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Резюме. Изучены морфологические и физико-химические свойства эритроцитов, инкапсулированных терпеноиндольными 
алкалоидами (ТИА), методами нефелометрии и осмотической резистентности эритроцитов в среде с низкими концентра-
циями хлорида натрия. Исследованы изменения морфологических и физико-химических параметров у ТИА-загруженных 
эритроцитарных носителей и свежеизолированных эритроцитов. Установлено, что при процессе инкапсулирования ТИА 
модифицированным методом гипотонического набухания морфологические и физико-химические параметры эритроци-
тов незначительно изменяются по сравнению с контролем.
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MORPHOLOGICAL AND PHYSICO-CHEMICAL PROPERTIES OF ERYTHROCYTE CARRIERS INCAPULATED  
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Abstract. Morphological and physico-chemical properties of erythrocytes encapsulated by terpenoindol alkaloids (TIA) by nephelometry 
and osmotic resistance of erythrocytes in a medium with low concentrations of sodium chloride have been studied. Changes in 
the morphological and physico-chemical parameters of TIA-loaded erythrocyte carriers and freshly isolated erythrocytes have been 
studied. It was found that during the process of encapsulation of TIA by a modified hypotonic swelling method, the morphological and 
physicochemical parameters of erythrocytes change insignificantly in comparison with the control.
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ВВЕДЕНИЕ
Одной из ведущих тенденций, появившихся 

в современной фармакологии, является созда-
ние систем направленного транспорта лекарств. 
Среди потенциальных носителей лекарственных 
веществ особое место занимают форменные эле-
менты крови (эритроциты), в которые при опре-
деленных условиях может быть инкапсулирована 
достаточно высокая доза препаратов без замет-
ного повреждения клетки [1–4]. К достоинствам 
эритроцитов как транспортной формы лекарств 
относятся идеальная биосовместимость (при ис-
пользовании аутологичных клеток), отсутствие 
токсических продуктов деградации, длитель-
ность обращения в кровотоке, доступность в 
препаративном количестве. При внутривенном 
введении препаратов в составе эритроцитарных 
«контейнеров» могут быть достигнуты как увели-
чение времени циркуляции лекарства, так и его 
преимущественная доставка в органы и ткани ре-

тикулоэндотелиальной системы (РЭС). Большой 
интерес вызывает возможность использования 
эритроцитов в качестве носителей ТИА-препара-
тов в целях уменьшения их побочных эффектов. 

В процессе инкапсулирования эритроци-
тов соответствующие фармакологические ве- 
щества могут повреждать целостность эритро-
цитов. Сильно поврежденные эритроциты могут 
быстро элиминировать из кровотока с участием 
макрофагов в РЭС. Известны примеры успешно-
го экспериментального получения и клиничес- 
кого использования эритроцитарных носителей 
(ЭН) различных классов лекарственных средств 
(антибиотиков, противоопухолевых препаратов, 
ферментов и др.)  [5, 6]. Однако недостаточно из-
ученными остаются вопросы влияния экстракор-
порального насыщения препаратами эритро-
цитов на морфологические и функциональные 
свойства клеток. Эффективность эритроцитов в 
качестве носителя прямо зависит от степени по-
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вреждения морфологических и физико-химических 
свойств после их инкапсуляции эритроцитов. Резуль-
таты исследований в этом направлении могут способ-
ствовать уточнению механизмов взаимодействия ТИА 
с эритроцитами в условиях обработки клеток in vitro, 
позволяя прогнозировать поведение эритроцитов-пе-
реносчиков в организме.

Целью настоящей работы являлась оценка мор-
фологических и физико-химических свойств эритро-
цитарных носителей, инкапсулированных терпеноин-
дольными алкалоидами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве клеточной модели для исследований 

на мембранном уровне использовались свежеизоли-
рованные человеческие эритроциты и ТИА инкапсу-
лированные эритроцитарные формы. В качестве ТИА-
препаратов применяли винкристина сульфат (VCR) и 
винбластина сульфат (VBL), которые соответствова-
ли требованиям частных фармакопейных статей го-
сударственных фармакопей (ГФ): США – UPS 30-NF25 
(«VINBLASTINE SULFATE FOR INJECTION», PF 32(5), Pg. 1470, 
USP Reference standards; «VINBLASTINE SULFATE», 
PF 32(5), Pg. 1470, USP Reference standards; «VINCRISTINE 
SULFATE FOR INJECTION», PF 32(5), Pg. 1470, USP Reference 
standards; «VINCRISTINE SULFATE», PF 32(5), Pg. 1470); 
Европы – EPh. 8 («VