма то-
ген (Лубяньгем)», (разработчик — ФГБНУ 
«Всероссийский научно-исследователь-
ский институт пантового оленеводства» 
(г. Барнаул), ТУ 9185–004–29734071–15), 
состоящий из цельной крови марала, гисто-
лизата из репродуктивных органов самцов 
марала, сахара-песка, фруктовой эссенции, 
аскорбиновой кислоты и воды. При помо-
щи коэффициента межвидового пересчета 
определяли режим приёма и концентрацию 
продукта крови марала. Установленный 
режим был также экспериментально уточ-
нен и апробирован в предшествующих 
работах [1]. Крысы экспериментальной 
группы принимали водный р-р продуктов 
крови марала в оптимальном режиме (2 мл 
на 100 г массы тела в течение 30-ти дней). 
Контрольным животным давали водный 
р-р, состоящий из глюкозы, фруктовой эс-
сенции, аскорбиновой кислоты (0,75 мл 
на 100 г массы тела в сутки в течение 30-ти 
дней). Такой состав и объем веществ опре-
делялся исходя из пропорций состава кон-
центрата, где кровь и гистолизат были за-
менены водой.
Исследование микроциркуляторного 

русла проводилось на приборе ЛАКК-02 
(НПО «Лазма», Россия), использовался ме-
тод лазерной допплеровской флоуметрии 
вместе с анализом амплитудно-частотного 
спектра колебаний кровотока в диапазоне 
0,0095–0,052 Гц («активные» факторы 
регуляции). При проведении исследова-
ния микроциркуляции (7 мин) зонд нахо-
дился в области основания хвоста крысы. 
Определялись: показатель микроцирку-
ляции (ПМ) — среднее арифметическое 
значение показателя микроциркуляции; 
флакс — среднее квадратичное отклонение 
от среднего арифметического значения по-

казателя амплитуды колебаний кровотока; 
эндотелиальные волны, характеризующие 
функционирование эндотелиоцитов и вы-
работку ими оксида азота; вазомоторные 
волны, характеризующие активность глад-
комышечных клеток [4].
Результаты исследования статистически 

обрабатывались с помощью программы 
STATISTICA 6.0 (США). Данные пред-
ставлены в табл. в виде m (25–75%), где 
m — медиана в выборочной совокупно-
сти; (25–75%) — 25-й и 75-й перцентили. 
Для изучения статистической значимости 
использовался непараметрический метод 
обработки данных — U-критерий Манна—
Уитни. Различия считались достоверными 
при уровне статистической значимости 
p<0,05.

Результаты исследований
Повышение флакса на 97% (р=0,006) 

отмечалось у экспериментальной группы 
животных, принимавших продукты крови 
марала в течение 30-ти дней, по сравнению 
с интактными животными (табл.). У крыс 
из экспериментальной группы также было 
отмечено увеличение амплитуды эндо-
телиальных колебаний на 71% (р=0,007) 
и повышение амплитуды вазомоторных 
волн на 45% (р=0,019). Приём глюкозы, 
фруктовой эссенции, аскорбиновой кисло-
ты контрольными животными не способ-
ствовал изменению показателей лазерной 
допплеровской флоуметрии по сравнению 
с крысами интактной группы (p>0,05).

Обсуждение результатов
Выявленное у животных после курсово-

го 30-дневного приёма концентрата увели-
чение показателя флакса свидетельствует 
о повышении модуляции кровотока в ми-
кроциркуляторном русле и обусловлено 
более интенсивным функционированием 
«активных» механизмов регуляции микро-
циркуляции: повышение уровня эндоте-
лиальных и вазомоторных колебаний [6]. 
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Активация пептидергической иннервации 
сосудистых стенок за счет действия актив-
ных цитокинов, которые были обнаруже-
ны в продуктах крови марала, выражается 
при флоуметрии повышением амплитуды 
вазомоторных волн [9]. Такое усиление 
модуляции вазомоторных волн микроцир-
куляторного русла может способствовать 
предотвращению констрикторного эффекта 
активации симпатоадреналовой системы 
при различном стрессорном воздействии 
[4]. Выявленное действие активных ве-
ществ, входящих в состав продуктов крови 
марала, можно расценивать как адаптив-
ное, препятствующее развитию нарушений 
в микроциркуляторном русле. Увеличение 
показателя микроциркуляции «эндотели-
альные волны» вызвано активацией синтеза 
и высвобождения оксида азота эндотелио-
цитами. Эндотелиальный оксид азота пре-

пятствует развитию вазоконстрикторного 
эффекта, снижает агрегационную функцию 
тромбоцитов [7].

Выводы
Курсовой 30-дневный приём продукта 

пантового оленеводства, состоящего из кро-
ви марала и гистолизата его репродуктивных 
органов, в концентрации 2 мл на 100 г массы 
тела в сутки приводит к повышению адап-
тационных резервов микроциркуляторного 
русла у крыс за счет повышения функцио-
нирования активных механизмов регуляции 
микроциркуляции (повышение амплитуды 
эндотелиальных и вазомоторных колеба-
ний). Активными компонентами продуктов 
пантового оленеводства, повышающими 
адаптивность микроциркуляторного русла, 
являются кровь и гистолизат из половых ор-
ганов самцов марала.
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Одной из основных проблем современной медицины являются онкологические заболевания, кото-
рые занимают второе место среди причин смерти после сердечно-сосудистой патологии. Злокаче-
ственные новообразования известны давно, но их изучение представляет большую сложность. Мо-
делирование злокачественных процессов на животных позволяет исследовать опухоли и выявить 
основные закономерности злокачественного роста, характерные для животных и человека. Основ-
ной причиной смерти при злокачественных новообразованиях является процесс образования мета-
стазов, который до сегодняшнего дня полностью не изучен. Исследование процессов метастазиро-
вания — одна из важнейших задач онкологии, для изучения которой создаются различные модели 
метастазирования опухолей. В статье представлены литературные данные по наиболее используе-
мым в экспериментальных условиях моделям метастазирования, проводится их сравнительная ха-
рактеристика. Произведена оценка преимуществ и недостатков основных способов моделирования 
метастазирования.
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One of the main problems of modern medicine is cancer, which is the second leading cause of death after 
cardiovascular disease. Malignant neoplasms have been known for a long time; however, their study still 
presents signifi cant diffi culties. Modeling of malignant processes in animals allow researchers to study 
tumors and the main patterns of malignant growth characteristic of animals and humans. The main cause 
of death in malignant neoplasms is the process of metastasis formation, which remains to be understood in 
detail. The study of metastatic processes is one of the most important tasks of oncology. To this end, various 
models of tumor metastasis are created. The article reviews literature data on the most popular models of 
metastasis in experimental conditions. The advantages and disadvantages of the main approaches to mod-
eling metastasis are evaluated.
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Введение
Злокачественная патология в насто-

ящее время занимает одно из ведущих 
мест в структуре смертности населения. 
Основной причиной летального исхода 
при развитии онкологического заболева-
ния является метастазирование — процесс 
расселения опухолевых клеток по всему 
организму. Метастазирование — это наи-
более разрушительный аспект опухолевого 
процесса и главная причина неэффективно-
сти лечения [7]. Именно поэтому развитие 
злокачественных новообразований и про-
цессы метастазирования являются одной 
из интенсивно изучаемых проблем в науке.
Несмотря на значительные достижения 

в области диагностики и лечения рака, ме-
тастатические процессы изучены не полно-
стью. Не раскрыт сам механизм появления 
метастазов. Отсутствие достоверных зна-
ний о патогенезе расселения опухолевых 
клеток лишает возможности их ранней 
диагностики. Изучение процессов метаста-
зирования на пациентах ограничено в силу 
ряда причин. В основном это связано с тем, 
что пациенты чаще всего обращаются 
за медицинской помощью в запущенном 
состоянии вследствие бессимптомного те-
чения начала метастатического процесса. 
Проведение общеклинического и биохими-
ческого анализов крови возможно на любой 
стадии развития злокачественной опухоли, 
но, к сожалению, чаще всего их результаты 
носят малоинформативный и неспецифи-
ческий характер. Изучение метастазов, уда-
ленных во время операции, позволяет полу-
чить представление только о соотношении 
определенных биологически активных 

веществ в них в момент забора материала, 
и при этом не позволяет проследить дина-
мику процесса роста, сравнить полученные 
результаты со здоровой тканью. Для того 
чтобы ответить на вопросы, возникающие 
у практикующих врачей и ученых, необ-
ходимо проведение экспериментальных 
исследований. Экспериментальные иссле-
дования — это единственный инструмент, 
позволяющий ответить на интересующие 
вопросы. Развитие науки невозможно 
без постановки экспериментов, проведение 
которых на человеке недопустимо.

Моделирование метастазирования
Пригодность моделей опухолевого роста 

и метастазирования in vivo зависит от того, 
насколько точно они имитируют человече-
ские заболевания.
В настоящее время используют два ос-

новных способа моделирования метаста-
зирования. Первый из них — эксперимен-
тальный, или искусственный, включает 
в себя модели, в которых опухолевые клет-
ки вводятся непосредственно в орган 
или вены [10, 14, 17, 21]. При внутрисо-
судистом введении опухолевые клетки 
проникают в капиллярное русло и созда-
ют сайты экспериментальных метастазов 
в том органе, в региональный сосуд кото-
рого они попали, например печень, легкие 
[2, 14]. Так, при введении клеток в хвосто-
вую вену грызунов метастазы формируют-
ся в легких, при инъекции клеток в левый 
желудочек сердца метастазы главным обра-
зом формируются в печени, реже в костном 
и головном мозге [7]. Их главный недоста-
ток состоит в том, что опухолевый процесс 
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при этом нельзя считать метастазом, т. к. 
отсутствует первичный очаг.
В других случаях опухоль помещается 

непосредственно в орган [21], т. е. произ-
водится ортотопическая пересадка, которая 
приводит к локализованному и быстрому 
росту опухоли, а в некоторых моделях — 
к развитию отдаленных метастазов [7]. 
Ортотопическая имплантация опухоли 
является предпочтительной для более 
тщательного анализа роста опухоли и ее 
метастазирования. Несмотря на хорошее 
соответствие ортотопической модели опу-
холи клинической картине, ее использо-
вание затруднено из-за технологических 
сложностей, длительности и дороговизны 
проведения экспериментов [8].
Существует модель метастазирования 

с введением раковых клеток различных тка-
ней в селезенку крыс и мышей под общим 
наркозом [1, 13, 18, 22]. Опухоли в дан-
ном случае чаще метастазируют в печень. 
Из минусов необходимо указать на исполь-
зование животных Nude с нарушенной 
иммунной системой, потерю гистологи-
ческого сходства злокачественных клеток 
человека, пересаженных этим животным, 
с основной опухолью при повторном при-
менении, сочетанное (гематогенно-лим-
фогенное) метастазирование привитых 
опухолей и отсутствие возможности безап-
паратного контроля роста первичного очага 
опухоли в селезенке.
Наиболее часто используется подкожное 

или внутримышечное введение взвеси опу-
холевых клеток [3, 7]. Не теряет своего зна-
чения метод инъекции опухолевых клеток 
в брюшную полость животных с последу-
ющим получением т. н. асцитных опухолей 
в виде суспензии размножающихся клеток 
в накапливающейся перитонеальной жид-
кости [7].
Второй способ моделирования метастази-

рования называется спонтанным. При этом 
метастазы образуются из первичных солид-
ных опухолей, которые могут быть полу-

чены несколькими путями. Данная группа 
включает модели, использующие канцеро-
гены [4, 5]. К наиболее часто применяемым 
канцерогенам относятся диметилгидразин 
и его метаболиты азоксиметан, N-метил-
N-нитро-N-нитрозогуанидин и N-метил-
N-нитрозомочевина [15]. Возможно при-
менение ультрафиолетового излучения 
[16] и онкогенных вирусов [19]. В резуль-
тате воздействия канцерогенов образуются 
т. н. автохтонные опухоли [7]. Считается, 
что такие опухоли могут точнее имитиро-
вать человеческие по сравнению с транс-
плантируемыми (например, подкожными 
или ортотопическими). Достоинствами 
автохтонных моделей являются ортотопи-
ческий рост опухоли, правильная ее ги-
стоморфология без внесения изменений, 
характерных для перевиваемой опухоли, 
а также метастазирование через лимфати-
ческие и кровеносные сосуды, окружающие 
и пронизывающие первичную опухоль [12]. 
Успехи эксперимента, в частности развитие 
злокачественного роста и образование ме-
тастазов при этом, напрямую зависят от ис-
пользуемого канцерогена, его дозировки, 
длительности, способа и частоты введения, 
а также от особенностей животного, которо-
му его вводят. Резекция первичной опухоли 
в данном методе увеличивает скорость роста 
метастазов. При проведении данных экспе-
риментов могут быть учтены множество па-
раметров, включая количество метастазов, 
сайты метастазирования, скорость роста 
опухоли, наличие и гистопатологию спон-
танных метастазов и их иммуногистохимию 
[7]. К главным недостаткам данного метода 
относятся низкая скорость метастазирова-
ния, токсическое воздействие канцерогена 
на организм и длительность эксперимента.
Чаще всего в качестве объектов иссле-

дования для моделирования метастати-
ческого поражения используют мышей 
или крыс с сохраненным или ослабленным 
иммунитетом. Для этого эксперименталь-
ным животным пересаживают опухолевые 
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штаммы данного вида или вводят канце-
рогены. Перевивка человеческих опухолей 
возможна иммунодефицитным животным 
(Nude) и животным с тяжелым комбини-
рованным иммунодефицитом (SCID) [6, 
7]. Отличием Nude крыс и мышей явля-
ется отсутствие тимуса, вследствие чего 
в их организме не происходит процессов 
образования Т-лимфоцитов. У мышей 
SCID есть мутация в рецепторе цитокинов 
(интерлейкин-2), которая приводит к на-
рушению процессов созревания лимфоци-
тов и дефициту циркулирующих зрелых 
T- и B-клеток [7]. Для снижения активно-
сти естественного иммунитета используют 
мышей с мутацией beige, в результате ко-
торой NK-клетки (естественные киллеры) 
мышей лишены вторичных гранул и имеют 
значительно ослабленную активность [23]. 
Также используют NOD-SCID-мышей, ко-
торых можно гуманизировать введением 
клеток периферической крови человека 
или клеток костного мозга, что создает бо-
лее адекватную систему микроокружения 
для опухолевых клеток [11]. Вследствие 
этого иммунодефицитным животным воз-
можна перевивка широкого спектра ти-
пов опухолей и проведение генетических 
или терапевтических манипуляций ex vivo 
перед ксенотрансплантацией. Но есть ряд 
недостатков таких моделей: кровоснаб-
жение и строма опухоли обеспечиваются 
мышью, ортотопическая трансплантация 
технически затруднена, а метастазирование 
новообразования происходит очень редко. 
Кроме того, если источником ксенотранс-
плантатов являются постоянные непре-
рывно перевиваемые (>100 раз) клеточные 
линии, то они становятся недифференци-
рованными и теряют свое гистологическое 
сходство с реальной опухолью [20]. Кроме 
того, стоимость мутантных животных до-
статочно высока, что значительно снижает 
их доступность.

Существуют модели эксперименталь-
ного метастазирования на куриных эм-
брионах [24]. Куриный эмбрион являет-
ся уникальной моделью, позволяющей 
обойти многие ограничения при изучении 
канцерогенеза in vivo [24]. Доступностью 
хориоаллантоисной мембраны, хорошо 
васкуляризованной экстраэмбриональ-
ной ткани, расположенной под скорлупой 
и толерантной к ксенотрансплантатам 
опухолевых клеток, объясняется удоб-
ство применения объекта для проведе-
ния экспериментальных исследований 
для изучения молекулярных механизмов 
опухолевого роста, включая метаплазию, 
вирусный канцерогенез, реакции на ксе-
нотрансплантацию опухолевых клеток, 
ангиогенез и метастазирование [24]. 
Ввиду иммунодефицитности куриного 
эмбриона на хориоаллантоисной мем-
бране хорошо приживаются как нормаль-
ные, так и опухолевые клетки [24]. Важно 
то, что на хориоаллантоисной мембране 
опухолевые клетки сохраняют основ-
ные свойства, в т. ч. способность к росту, 
инвазии, ангиогенезу и перестройке со-
седних структур. В связи с этим данный 
объект является исключительно удобной 
моделью для изучения молекулярных ме-
ханизмов опухолевого роста [9, 24].

Заключение
Таким образом, высокая частота мета-

стазирования рака и низкая эффективность 
традиционных методов терапии требуют 
более глубокого изучения данного про-
цесса. В решении данных вопросов нам 
помогают экспериментальные методы 
исследования. Выбор и создание модели 
опухоли для изучения процессов канцеро-
генеза и метастазирования является очень 
сложной задачей. Необходимо четко пони-
мать преимущества и недостатки каждой 
из имеющихся моделей.
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РАНОЗАЖИВЛЯЮЩАЯ АКТИВНОСТЬ ЭКСТРАКТА 
PRUNELLA GRANDIFLORA L.

Е.В. Болотник1,*, Л.И. Алексеева1, Л.П. Ларионов2

1 ФГБУН «Ботанический сад» Уральского отделения РАН, 
620144, Российская Федерация, Екатеринбург, ул. 8 Марта, 202-а

2 ФГБОУ ВО «Уральский государственный медицинский университет» Минздрава России,
620028, Российская Федерация, Екатеринбург, ул. Репина, 3

Изучен качественный состав фенольных кислот и ранозаживляющая активность экстракта Prunella 
grandifl ora L. С помощью ВЭЖХ в сухом экстракте P. grandifl ora определили содержание розмари-
новой (621±5 мг/г), кофейной (11,2±0,2 мг/г), сиреневой (46,5±1,4 мг/г), n-кумаровой (25,8±0,5 мг/г), 
феруловой (42,7±2,9 мг/г) кислоты. На основе данного экстракта были разработаны три различных 
по составу противоожоговых средства с 5 % сухим экстрактом Prunella grandifl ora L. и апробирова-
ны на модели термического ожога II–IIIa степени у крыс самцов популяции линий Wistar. Проведена 
оценка восстановления кожных покровов в опытных группах животных и в контроле. Выявлено, 
что восстановление эпителия и покрытие шерстью в группах крыс, леченных экспериментальны-
ми мягкими лекарственными формами, происходит раньше, чем в группах, леченных основами без 
экстракта на 6–8 дней. Установлено, что приготовленные мягкие лекарственные формы на основе 
экстракта P. grandifl ora обладают противовоспалительным и ранозаживляющим действием.

Ключевые слова: ожоги, противоожоговая активность, Prunella grandifl ora L., черноголовка круп-
ноцветковая, розмариновая кислота
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17-4-50-56

Поступила 17.02.2021
Принята после доработки 01.04.2021
Опубликована 10.12.2021

BURN WOUND HEALING ACTIVITY OF PRUNELLA 
GRANDIFLORA L. EXCTRACT

Elizaveta V. Bolotnik1,*, Lyudmila I. Alekseeva1, Leonid P. Larionov2

1 Botanical Garden of the Ural Branch of RAS
620144, Russian Federation, Ekaterinburg, 8 Marta Str., 202-а

2 Ural State Medical University
620028, Russian Federation, Ekaterinburg, Repina Str., 3

The qualitative composition of phenolic acids and burn wound healing activity of Prunella grandifl ora L. 
extract were studied. The content of rosmarinic (621±5 mg/g), coffeic (11.2±0.2 mg/g), syringic (46.5±1.4 
mg/g), n-coumaric (25.8±0.5 mg/g), and ferulic (42.7±2.9 mg/g) acids in dry extracts of P. grandifl ora was 
determined by HPLC. Three new burn-healing agents of different composition containing 5% of the dry 
extract of Prunella grandifl ora L. (big-fl owered self-heal) were developed. The developed agents were 
tested on male Wistar rats with second- and third-degree thermal burns. An assessment of skin restoration 
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was carried out in experimental and control groups of animals. It was revealed that animals treated with 
the developed soft dosage forms restored the epithelium and coat 6–8 days faster that those treated with 
compositions containing no extract under study.  It was found that the developed soft dosage forms based 
on P. grandifl ora extract exhibit anti-infl ammatory and wound-healing action.
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Введение
В настоящее время используется множе-

ство современных лекарственных средств 
(ЛС) для лечения больных с термически-
ми ожогами, ряд из которых содержат 
биологически активные вещества (БАВ) 
растительного происхождения [1, 7, 8]. 
Современные исследования показывают, 
что синтетические лекарственные препара-
ты при местном применении нередко срав-
нимы с препаратами растительного проис-
хождения, содержащими БАВ, в лечении 
ожогов и сроках полного излечения. Кроме 
того, препараты растительного происхож-
дения при длительном применении в мень-
шей степени вызывают сенсибилизацию 
и аллергические реакции организма, кото-
рые легко обратимы [9, 10]. Поэтому рас-
ширение арсенала лекарственных средств 
для лечения больных с поверхностными 
термическими ожогами на основе лекарст-
венного растительного сырья является ак-
туальным.
В этом аспекте значительный интерес 

представляют известные в народной меди-
цине виды рода Prunella Prunella vulgaris L.  
и Prunella grandifl ora L. Водные извлечения 
из надземной части Prunella vulgaris L. ши-
роко используются как ранозаживляющее, 
противовоспалительное, антимикробное, 
жаропонижающее, отхаркивающее, тони-
зирующее и антикомплементарное средст-
во [11, 13].

Ранее нами показано, что содержание 
розмариновой кислоты в растениях чер-
ноголовки крупноцветковой P. grandifl ora 
выше, чем в черноголовке обыкновенной 
P. vulgaris [2]. Как известно, розмарино-
вая кислота оказывает значительное рано-
заживляющее действие; при этом активи-
зация процессов регенерации происходит 
за счет более активного появления кле-
точных элементов в зоне рубцующейся 
ткани и заполнения дефекта коллагеновы-
ми волокнами [13]. Розмариновая кислота 
обладает противовоспалительной [12], 
антиаллергенной, антивирусной активно-
стью [3].

Целью настоящего исследования явля-
ется разработка нетоксичных мягких ле-
карственных форм, содержащих экстракт 
травы P. grandifl ora (черноголовка круп-
ноцветковая), и апробация ранозаживля-
ющего эффекта при термическом ожоге 
у экспериментальных животных.

Материалы и методы
Отбор проб растительного сырья прово-

дили в природных популяциях P. grandifl ora 
на Среднем Урале. Траву P. grandifl ora со-
брали в фазу цветения в Красноуфимском 
районе Свердловской области к северу 
от д. Марийский Усть-Маш г. Мокрая 
(N 56°09’22.0”, E 058°32’19.6”) в период 
с 15 по 20 июля.
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Сушку растений осуществляли воз-
душно-теневым способом. Высушенное 
сырьё измельчали до размера частиц, 
проходящих сквозь сито с отверстиями 
2 мм. Перед приготовлением лекарст-
венных форм надземную часть растений 
P. grandifl ora экстрагировали 96 % этано-
лом в течение 24 ч при комнатной темпера-
туре. Экстракт фильтровали через бумаж-
ный фильтр и высушивали на роторном 
испарителе. Сухой экстракт P. grandifl ora 
добавляли в заранее подготовленные со-
ставы: вазелин-ланолиновую смесь, кар-
бопол и гидрокрем и получили три экс-
периментальных лекарственных формы 
К-1, К-2 и К-3, соответственно. В качестве 
контроля использовали мягкие лекарст-
венные формы (К-4), (К-5) и нелеченую 
группу животных (К). Состав и процент-
ное соотношение компонентов исследо-
ванных мягких лекарственных форм пред-
ставлены в табл.
Содержание фенолкарбоновых кислот 

сухого экстракта P. grandifl ora определяли 
с помощью высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии (ВЭЖХ). Анализ проб 
проводили в трёх повторностях. На этапе 
пробоподготовки экстракта брали навеску 
100 мг травы черноголовки крупноцвет-
ковой и растворяли в 10 мл 96 %-го эта-
нола. ВЭЖХ проводили на оборудовании 
«Knauer»: насос Smartline 1000, детектор 
UV–VIS Smartline 2500 с использовани-

ем колонки Kromasil 100–5 С18 250х4 мм 
(«Eka Nobel», Швеция). Использовали 
растворители марки «чда» производства 
ОАО «Реактив», Россия. Для определения 
фенолкарбоновых кислот, в т. ч. розма-
риновой кислоты, использовали элюент 
вода — ацетонитрил — фосфорная кисло-
та (85:15:0.05) при скорости элюирования 
0,7 мл/мин, длине волны 250 нм. Вещества 
идентифицировали, сравнивая tR (время 
удерживания) с tR стандартных образцов 
(«Sigma-Aldrich», Германия). В качестве 
стандартных образцов использовали роз-
мариновую кислоту (≥98 %, CAS 20283–
92–5), n-кумаровую кислоту (≥98 %, CAS 
501–98–4), феруловую кислоту (≥98 %, 
CAS 537–98–4), кофейную кислоту 
(≥98 %, CAS 331–39–5), сиреневую кис-
лоту (≥95 %, CAS 530–57–5). Количество 
кислот рассчитывали методом абсолютной 
градуировки.
Экспериментальные животные содер-

жались при температуре 20–22ºС в усло-
виях естественного и искусственного ос-
вещения на стандартном рационе питания 
при свободном доступе к воде и корму [9]. 
Доклинические исследования по раноза-
живляющему действию изучаемых экс-
периментальных мягких лекарственных 
форм при термическом ожоге проводили 
на 60-ти белых крысах самцах популяции 
линий Wistar массой 195±5 г возрастом 
5 мес. Экспериментальные животные были 

Таблица. Состав мягких лекарственных форм
Table. Composition of soft dosage forms

Название Наименование компонентов и их содержание, %
К-1 вазелин — 85; ланолин — 7; сухой экстракт P. grandifl ora — 5; вода — до 100 %
К-2 карбопол — 1,50; метилпарабен — 0,25; пропилпарабен — 0,25; 10 % р-р натрия гидроксида — 2; 

сухой экстракт P. grandifl ora — 5, вода — до 100 %
К-3 карбопол — 0,25; глицерин — 2; триэтаноламин — 0,3; воск эмульсионный — 3; кукурузное масло 

— 1; глицерилстеарат — 3; масло минеральное — 5; триглицериды каприловой и каприновой кис-
лот — 3; циклометикон — 2; масло какао — 3; сухой экстракт P. grandifl ora — 5; вода — до 100 %

К-4 карбопол — 1,50; метилпарабен — 0,25; пропилпарабен — 0,25; 10 % р-р натрия гидроксида — 2; 
вода — до 100 %

К-5 карбопол — 0,25; глицерин — 2; триэтаноламин — 0,3; воск эмульсионный — 3; кукурузное масло 
— 1; глицерилстеарат — 3; масло минеральное — 5; триглицериды каприловой и каприновой 

кислот — 3; циклометикон — 2; масло какао — 3; вода — до 100 %
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распределены на шесть групп по десять 
особей в каждой. Модель термического 
ожога крысам, находящимся под эфирным 
наркозом, создавали металлическим шпа-
телем (площадью 6x2 см, т. е. 12 см 2), разо-
гретым до температуры 98–100ºС. Время 
контакта шпателя с выстриженным от шер-
сти участком кожи животного — 40 с [4]. 
Данный ожог соответствует II–IIIa степени 
тяжести. Через сутки после ожога крысам 
опытных групп наносили на пораженные 
участки кожи К-1, К-2 и К-3 и контроль 
К-4 и К-5. Контрольная группа (К) лече-
ния не получала. Эти исследуемые мягкие 
лекарственные формы наносили на ожого-
вую поверхность ежедневно (в утренние 
часы) в течение 21-го дня в дозе 200 мг 
(512,82 мг/кг), равномерно распределяя 
их стеклянной палочкой по всей ожоговой 
поверхности. Эта доза была определена 
в соответствии её безвредности для экс-
периментального животного при длитель-
ном применении. Согласно руководству 
по проведению доклинических исследова-
ний лекарственных средств [9], если веще-
ство не вызывает токсического проявления 
на лабораторном животном в дозе более 
2000 мг/кг, то оно считается безопасным. 
В скрининговых исследованиях на мышах 
нам не удалось определить LD50 изучаемо-
го экстракта при местном нанесении, по-
этому из трёх рекомендуемых доз (1/100, 
1/50 и 1/10 от максимальной дозы — 
2000 мг/кг) мы избрали максимальную 
дозу 512,82 мг/кг в мягкой лекарствен-
ной форме, т. е. 200 мг на особь массой 
195±5,0 г [6].
Статистическую обработку проводи-

ли с помощью компьютерной програм-
мы Microsoft Offi ce Excel и Statistica 6.0. 
При сравнении и анализе выборок ис-
пользовали непараметрический критерий 
с достоверностью p<0,05 (U-критерий 
Манна–Уитни), методы описательной ста-
тистики в виде средней арифметической 
и ее стандартной ошибки.

Результаты и их обсуждение
Приготовленный сухой концентрирован-

ный экстракт P. grandifl ora представляет 
собой порошок темного зеленоватого цвета 
без запаха. В сухом экстракте P. grandifl ora 
содержится розмариновая (621±5,0 мг/г), 
кофейная (11,2±0,2 мг/г), сиреневая 
(46,5±1,4 мг/г), n-кумаровая (25,8±0,5 мг/г), 
феруловая (42,7±2,9 мг/г) кислоты (рис. 1).
В экспериментальных лекарственных 

формах К-1, К-2 и К-3 содержание розма-
риновой кислоты снизилось и составило 
155±5,0 мг в каждой лекарственной форме. 
На основании представленных составов 
мягких лекарственных форм, содержащих 
БАВ, предположили их возможное рано-
заживляющее действие при термических 
ожогах.
Исследуя фармакологическое ранозажив-

ляющее действие трех экспериментальных 
мягких лекарственных форм с экстрактом 
P. grandifl ora и основ карбопола, гидрокре-
ма, проводили сравнительную оценку за-
живления ожоговых ран у эксперименталь-
ных животных (рис. 2).
Отмечали скорость прохождения этапов 

эпителизации ожоговых ран: образование 
корочки, нарушение целостности короч-
ки, отторжение корочки, восстановление 
эпителия и покрытие шерстью. Корочка 
у всех групп сформировалась на 3–4 сут. 
после получения термического ожога. 
Восстановление эпителия и покрытие шер-
стью в группах крыс, леченных К-1–К-3, 
происходит раньше, чем в группах, лечен-
ных основами без экстракта, на 6–8 дней 
(рис. 2). Стандартная ошибка среднего 
не превышает 9 %. По критерию Манна—
Уитни были получены значимые различия 
(p<0,05) у опытных групп, получавших 
лечение мягкими лекарственными форма-
ми К-1–К-5, в сравнении с контролем (К) 
на стадии нарушения целостности корочки 
и отторжения корочки. По времени наступ-
ления стадий образование корочки, восста-
новление эпителия и покрытие шерстью 
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Рис. 1. Хроматограмма сухого экстракта надземной части P. grandifl ora.
По оси абсцисс — время удерживания, tR, мин; по оси ординат — оптическая плотность, е. о.п.; 1 — кофейная, 
2 — сиреневая, 3 — n-кумаровая, 4 — феруловая, 5 — розмариновая кислоты.
Fig. 1. Chromatogram of dry extract of the aerial part of P. grandifl ora.
The abscissa axis shows the retention time, tR, min; ordinate axis — optical density, o. d.u.; 1 — coffeic, 2 — syringic, 
3 — p-coumaric, 4 — ferulic, 5 — rosmarinic acids.

Рис. 2. Эпителизация ожоговых ран на фоне исследуемых мягких лекарственных форм у крыс (в днях).
Примечание: статистические показатели: среднее±стандартная ошибка; * — значения, достоверно отлича-
ющиеся от соответствующих показателей в контрольной (нелеченой) группе, при p<0,05 (критерий Манна—
Уитни); ** — значения, достоверно отличающиеся от соответствующих показателей в контрольных (нелече-
ной и леченных основами, без экстракта) группах, при p<0,05 (критерий Манна—Уитни).
Fig. 2. Epithelialization of burn wounds in view of the studied soft dosage forms for rats (in days).
Note: statistical indicators: mean±standard error; * — values that signifi cantly differ from the corresponding indicators in 
the control (untreated) group at p<0.05 (Mann—Whitney test); ** — values that signifi cantly differ from the 
corresponding indicators in the control (untreated and treated with bases, without extract) groups at p<0.05 (Mann—
Whitney test).
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между группами крыс, леченными основа-
ми (К-4 и К-5), и контролем (К) не обнару-
жено достоверных отличий.
Таким образом, при применении мяг-

ких лекарственных форм с экстрактом 
P. grandifl ora отмечены достоверные раз-
личия на каждой стадии эпителизации 
ожоговых ран у групп крыс в сравнении 
с контролем (нелеченой группой крыс). 
А также образование корочки, восстанов-
ление эпителия и покрытие шерстью в этих 
группах происходит достоверно быстрее, 
чем в группах крыс, леченных основами 
без экстракта (рис. 2).
При применении ланолина и вазелина 

(с экстрактом P. grandifl ora) сроки эпите-
лизации ран у крыс несколько замедляют-
ся по сравнению с группами, леченными 

К-2 и К-3, на 1–2 дня. Влияние основы 
на проводимость действующих веществ 
показывают и литературные данные [5]. 
При использовании карбопола и гидрокре-
ма с экстрактом P. grandifl ora не отмече-
но отличий по времени эпителизации ран 
у экспериментальных животных.

Выводы
В эксперименте на лабораторных живот-

ных установлено, что три (К-1, К-2 и К-3) 
экспериментальные мягкие лекарствен-
ные формы, содержащие сухой экстракт 
P. grandifl ora, обладают противовоспали-
тельным и ранозаживляющим эффектом 
при термическом ожоге с сокращением 
срока заживления ран у крыс в среднем 
на 6–8 сут. по сравнению с контролем.
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МИКРОЦИРКУЛЯТОРНОГО РУСЛА В СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКЕ 
ПОЛОСТИ РТА В ХОДЕ ЗАЖИВЛЕНИЯ РАНЕВОГО ДЕФЕКТА 

ПРИ ИСПОЛЬЗОВАНИИ ПОЛИМЕРНОЙ МЕМБРАНЫ

А.Д. Коняева*, Е.Ю. Варакута, А.Е. Лейман
ФГБОУ ВО «Сибирский государственный медицинский университет» Минздрава России

634050, Российская Федерация, Томск, Московский тракт, 2

Цель работы — изучить морфофункциональные изменения сосудов микроциркуляторного русла 
слизистой оболочки полости рта в ходе регенерации раневого дефекта при использовании полимер-
ной мембраны и без нее.
Эксперимент проводился на 35-ти белых крысах Wistar, разделённых на три группы: контрольная, 
экспериментальная № 1 и экспериментальная № 2. Для формирования раневого дефекта иссекался 
лоскут слизистой оболочки полости рта, который у крыс группы № 2 перекрывался полимерной 
пьезоэлектрической мембраной. Гистологическое исследование осуществляли на 3-и, 7-е и 12-е 
сутки — производили взятие контрольного материала, изготавливали гистологические препараты 
по стандартной методике. В очаге поражения и окружающих его тканях определяли удельные пло-
щади и численные плотности артериол, венул и капилляров, вычисляли индекс перикапиллярной 
диффузии, индекс Керногана и артерило-венулярное соотношение.
На 3-и сутки все показатели в экспериментальных группах достоверно не отличались между собой, 
но имели значимые различия с контрольной группой. На 7-е сутки исследования в группе № 1 чи-
сленная плотность открытых артериол и венул соответствовала таковой в группе контроля. В груп-
пе № 2 значимо отличалась от контроля численная плотность капилляров и измененных венул, 
а также индекс перикапиллярной диффузии. На 12-е сутки исследования в группе без покрытия чи-
сленная плотность открытых венул достигала контрольных значений. В группе № 2 все показатели 
соответствовали контрольным.
Защита раневого дефекта от микробной контаминации и повторной травматизации, наличие пьезо-
электрических свойств у мембраны способствовали более эффективному восстановлению сосудов 
микроциркуляторного русла, что доказывало эффективность ее использования в качестве раневого 
покрытия.

Ключевые слова: раневой дефект, сополимер винилиденфторида с тетрафторэтиленом, слизистая 
оболочка полости рта, воспаление, раневое покрытие, сосуды
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MORPHOFUNCTIONAL CHANGES IN ORAL MUCOSA VESSELS 
WHEN HEALING A WOUND DEFECT USING A POLYMER 

MEMBRANE

Anastasiia D. Koniaeva*, Elena Yu. Varakuta, Arina E. Leuman
Siberian State Medical University of the Ministry of Health Care of Russia

634050, Russian Federation, Tomsk, Moskovskiy Tract, 2

This works aims to study morphofunctional changes in the vessels of the oral mucosa during regeneration 
of a wound defect with and without a polymer membrane. 
An experiment was carried out on 35 white Wistar rats divided into three groups: control, experimental 1 
and experimental 2. To form a wound defect, a fl ap of the oral mucosa was excised, which was covered by 
a polymeric piezoelectric membrane in the rats of group 2. Histological examination was carried out on the 
3rd, 7th and 12th days: the control material was taken, histological preparations were made according to 
the standard method. In the lesion focus and surrounding tissues, specifi c areas and numerical densities of 
arterioles, venules and capillaries were determined; the pericapillary diffusion index, Kernogan index and 
arterio-venular ratio were calculated.
On the 3rd day, all indicators in all experimental groups did not signifi cantly differ from each other, but had 
signifi cant differences from the control group. On the 7th day of the study, in the 1st group, the numerical 
density of open arterioles and venules corresponded to the control group. In group 2, the numerical density 
of capillaries and altered venules, as well as the index of pericapillary diffusion, signifi cantly differed from 
the control. On the 12th day of the study, the numerical density of open venules reached control values   in 
the uncoated group. In the 2nd group, all indicators corresponded to the control values.
Protection of the wound defect from microbial contamination and re-traumatization, the presence of piezo-
electric properties of the membrane under study contributed to a more effective restoration of vessels. This 
confi rms the effi cacy of the membrane under study when used as a wound covering.

Keywords: wound defect, copolymer of vinylidene fl uoride with tetrafl uoroethylene, oral mucosa, infl am-
mation, wound covering, blood vessels
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Введение
Раневой процесс — сложный комплекс 

местных и общих биологических реакций 
организма, возникающий в ответ на повреж-
дение тканей, направленный на восстанов-
ление их анатомической и функциональной 
целостности. Восстановление параметров 
сосудистой сети в ране и по ее периферии 
является основной частью процесса зажив-

ления. Реакция микрососудов в зоне повре-
ждения является одной из самых ранних 
и имеет непосредственное отношение к раз-
витию воспаления и регенерации, и от нее 
в последствии зависит прогноз относитель-
но постраневых осложнений. Именно поэ-
тому необходимо создавать благоприятные 
условия для восстановления сосудов микро-
циркуляторного русла [1].
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Открытые раны слизистой оболочки по-
лости рта постоянно подвергаются меха-
нической, химической и физической трав-
матизации, в результате чего происходит 
нарушение целостности молодых сосудов 
грануляционной ткани [6]. Поэтому ста-
вится под сомнение традиционный способ 
ведения ран, когда их поверхность остав-
ляется открытой. Перспективным направ-
лением в этой области является разработка 
раневых покрытий, которые бы защищали 
дефект от агрессивных воздействий внеш-
ней среды [2, 5]. Примером таких по-
крытий является полимерная мембрана 
на основе сополимера винилиденфторида 
с тетрафторэтиленом (VDF-TeFE) сфор-
мированная методом электроформования 
в лаборатории гибридных биоматериалов 
Томского политехнического университета. 
Обладая пьезоэлектрическими свойствами, 
она не только защищает раневой дефект 
от внешних воздействий, но и способству-
ет стимуляции регенеративных процессов, 
а также является инертной по отношению 
к организму [7, 8].
Таким образом, целью данного иссле-

дования является изучение эффективности 
использования полимерных пьезоэлек-
трических мембран для закрытия раневых 
дефектов при восстановлении микроцирку-
ляторного русла в слизистой оболочке по-
лости рта.

Материалы и методы
Исследование одобрено локальным ко-

митетом по этике ФГБОУ ВО СибГМУ 
Минздрава России.
Экспериментальная часть была проведена 

на 35-ти белых крысах-самцах Wistar массой 
220–280 г, выведенных в лаборатории биоло-
гических моделей СибГМУ, содержащихся 
в стандартных условиях вивария. Животные 
были разделены на три группы, где конт-
рольная (n=5) — интактные крысы, крысам 
экспериментальных групп № 1 и № 2 было 
произведено иссечение лоскута слизистой 

оболочки губы с формированием раневого 
дефекта размером 7х4 мм. У животных экс-
периментальной группы № 1 (n=15) дефект 
оставлялся открытым, что соответствовало 
традиционной методике лечения раневых 
поверхностей в полости рта, животным 
экспериментальной группы № 2 (n=15) ра-
невой дефект перекрывался полимерной 
мембраной с медным напылением, которая 
фиксировалась по краям раны узловыми 
швами (рис. 1), сторона с медным напыле-
нием была направлена в сторону раневого 
дефекта. Оперативное вмешательство про-
водилось под внутримышечным наркозом 
препаратом «Золетил».
Выведение животных из эксперимента 

осуществляли на 3-и, 7-е и 12-е сут. ис-
следования путем введения их в состояние 
гипоксии в СО2-камере. Макроскопически 
проводили визуальную оценку раны, осу-
ществляя фотопротокол, после этого из об-
ласти ранее сформированного дефекта 
иссякали мягкие ткани для изготовления 
гистологических препаратов. Препараты 
для световой микроскопии изготавливали 
по традиционной методике. Полученные 
на санном микротоме срезы толщиной 
5 мкм окашивали гематоксилином и эо-
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Рис. 1. Оперативное вмешательство: иссечение сли-
зистой оболочки губы, перекрытие раневого дефекта 
полимерной мембраной.
Fig. 1. Surgical intervention: excision of the mucous 
membrane of the lip, overlapping of the wound defect with 
a polymer membrane.
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зином. Проводили качественную и ко-
личественную гистологическую оценку. 
Определяли относительную площадь и чи-
сленную плотность измененных и откры-
тых артериол, венул и капилляров, вычи-
сляли индекс перикапиллярной диффузии 
(площадь ткани, которую кровоснабжает 
один капилляр) как соотношение среднего 
диаметра капилляров к их удельной площа-
ди, индекс Керногана (показатель пропуск-
ной способности микроциркуляторного ру-
сла) как соотношение толщины сосудистой 
стенки артериол к радиусу их просвета 
и артериоло-венулярное взаимоотношение. 
Измеряли удельную площадь новообразо-
ванных сосудов в грануляционной ткани. 
Подсчет показателей проводили в програм-
ме ImageJ.
Статистическую обработку осуществ-

ляли в программе Statistica 10.0. Проверку 
гипотезы о нормальности распределе-
ния осуществляли при помощи критерия 
Колмогорова—Смирнова. Поскольку рас-
пределение значений всех количественных 
признаков не соответствовало критериям 
нормального, при сравнении независимых 
выборок использовали критерий Манна—
Уитни, для парных сравнений использова-
ли критерий Вилкоксона. Статистически 
значимыми считали результаты при р<0,05.

Результаты исследований
На 3-и сут. исследования во всех экспе-

риментальных группах в собственной пла-
стинке слизистой оболочки полости рта 
в областях, окружающих рану, наблюда-
лись измененные сосуды: со стазом, слад-
жем форменных элементов, тромбозом. 
Стенки артериол были утолщены, сосуды 
были окружены периваскулярным отеком 
(рис. 2А, Б).
Качественные изменения в сосудах сопро-

вождались количественными изменениями 
показателей гемодинамики и микроцирку-
ляции. Численная плотность измененных 
артериол и венул внутри групп значимо 

не отличалась, но была в 5,2 и 12,7 раза 
достоверно больше, чем в контрольной 
группе. Кроме того, во всех эксперимен-
тальных группах можно было наблюдать 
достоверное уменьшение численной плот-
ности открытых артериол по сравнению 
с контрольной группой. Удельная площадь 
артериол в экспериментальных группах 
достоверно не отличалась друг от друга, 
но была в 1,65 раза значимо меньше, чем 
в контрольной группе. Достоверных отли-
чий удельной площади венул и капилля-
ров в экспериментальных группах также 
не выявлялось, при этом данные показатели 
были в 1,4 и в 2,5 раза значимо больше, чем 
в контрольной группе (табл. 1).
Данные различия можно объяснить тем 

фактом, что на 3-и сут. заживления раны 
преобладали воспалительная реакция трав-
мированных тканей, в ходе которой наблю-
далось расширение просвета венул и ка-
пилляров и сужение просвета артериол.
Так, артериоло-венулярное взаимоотно-

шение в экспериментальных группах до-
стоверно не отличалось и в 1,9 раза было 
достоверно меньше, чем в контрольной 
группе (табл. 2). Этот факт свидетельст-
вовал о венозном застое в микроциркуля-
торном русле слизистой оболочки полости 
рта, что являлось естественным процессом 
для воспалительной стадии регенерации 
раневого дефекта.
Показатели гемодинамики в тканях, окру-

жающих раневой дефект, ухудшались. Так, 
индекс перикапиллярной диффузии и ин-
декс Керногана достоверно не отличались 
в экспериментальных группах, но в 1,7 раза 
были достоверно ниже и в 2 раза достовер-
но выше, соответственно, чем в контроль-
ной группе (табл. 2). Изменение этих пока-
зателей свидетельствовало об ухудшении 
кровоснабжения собственной пластинки 
слизистой оболочки полости рта.
В грануляционной ткани наблюдалось 

большое количество новообразованных 
сосудов с тонкими стенками (рис. 2Б). 
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Удельная площадь сосудов грануляционной 
ткани не отличалась между группами и со-
ставляла 52,2 (40,45;43,3) (табл. 1).
Таким образом, на 3-и сут. исследования 

на месте раневого дефекта и по периферии 
от него наблюдались типичные для данной 
фазы регенерации раневого дефекта явле-
ния: венозный застой в виде сохранения 
периваскулярного отека из-за истончения 
сосудистой стенки и увеличения ее прони-
цаемости; патологические изменения сосу-
дов — стаз, сладж форменных элементов 
и тромбоз; ухудшение показателей гемоди-
намики. Данные изменения вызваны необ-
ходимостью ограничить раневой дефект 
и не допустить распространение инфекции 
и продуктов распада клеток и тканей по ор-

ганизму. В то же время в грануляционной 
ткани происходило активное образование 
молодых сосудов, что свидетельствовало 
об активном процессе регенерации ранево-
го дефекта.
На 7-е сут. исследования по периферии 

от раневого дефекта по-прежнему наблюда-
лись измененные сосуды микроциркуляор-
ного русла со сладжем, стазом и тромбозом. 
Периваскулярный отек сохранялся. Вокруг 
сосудов обнаруживалось большое скопле-
ние клеточных элементов (рис. 2В, Г).
Численная плотность измененных арте-

риол в группе с раневым покрытием была 
достоверно (в 3,9 раза) меньше, чем в груп-
пе без покрытия, и приближалась к пока-
зателю в контрольной группе. Численная 
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А Б В

Г Д Е
Рис. 2. Слизистая оболочка губы крысы. Ув. х400. Окраска: гематоксилин и эозин.
Обозначения: 1 — стаз, 2 — сладж, 3 — тромбоз, 4 — утолщение стенок артериол, 5 — периваскулярный отек, 
6 — венулы, 7 — капиляры, 8 — эпителий, 9 — рыхлая волокнистая соединительная ткань.
А — группа № 1 в 3-и сут.; Б — группа № 2 в 3-и сут.; В — группа № 1 в 7-е сут.; Г — группа № 2 в 7-е сут.; 
Д — группа № 1 в 12-е сут.; Е — группа № 2 в 12-е сут.
Fig. 2. Rat lip mucosa. Magn. x400. Coloring: hematoxylin, eosin.
Designations: 1 — stasis, 2 — sludge, 3 — thrombosis, 4 — thickening of the arteriole walls, 5 — perivascular edema, 
6 — venules, 7 — capillaries, 8 — epithelium, 9 — loose fi brous connective tissue.
A — group No. 1 on the 3rd day; Б — group No. 2 on the 3rd day; B — group No. 1 on the 7th day; Г — group No. 2 on 
the 7th day; Д — group No. 1 on the 12th day; E — group No. 2 on the 12th day.
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плотность измененных венул в группе 
№ 2 в 1,7 и 3 раза была достоверно меньше, 
чем в группе № 1, но при этом значимо боль-
ше, чем в контрольной группе. Достоверно 
увеличивалась численная плотность ка-
пилляров в 1,1 для группы № 1 и в 1,2 раза 
для группы № 2 по сравнению с контроль-
ной. Численная плотность открытых арте-
риол и венул в группе № 2 в 1,15 и 1,24 раза 
была достоверно выше, чем в группе без ра-
невого покрытия (табл. 1). Вышеизложенные 
факты свидетельствовали об активации ре-
зервных источников кровоснабжения тка-
ней, что особенно было выражено в группе 
с покрытием.
Артериоло-венулярное взаимоотноше-

ние в группе № 2 достигало контрольных 
значений. Артериоло-венулярное взаимо-
отношение в группе № 1 было в 1,6 раза 
достоверно ниже, чем в группе контроля 
(табл. 2).
В группе № 2 индекс перикапиллярной 

диффузии был в 1,4 раза достоверно боль-
ше, а индекс Керногана в 2 раза достоверно 
меньше, чем в группе № 1. При этом индекс 
Керногана в группе № 2 достигал контро-
льных значений (табл. 2), что говорило 
о восстановлении пропускной способности 
артериол и улучшении гемодинамики в ар-
териальном русле при использовании поли-
мерной мембраны.
Количество тонкостенных сосудов гра-

нуляционной ткани уменьшалась по срав-
нению с 3-ми сут. исследования, что было 
связано с созреванием сосудистой стенки 
и переходом сосудов в ранг зрелых, а так-
же с их облитерацией в связи с развитием 
рубцовой ткани. Удельная площадь сосудов 
в группе № 2 была в 1,6 раза значимо боль-
ше, чем в группе № 1 (табл. 1).
На 7-е сут. заживления раневого дефекта 

можно было наблюдать соответствие пра-
ктически всех (за исключением индекса 
перикапиллярной диффузии) показателей 
микроциркуляторного русла контрольным 
значениям в экспериментальной группе 

№ 2. В группе без использования раневого 
покрытия практически все показатели до-
стоверно отличались от контрольных зна-
чений.
На 12-е сут. исследования периваскуляр-

ный отек сохранялся в группе № 1, но его 
выраженность снижалась. Измененные со-
суды со стазом, сладжем и тромбозом встре-
чались в единичных полях зрения (рис. 2Д). 
В группе с покрытием патологических изме-
нений сосудов не наблюдалось (рис. 2Е).
Численная плотность венул и артери-

ол в группе, где использовалось раневое 
покрытие, не отличалась от показателей 
в интактной слизистой оболочке, а числен-
ная плотность капилляров была в 1,2 раза 
достоверно больше, чем в контрольной 
группе. Численная плотность артериол, ве-
нул и капилляров в группе без раневого по-
крытия в 1,3 раза была достоверно меньше, 
чем в группе контроля. Это было связано, 
по всей видимости, с сокращением отно-
сительной площади рыхлой волокнистой 
соединительной ткани и превалированием 
рубцовой соединительной ткани на месте 
бывшего раневого дефекта.
Удельная площадь сосудов в группе 

№ 2 не отличалась от контрольных значе-
ний, а в группе № 1 в 1,6, 1,3 и 1,7 раза была 
достоверно ниже, чем в контрольной груп-
пе для артериол, венул и капилляров соот-
ветственно. Это также связано с облитера-
цией сосудов в связи с развитием рубцовой 
ткани на месте раневого дефекта (табл. 1).
Артериоло-венулярное соотношение 

в группе № 2 достоверно не отличалось 
от контрольных значений и было в 1,4 раза 
достоверно больше, чем в группе № 1. 
В группе с раневым покрытием индекс 
перикапиллярной диффузии и индекс 
Керногана соответствовали интактной 
слизистой оболочке и в 2,1 и 1,6 раза были 
достоверно меньше, чем в группе № 1. 
В группе без мембраны данные показатели 
в 1,6 и 1,4 раза были достоверно больше, 
чем в контрольной группе (табл. 2).
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Таким образом, на 12-е сут. исследования 
в группе с использованием защитного ра-
невого покрытия все значения соответство-
вали контрольным, в то время как без него 
в тканях еще наблюдались патологические 
изменения сосудов и нарушение показате-
лей гемодинамики. Кроме того, в резуль-
тате развития рубцовой соединительной 
ткани в группе № 1 уменьшалась численная 
плотность молодых сосудов.

Обсуждение результатов
Последовательность сосудистых реакций 

в ране имеет свои закономерности и за-
висит от стадии раневого процесса [3, 4], 
что и продемонстрировало данное исследо-
вание.
Так, на 3-и сут. исследования, в фазу вос-

паления, наблюдалась ярко выраженная 
сосудистая реакция по периферии от раны, 
которая проявлялась в резком увеличении 
диаметра венул и капилляров и сужении 
просвета артериол. Это, в свою очередь, 
способствовало венозному застою и раз-
витию отека, в результате которых раневой 
дефект ограждался от здоровых тканей, 
не позволяя продуктам распада клеток 
и бактериям распространяться по орга-
низму. Кроме того, отек способствовал 
сближению краев раны, что благоприятно 
сказывалось на дальнейшем заживлении. 
Из расширенных сосудов с истонченной 
сосудистой стенкой и нарушенными меж-
клеточными контактами в окружающие 
ткани мигрировали клетки лимфогистио-
цитарного ряда для осуществления иммун-
ных реакций. Также в этот период наблю-
далось большое количество измененных 
сосудов с тромбозом, сладжем форменных 
элементов и периваскулярным отеком.
Постепенно фаза воспаления переходила 

в фазу пролиферации, которая на 7-е сут. 
протекала наиболее активно. Диаметр сосу-
дов постепенно восстанавливался, снижа-
лась степень выраженности периваскуляр-
ного отека, сосудистые стенки приобретали 

толщину, соответствующую контрольным 
значениям. Количество измененных сосу-
дов также снижалось, сосуды с тромбозом 
и сладжем визуализировались только в от-
дельных полях зрения. Подобные пози-
тивные изменения микроциркуляторного 
русла были наиболее выражены в группе 
с раневым покрытием, которое защищало 
рану от агрессивных воздействий внешней 
среды.

12-е сут. соответствовали процессу реге-
нерации раны и возвращению тканей в пер-
воначальное состояние. В группе с ране-
вым покрытием все показатели достигали 
контрольных значений: диаметр сосудов 
восстанавливался, измененные сосуды 
не визуализировались, ткань была богато 
васкуляризирована. В группе без ранево-
го покрытия ряд показателей не достигал 
контрольных значений, а удельная плот-
ность сосудов уменьшалась по сравнению 
с контрольной группой из-за развития руб-
цовой ткани. Это, по всей видимости, было 
связано с постоянной травматизацией неза-
щищенной раневой поверхности [9, 10].
Неоангиогенез являлся базисным меха-

низмом заживления раны. Процесс регене-
рации был связан с развитием грануляци-
онной ткани и образованием капилляров, 
формирование которых в разные фазы ра-
невого процесса неодинаково. Так, на 3-и 
сут. исследования наблюдалось активное 
образование капилляров микроциркуля-
торного русла в грануляционной ткани, 
их удельная площадь занимала практи-
чески половину от общей площади зоны 
заживления. У новообразованных сосу-
дов визуализировалась тонкая стенка, их 
просвет был расширен. На 7-е сут. иссле-
дования площадь молодых сосудов отно-
сительно общей площади грануляционной 
ткани уменьшилась в 3 раза для группы 
№ 1 и в 2 раза для группы № 2, что было 
связано, с одной стороны, с развитием рых-
лой волокнистой соединительной ткани 
и, как следствие, их закрытием, а с другой 
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стороны, с облитерацией сосудов в связи 
с развитием рубцовой ткани в дальнейшем. 
Исходя из этого, можно предположить, 
что в группе с покрытием степень развития 
рубцовой ткани в дальнейшем будет менее 
выражена, чем в группе без покрытия, т. к. 
удельная площадь сосудов в этих группах 
достоверно выше.

Заключение
Использование защитной пьезоэлектри-

ческой мембраны для закрытия раневого 
дефекта ускоряло восстановление крово-
снабжения в слизистой оболочке полости 
рта. При этом большинство показателей до-
стигало контрольных значений уже на 7-е 
сут. исследования в группе, где использова-
лась полимерная мембрана с напылением 
медью. Также к показателям контроля воз-
вращалось артериоло-венулярное взаимо-
отношение и индекс Керногана, что было 
признаком восстановления кровоснабже-
ния в артериоло-венулярном русле.
В группе, где раневой дефект оставлял-

ся открытым, что соответствовало тра-
диционной методике лечения раневого 

дефекта, на 12-е сут. исследования не все 
показатели достигали контрольных значе-
ний, к тому же наблюдалось снижение чи-
сленной плотности сосудов в связи с раз-
витием рубцовой соединительной ткани. 
В группе № 1 по-прежнему была нару-
шена пропускная способность артериол, 
которая выражалась в увеличении индек-
са Керногана, что было связано с утол-
щением сосудистой стенки. Численная 
плотность капилляров была снижена 
по сравнению с контрольной группой, 
что указывало на то, что кровоснабжение 
области раневого дефекта еще не восста-
новилось в полном объеме и имелись об-
ширные участки рубцовой ткани, где оно 
отсутствовало полностью. Также в группе 
без покрытия визуализировались изменен-
ные сосуды с тромбозом и сладжем.
Таким образом, закрытие ран слизистой 

оболочки полости рта полимерной пьезо-
электрической мембраной благоприятно 
влияло на восстановление кровоснабжения 
данной области и, как следствие, на более 
благоприятный прогноз заживления ране-
вого дефекта.
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Введение
В рамках ранее проведенного доклини-

ческого изучения специфической фармако-
логической активности рекомбинантного 
гуманизированного антитела к неодетер-
минанте С3 компонента комплемента чело-
века на модели свободно падающего груза 
у крыс с использованием его аналога — 
моноклонального антитела, специфично-

го С3 компоненту комплемента крысы, 
было показано, что введение высокоаф-
финных моноклональных антител, блоки-
рующих активацию комплемента крысы 
по альтернативному пути на стадиях фор-
мирования жидкофазной и твердофазной 
С3-конвертаз и предотвращающих образо-
вание С5-конвертазы, экспериментальным 
животным с черепно-мозговой травмой 
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приводило к выраженному положительно-
му эффекту, проявлявшемуся в сохранении 
когнитивных функций животных, а также 
в улучшении гистологической картины 
мозговой ткани [1].

Целью настоящей работы являлись до-
клинические исследования специфических 
видов токсичности, а именно аллергенно-
сти, иммунотоксичности и репродуктивной 
токсичности лекарственной формы (ЛФ) 
рекомбинантного гуманизированного ан-
титела к неодетерминанте С3 компонента 
комплемента человека.

Материалы и методы
Реагенты и дозы, 
животные и их содержание
В исследовании использовали лекарст-

венную форму рекомбинантного гумани-
зированного антитела к неодетерминан-
те С3 компонента комплемента человека 
hС34, представляющую собой лиофилизат 
для приготовления раствора для внутри-
венного введения. Препарат изготавлива-
ют из субстанции рекомбинантного гума-
низированного антитела hС34, которую 
получают биотехнологическим способом 
с использованием клеток-продуцентов 
СНО-humC34 [3]. Один флакон препара-
та содержит активный компонент — ре-
комбинантное гуманизированное ан-
титело hС34 100 мг; вспомогательные 
компоненты: натрия хлорид 18,8 мг, натрия 
дигидрофосфата дигидрат 6,64 мг, натрия 
гидрофосфата додекагидрат 2,68 мг, поли-

сорбат-80 0,2 мг, динатрия эдетат 0,36 мг, 
сахароза 20 мг. Предполагаемая средне-
суточная терапевтическая доза препарата 
для человека составляет 2,3 мг/кг, и все до-
зировки лекарственного средства в данных 
исследованиях рассчитаны исходя из этой 
дозы и коэффициента экстраполяции доз 
с грызунов на человека в соответствии с ру-
ководством Т.А. Гуськовой [2].
Исследования проводили на белых бес-

породных мышах, мышах-гибридах F1 
(CBA/lac×C57Bl/6), морских свинках, белых 
беспородных крысах, полученных из ФГУП 
«ПЛЖ «Рапполово» (Ленинградская обл.), 
обоего пола (табл. 1). Основные прави-
ла содержания и ухода соответствовали 
«Санитарно-эпидемиологическим требова-
ниям к устройству, оборудованию и содер-
жанию экспериментально-биологических 
клиник (вивариев)», утвержденным по-
становлением Главного санитарного вра-
ча РФ от 29.08.2014 г., а также правилам, 
принятым Европейской конвенцией по за-
щите позвоночных животных (Страсбург, 
1986 г.). Объем работ и перечень процедур 
был одобрен биоэтической комиссией ин-
ститута. Доклинические исследования про-
водили на основе рекомендаций действую-
щих методических документов [4, 5].
Изучение аллергенности
Реакцию общей анафилаксии (анафи-

лактический шок) проводили на морских 
свинках, случайным образом разделенных 
на 3 равные группы (по 5 самок и 5 сам-
цов). Контрольная группа получала физ. 
р-р (ФР): первая инъекция подкожно (п/к), 
две последующие — внутримышечно (в/м) 
через день в область бедра. Опытные груп-
пы 1 и 2 по той же схеме получали ЛФ ан-
титела hС34 в дозах 25 мг/кг (минимально 
возможная доза для введения, среднесу-
точная терапевтическая доза для человека 
с учетом коэффициента пересчета 11,8) 
и 250 мг/кг (10-кратная терапевтическая 
доза), соответственно. Через 21 день по-
сле первого введения всем животным вну-

Таблица 1. Характеристика экспериментальных жи-
вотных
Table 1. Characterization of experimental animals

Вид животных Возраст, 
недели Масса, г

Белые беспородные мыши 9–10 19–21 
Морские свинки 5–6 200–250

Мыши-гибриды F1 
(CBA/lac×C57Bl/6) 9–10 19–21 

Белые беспородные крысы 9–10 180–200
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трисердечно вводили разрешающую дозу 
ЛФ антитела hС34, которая составила сум-
марную сенсибилизирующую дозу для ка-
ждой группы соответственно. Животным 
контрольной группы вводили разреша-
ющую дозу, используемую для опытной 
группы 2. Учет интенсивности анафи-
лактического шока проводили в индексах 
по Weigle [7].
Реакцию активной кожной анафилак-

сии проводили на белых беспородных 
мышах, случайным образом разделенных 
на 3 равные группы (по 5 самок и 5 сам-
цов). Контрольная группа получала ФР: 
первая инъекция п/к, две последующие — 
в/м через день в область бедра. Опытные 
группы 1 и 2 по той же схеме получали ЛФ 
антитела hС34 в дозах 25 мг/кг и 250 мг/кг, 
соответственно. Через 21 день после пер-
вой инъекции ЛФ антитела hС34 всем жи-
вотным на выстриженных участках 
спины внутрикожно вводили препарат 
в двукратных разведениях в концентраци-
ях, не вызывающих кожно-раздражающе-
го действия. Через 20 мин после введения 
препарата всем животным вводили вну-
тривенно (в/в) по 0,5 мл 1% р-ра красите-
ля синего Эванса. Через 30 мин животных 
умерщвляли в CO2-камере и определяли 
размеры синего пятна на внутренней сто-
роне кожи в месте введения препарата (при 
положительной реакции диаметр пятна — 
не менее 6 мм). Для контроля реактивно-
сти кожи обязательно вводили тому же жи-
вотному на другом выстриженном участке 
0,05 мл стерильного изотонического р-ра 
натрия хлорида. Разрешающую инъекцию 
препарата и синего Эванса делали также 
животным контрольной группы. У таких 
животных в месте внутрикожного введе-
ния препарата диаметр окрашенного пятна 
не должен превышать 2–3 мм.
Реакцию гиперчувствительности замед-

ленного типа (ГЗТ) проводили на мышах-
гибридах F1 (CBA/lac×C57Bl/6), разде-
ленных на 2 равные группы (по 10 самок 

и 10 самцов). Контрольной группе ежед-
невно в течение 7-ми дней в/в вводили 
ФР, опытной группе по той же схеме вво-
дили изучаемую ЛФ антитела hС34 в дозе 
500 мг/кг (20-кратная терапевтическая 
доза). Через 5 сут. после последней инъ-
екции всем животным в подушечку одной 
задней лапы вводили 50 мкл ЛФ антитела 
hС34, в контралатеральную лапу вводили 
растворитель. Через 24 ч, после эвтана-
зии всех животных, обе лапы равнозначно 
отрезали выше пяточного сустава и взве-
шивали. Индекс реакции подсчитывали 
в процентах прироста массы лапы, в кото-
рую вводили препарат (Ро), по отношению 
к массе контрольной лапы (Рк) по формуле:

[(Ро–Рк)/Рк] х100.

Изучение иммунотоксичности
Для определения числа антителообра-

зующих клеток (АОК) в селезенке мыши-
гибриды F1 (CBA/lac×C57Bl/6) были раз-
делены на 3 равные группы (по 5 самок 
и 5 самцов). Контрольная группа ежедневно 
в течение 7 дней в/в получала ФР. Опытные 
группы 1 и 2 по той же схеме получали ЛФ 
антитела hС34 в дозах 25 мг/кг и 250 мг/кг, 
соответственно. На 7-й день все мыши были 
иммунизированы внутрибрюшинной инъ-
екцией эритроцитов барана (ЭБ) в суб-
оптимальной дозе 5х10 7 ЭБ на животное. 
Подсчет числа АОК в селезенке мышей 
проводили на 5-е сут. после иммунизации. 
Реакцию ставили на предметных стеклах 
без поддерживающей среды по Canningham 
[6]. По количеству зон гемолиза эритроци-
тов вокруг отдельных АОК, определяемых 
под микроскопом, подсчитывали число 
клеток — продуцентов антител — в расчете 
на 10 6 спленоцитов.
Реакцию ГЗТ проводили на мышах-ги-

бридах F1 (CBAxC57Bl6), разделенных 
на 3 равные группы (по 5 самок и 5 сам-
цов). Контрольная группа ежедневно, в те-
чение 7-ми дней в/в получала ФР. Опытные 
группы 1 и 2 по той же схеме получали ЛФ 
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антитела hС34 в дозах 25 мг/кг и 250 мг/кг, 
соответственно. На 7-й день все мыши были 
сенсибилизированы однократно п/к вве-
дением в межлопаточную область 0,05 мл 
раствора, содержащего 2х10 5 ЭБ. Для вы-
явления гиперчувствительности на 5-е сут. 
после сенсибилизации всем животным 
в подушечку задней лапы вводили 10 8 ЭБ 
в 0,05 мл изотонического р-ра хлорида на-
трия (разрешающая инъекция). В противо-
положную лапу вводили изотонический р-р 
хлорида натрия в том же объеме. Через 24 ч 
проводили оценку реакции и подсчитывали 
индекс, как описано выше.
Для оценки фагоцитарной активности 

перитонеальных макрофагов мыши-гибри-
ды F1 (CBA/lac × C57Bl/6) были разделены 
на 3 равные группы (по 5 самок и 5 сам-
цов). Контрольная группа ежедневно в те-
чение 7-ми дней в/в получала ФР. Опытные 
группы 1 и 2 по той же схеме получали ЛФ 
антитела hС34 в дозах 25 мг/кг и 250 мг/кг, 
соответственно. На следующий день после 
последней инъекции препарата всех жи-
вотных забивали и промывали брюшную 
полость культуральной средой. Ставили 
реакцию фагоцитоза с опсонизированны-
ми дрожжами на чашках Петри по стан-
дартной методике. Чашки фиксировали 
и окрашивали по Романовскому—Гимзе. 
Под микроскопом подсчитывали процент 
фагоцитировавших макрофагов, нефагоци-
тировавших макрофагов, а также процент 
незавершенных фагоцитозов, кроме того, 
подсчитывали среднее количество фагоци-
тированных дрожжевых клеток.
Изучение репродуктивной токсичности
Исследования репродуктивной токсич-

ности проводили на белых беспородных 
крысах. ЛФ антитела hС34 вводили сам-
кам (n=20) ежедневно в/в в дозе 500 мг/кг 
(20-кратная терапевтическая доза) в тече-
ние 15 дней (3 эстральных цикла). Самцам 
(n=10) препарат вводили в/в в дозе 
500 мг/кг в течение всего периода сперма-
тогенеза (48 дней). В качестве контрольных 

использовали аналогичные группы самок 
и самцов, которым по той же схеме вводили 
ФР. После завершения введения препарата 
самки были ссажены с самцами в соотно-
шении 2 самки на 1-го самца на 2 эстраль-
ных цикла (10 дней). Самок опытной груп-
пы ссаживали с самцами опытной группы, 
самок контрольной группы — с самцами 
контрольной группы. Взвешивание живот-
ных проводили до начала эксперимента, 
после завершения введения препарата и пе-
ред эвтаназией. Забой и морфологическое 
исследование репродуктивной системы са-
мок проводили на 20-й день после оплодот-
ворения, при этом определяли индекс фер-
тильности — отношение числа беременных 
самок к числу подсаженных, а также пока-
затели пред- и постимплантационной гибе-
ли зародышей. Каждый плод был подверг-
нут внешнему осмотру и взвешиванию. 
Половину плодов из каждого помета фик-
сировали в смеси Буэна для последующего 
изучения внутренних органов по методу 
Вильсона [3]. Остальные плоды фиксиро-
вали в 96 % спирте для изучения состояния 
костного скелета по модифицированному 
методу Даусона [3].
Исследование эмбриотоксического дей-

ствия препарата проводили в 2 этапа. 
На первом этапе оценивали действие пре-
парата в пренатальный период развития, 
на втором этапе изучали его возможное 
постнатальное действие. Спаривание ин-
тактных виргинных самок осуществляли 
с интактными самцами.
На первом этапе ЛФ антитела hС34 в/в 

вводили двум опытным группам са-
мок (по 15 самок) с 1-го по 19-й день 
беременности: в 1-й группе — в дозе 
24 мг/кг (предполагаемая терапевтическая 
доза для человека составляет 4 мг/кг, ко-
эффициент пересчета на площадь поверх-
ности тела 5,9), во 2-й группе — в дозе 
500 мг/кг. В контрольной группе сам-
кам (n=15) в эти же сроки вводили ФР. 
Вскрытие самок проводили после эвтана-
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зии на 20-й день беременности, при этом 
определяли количество желтых тел в яич-
никах, подсчитывали количество мест им-
плантации, резорбции и живых плодов. 
Каждый плод подвергали внешнему ос-
мотру и взвешиванию. Половину плодов 
из каждого помета фиксировали в смеси 
Буэна для последующего изучения вну-
тренних органов по методу Вильсона. 
Остальные животные из каждого помета 
фиксировались в 96% спирте для изучения 
состояния костного скелета по модифици-
рованному методу Даусона.
На втором этапе ЛФ антитела hС34 в/в 

вводили одной группе самок (n=15) в дозе 
500 мг/кг с 1-го по 21-й день беременно-
сти, в контрольной группе самкам (n=15) 
в эти же сроки вводили ФР. После ро-
дов в каждом помете оставляли не более 
8 крысят для дальнейшего изучения физи-
ческого развития потомства, скорости со-
зревания сенсорно-двигательных рефлек-
сов в период вскармливания, исследования 
эмоционально-двигательного поведения 
крысят после окончания периода вскар-
мливания. При изучении физического раз-
вития потомства регистрировали размер 
помета, число живых и мертвых новоро-
жденных, число особей разного пола, мас-
су тела крысят на 4-й, 7-й, 14-й и 21-й дни 
после рождения, а также сроки отлипания 
ушной раковины, появления первичного 
волосяного покрова, прорезывания рез-
цов, открытия глаз, опускания семенни-
ков. Изучение скорости созревания сен-
сорно-двигательных рефлексов в период 
вскармливания проводили с использова-
нием следующих тестов: переворачивание 
на плоскости (2–4 дни), отрицательный 
геотаксис (5–6 дни), избегание обрыва 
(4–6 дни). Опыты проводили 1 раз в день 
в одно и то же время до полного форми-
рования рефлексов по указанным тестам. 
В возрасте 30 дней у потомства изучали 
эмоционально-двигательное поведение 
с использованием теста «Открытое поле».

Статистическая обработка
Статистический анализ проводили с по-

мощью программы Microsoft Excel-2007 
(Microsoft Corporation). Результаты 
представляли в виде средних значений 
и ошибок среднего (М±m). Сравнение 
показателей между группами при изуче-
нии аллергенности и иммунотоксично-
сти проводили однофакторным диспер-
сионным анализом (one-way ANOVA) 
при наличии или отсутствии нормаль-
ного распределения по Крускал—Уоллес 
(непараметрический тест). Сравнение 
показателей между группами при изуче-
нии репродуктивной токсичности прово-
дили с помощью непарного Т-критерия 
Стьюдента с неравными отклонения-
ми, а также по U-критерию Манна—
Уитни. Отличия считали достоверными 
при р<0,05.

Результаты исследований
Изучение аллергизирующего действия
При оценке реакции гиперчувствитель-

ности немедленного типа (анафилактиче-
ская реакция) у морских свинок в опытных 
группах, сенсибилизированных введени-
ем ЛФ антитела hС34, не было выявлено 
никаких проявлений анафилактического 
шока. Индексы по Weigle у морских свинок 
после сенсибилизации препаратом в дозах 
25 мг/кг и 250 мг/кг, а также в контрольной 
группе были равны нулю.
При оценке реакции активной кожной 

анафилаксии результаты измерения диа-
метров цветных пятен, образовавшихся 
на месте введения разрешающей дозы ЛФ 
антитела hС34, показали, что размеры пя-
тен составили от 1 до 2 мм (табл. 2).
Поскольку ни у одного животного раз-

мер пятна не превысил 3 мм, на основании 
полученных данных можно заключить, 
что у животных, сенсибилизированных вве-
дением ЛФ антитела hС34 в дозах 25 мг/кг 
и 250 мг/кг, не наблюдали развития актив-
ной кожной анафилаксии.

К.А. Некрасова, А.В. Трофимов, А.В. Жахов, С.В. Родин, Н.П. Горбунов, А.В. Петров, Н.В. Пигарева, 
Г.В. Александров, М.С. Захаров, А.С. Кирьянова, О.Э. Хуттунен, И.В. Бендт, А.Э. Крылова, А.М. Ищенко

«Доклинические исследования специфических видов токсичности кандидатного лекарственного средства 
на основе рекомбинантного гуманизированного антитела к неодетерминанте С3 компонента 

комплемента человека для лечения травматических повреждений головного мозга»



ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ В БИОМЕДИЦИНЕ | 
PRECLINICAL RESEARCH IN BIOMEDICINE

74 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 4 | 68–80 

Результаты оценки реакции ГЗТ у мышей 
после сенсибилизации введением ЛФ ан-
титела hС34 в дозе 500 мг/кг представлены 
в табл. 3–4. Однофакторный дисперсион-
ный анализ не выявил статистически зна-
чимых отличий между группами в отноше-
нии индекса массы лапы мышей-гибридов, 
самцов и самок, после сенсибилизации ЛФ 
антитела hС34 (при p=0,05), что говорит 
об отсутствии реакции ГЗТ в ответ на вве-
дение ЛФ.
Изучение иммунотоксичности
Результаты определения числа АОК, 

образующихся в селезенке мышей в от-
вет на ЭБ после введения ЛФ антите-
ла hС34 в дозах 25 и 250 мг/кг в течение 
7-ми дней, представлены в табл. 5–6. 
Однофакторный дисперсионный анализ 
не выявил статистически значимых от-
личий между группами в отношении чи-
сла АОК в селезенке мышей-гибридов F1 
(СВАхC57Bl/6), самцов и самок, при введе-
нии ЛФ антитела hС34 (при p=0,05). Таким 
образом, показано, что изученные дозы ЛФ 

антитела hС34 не оказывали негативного 
воздействия на развитие гуморального им-
мунного ответа.
Результаты оценки реакции ГЗТ у мышей 

после введения ЛФ антитела hС34 в дозах 
25 и 250 мг/кг в течение 7-ми дней пред-
ставлены в табл. 7–8. Однофакторный ди-
сперсионный анализ не выявил статисти-
чески значимых отличий между группами 
в отношении индекса массы лапы у мышей-
гибридов F1 (CBA/lac×C57Bl/6), самцов 
и самок, при введении ЛФ антитела hС34 
(при p=0,05). Выраженная реакция ГЗТ 
развивалась во всех экспериментальных 
группах. Показано, что изученные дозы 
препарата не оказывают значимого угнета-
ющего воздействия на развитие клеточного 
иммунного ответа.
Результаты оценки фагоцитарной ак-

тивности перитонеальных макрофагов 
при введении ЛФ антитела hС34 в дозах 
25 и 250 мг/кг в течение 7-ми дней мышам 
представлены в табл. 9–10. Однофакторный 
дисперсионный анализ не выявил статисти-

Таблица 2. Оценка реакции активной кожной анафилаксии у мышей после сенсибилизации ЛФ антитела hС34
Table 2. Evaluation of the active cutaneous anaphylaxis reaction in hC34 antibody-challenged mice

Экспериментальные группы Пол
Номера животных

1 2 3 4 5
Диаметр пятен, мм

Контроль
Самцы 2 1 1 1 1
Самки 2 2 2 2 2

ЛФ антитела hС34, 25 мг/кг
Самцы 1 2 1 2 2
Самки 1 1 1 1 1

ЛФ антитела hС34, 250 мг/кг
Самцы 2 2 1 2 2
Самки 1 1 2 1 2

Таблица 3. Оценка реакции гиперчувствительности 
замедленного типа у самцов мышей-гибридов F1 
(CBA/lac×C57Bl/6) после сенсибилизации ЛФ антите-
ла hС34
Table 3. Evaluation of the delayed hypersensitivity 
reaction in hC34 antibody-challenged F1 
(CBA/lac×C57Bl/6) mice (male)

Экспериментальные группы Индекс реакции, %
Контроль 5,0±1,1

ЛФ антитела hС34 5,1±1,2

Таблица 4. Оценка реакции гиперчувствительно-
сти замедленного типа у самок мышей-гибридов F1 
(CBA/lac×C57Bl/6) после сенсибилизации ЛФ анти-
тела hС34
Table 4. Evaluation of the delayed hypersensitivity 
reaction in hC34 antibody-challenged F1 
(CBA/lac×C57Bl/6) mice (female)

Экспериментальные группы Индекс реакции, %
Контроль 5,1±1,0

ЛФ антитела hС34 5,2±1,3
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чески значимых отличий между группами 
в отношении фагоцитарной активности 
перитонеальных макрофагов при введении 
ЛФ антитела hС34 мышам-гибридам F1 
(CBA/lac×C57Bl/6), самцам и самкам (при 
p=0,05). Показано, что изученные дозы 
препарата не оказывают угнетающего воз-
действия на фагоцитарную активность ма-
крофагов.
Изучение репродуктивной токсичности
Результаты изучения генеративной 

функции экспериментальных животных 
показали, что при введении ЛФ антитела 
hС34 в дозе 500 мг/кг ни в одной из изуча-

емых групп самцов или самок крыс не на-
блюдали снижения темпов прироста массы 
тела, изменений в поведении, гибели жи-
вотных. Не выявлено никаких патологиче-
ских изменений в репродуктивной системе 
самок и состоянии плодов (табл. 11).
Эмбриотоксическое действие препара-

та изучали в два этапа. На первом этапе 
проводили оценку возможного действия 
ЛФ антитела hС34 в пренатальный пери-
од развития. При введении ЛФ антитела 
hС34 в течение 19-ти дней самкам в дозах 
24 мг/кг и 500 мг/кг никаких патологиче-
ских сдвигов в репродуктивной системе 

Таблица 5. Оценка числа АОК в селезенке самцов мышей-гибридов F1 (CBA/lac×C57Bl/6) при введении ЛФ ан-
титела hС34
Table 5. Amount of antibody-forming cells in spleen of F1 (CBA/lac×C57Bl/6) mice (male) immunized by hC34 antibody

Экспериментальные группы Количество антителообразующих клеток
(на 10 6 спленоцитов), М±m

Контроль 40,6±3,9
ЛФ антитела hС34, 25 мг/кг 41,0±4,2
ЛФ антитела hС34, 250 мг/кг 41,2±4,1

Таблица 6. Оценка числа АОК в селезенке самок мышей-гибридов F1 (CBA/lac×C57Bl/6) при введении ЛФ анти-
тела hС34
Table 6. Amount of antibody-forming cells in spleen of F1 (CBA/lac×C57Bl/6) mice (female) immunized by hC34 antibody

Экспериментальные группы Количество антителообразующих клеток
(на 10 6 спленоцитов), М±m

Контроль 33,6±3,1
ЛФ антитела hС34, 25 мг/кг 33,4±3,5
ЛФ антитела hС34, 250 мг/кг 34,0±3,8

Таблица 7. Оценка развития гиперчувствительности замедленного типа у самцов мышей-гибридов F1 
(CBA/lac×C57Bl/6) при введении ЛФ антитела hС34
Table 7. Evaluation of the delayed hypersensitivity reaction in F1 (CBA/lac×C57Bl/6) mice (male) immunized by 
hC34 antibody

Экспериментальные группы Индекс реакции, %
Контроль 54,4±2,4

ЛФ антитела hС34, 25 мг/кг 54,6±2,7
ЛФ антитела hС34, 250 мг/кг 54,6±2,5

Таблица 8. Оценка развития гиперчувствительности замедленного типа у самок мышей-гибридов F1 
(CBA/lac×C57Bl/6) при введении ЛФ антитела hС34
Table 8. Evaluation of the delayed hypersensitivity reaction in F1 (CBA/lac×C57Bl/6) mice (female) immunized by 
hC34 antibody

Экспериментальные группы Индекс реакции, %
Контроль 56,2±2,4

ЛФ антитела hС34, 25 мг/кг 56,8±2,3

ЛФ антитела hС34, 250 мг/кг 56,4±2,8
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Таблица 9. Оценка фагоцитарной активности перитонеальных макрофагов при введении ЛФ антитела 
hС34 самцам мышей-гибридов F1 (CBA/lac×C57Bl/6)
Table 9. Phagocytic activities of peritoneal macrophages in F1 (CBA/lac×C57Bl/6) mice (male) immunized by 
hC34 antibody

Экспериментальные группы Фагоцитировавшие МФ
(ФИ, %)

Число фагоцитированных дрож-
жей (ФЧ, у. е.)

Контроль 72±2,4 14±1,0
ЛФ антитела hС34, 25 мг/кг 71±2,6 13±1,2
ЛФ антитела hС34, 250 мг/кг 73±2,2 15±1,4

Таблица 10. Оценка фагоцитарной активности перитонеальных макрофагов при введении ЛФ антитела 
hС34 самкам мышей-гибридов F1 (CBA/lac×C57Bl/6)
Table 10. Phagocytic activities of peritoneal macrophages in F1 (CBA/lac×C57Bl/6) mice (female) immunized by 
hC34 antibody

Экспериментальные группы Фагоцитировавшие МФ
(ФИ, %)

Число фагоцитированных дрож-
жей (ФЧ, у. е.)

Контроль 73±2,1 15±1,4
ЛФ антитела hС34, 25 мг/кг 74±2,5 14±1,4
ЛФ антитела hС34, 250 мг/кг 73±2,6 14±1,2

Таблица 11. Оценка влияния ЛФ антитела hС34 на репродуктивную систему самок и состояние плодов
Table 11. Assessment of hC34 antibody effect on female mice reproduction and embryonal development

Показатель/
Группа животных Контроль ЛФ антитела hС34,

500 мг/кг
Кол-во беременных самок 19 19
Индекс фертильности 95 % 95 %

Кол-во желтых тел, всего/ % 177/9,3±0,3 178/9,4±0,3
Кол-во мест имплантации, всего/ % 176/9,3±0,3 177/9,3±0,4
Кол-во живых плодов, всего/ % 171/9,0±0,3 172/9,1±0,3
Кол-во резорбций, всего/ % 5/0,26±0,13 5/0,26±0,13

Предимплантационная гибель 0,66±0,66 0,66±0,66
Постимплантационная гибель 2,91±1,50 2,54±1,22

Масса плодов 3,18±0,03 3,15±0,02
Краниокаудальный размер, мм 34,14±0,09 34,15±0,09

Внешний осмотр плодов
Кол-во обследованных плодов 171 172
 Из них с аномалиями, всего/ % 0/0 0/0

Состояние внутренних органов
Кол-во обследованных плодов 85 86

 Из них с аномалиями развития, всего/ % 0/0 0/0
Состояние костного скелета

Кол-во обследованных плодов 86 86
 Из них с аномалиями развития, всего/ % 0/0 0/0

Число центров оссификации метакар-
пальных костей

справа 3,50±0,05 3,50±0,05

слева 3,56±0,05 3,51±0,05

Число центров оссификации метата-
рзальных костей

справа 3,44±0,05 3,45±0,05
слева 3,51±0,05 3,63±0,05
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самок и состоянии плодов обнаружено 
не было.
На втором этапе изучали возмож-

ное постнатальное действие препарата. 
При введении ЛФ антитела hС34 с 1-го 
по 21-й день беременности самкам в дозе 
500 мг/кг никаких патологических сдви-
гов в развитии потомства не было обна-
ружено. Изучение физического развития 
потомства, скорости созревания сенсорно-
двигательных рефлексов в период вскар-
мливания, эмоционально-двигательного 
поведения крысят после окончания пери-
ода вскармливания не выявило различий 
между контроль ными и опытными группа-
ми животных (табл. 12–14).

Обсуждение результатов
Изучение аллергизирующего действия 

лекарственной формы рекомбинантного 
гуманизированного антитела hС34 в реак-
циях общей анафилаксии, активной кож-
ной анафилаксии и реакции ГЗТ показало, 
что в проведенных экспериментах препарат 
не сенсибилизирует экспериментальных 
животных и не вызывает гиперчувствитель-
ности немедленного или замедленного типа.
Изучение развития иммунного ответа 

после введения лекарственной формы ре-
комбинантного гуманизированного анти-
тела hС34 показало, что препарат в дозах, 
многократно превышающих предполагае-
мую человеческую терапевтическую дозу, 

Таблица 12. Показатели физического развития потомства самок крыс, получавших ЛФ антитела hС34 в дозе 
500 мг/кг
Table 12. Physical development of female rat progeny after treatment with hC34 antibody at a dose of 500 mg/kg

Показатели
Группа животных

Контроль ЛФ антитела hС34, 500 мг/кг
Кол-во пометов 15 15

Кол-во крысят, всего/ср. в помете 162/10,8±0,4 162/10,8±0,4
 В т. ч. живых, всего/ср. в помете 158/10,5±0,4 157/10,5±0,4

 Погибло в период вскармливания, 
всего/ср. в помете 2/0,13±0,09 2/0,13±0,9

Кол-во самцов 83 86
Кол-во самок 75 71

День отлипания ушной раковины 2,98±0,06 2,99±0,06
День появления первичного

волосяного покрова 4,69±0,10 4,63±0,09

День прорезывания резцов 8,39±0,10 8,36±0,07
День открытия глаз 14,6±0,1 14,6±0,1

День опускания семенников 28,9±0,3 29,0±0,4
Масса тела крысят, г

4-й день 7,63±0,09 7,70±0,09
7-й день 14,7±0,1 14,7±0,1
14-й день 36,9±0,2 37,0±0,3
21-й день 57,8±0,3 57,9±0,4

Таблица 13. Показатели скорости созревания сенсорно-двигательных рефлексов потомства самок, получавших 
ЛФ антитела hС34 в дозе 500 мг/кг
Table 13. The rate of maturation of sensory-motor refl exes in female offspring after treatment with hC34 antibody at a 
dose of 500 mg/kg

Показатели
Группа животных

Контроль ЛФ антитела hС34, 500 мг/кг
Переворачивание на плоскости, ср. знач. 7,14±0,03 7,19±0,04

Отрицательный геотаксис, ср. знач. 6,30±0,04 6,08±0,06
Избегание обрыва, ср. знач. 8,22±0,05 8,28±0,05
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не оказывает негативного воздействия 
на развитие гуморального и клеточного им-
мунного ответа, а также не подавляет фаго-
цитарную функцию фагоцитов, что говорит 
об отсутствии у него иммунотоксического 
действия в использованных эксперимен-
тальных моделях.
Изучение генеративной функции экс-

периментальных животных, получавших 
в течение гаметогенеза лекарственную 
форму рекомбинантного гуманизированно-
го антитела hС34, показало, что препарат 
в дозе 500 мг/кг (в 125 раз превосходящей 
терапевтическую дозу для человека) не ока-
зывает негативного воздействия на генера-
тивную функцию самцов и самок, а также 
не вызывает нарушений эмбрионального 
развития у потомства, полученного от скре-
щивания данных животных.
Изучение эмбриотоксического дейст-

вия лекарственной формы рекомбинант-
ного гуманизированного антитела hС34 

показало, что изученный препарат в дозах 
до 500 мг/кг не оказывает достоверного 
воздействия на пренатальное и постнаталь-
ное развитие потомства.

Выводы
В результате доклинических исследова-

ний аллергенности, иммунотоксичности 
и репродуктивной токсичности лекарст-
венной формы рекомбинантного гуманизи-
рованного антитела к неодетерминанте С3 
компонента комплемента человека показа-
но, что препарат не обладает специфически-
ми видами токсичности. Результаты, полу-
ченные в данном исследовании, могут быть 
использованы при изучении клинической 
безопасности кандидатного лекарственного 
средства на основе рекомбинантного гума-
низированного антитела к неодетерминан-
те С3 компонента комплемента человека 
для лечения травматических повреждений 
головного мозга.
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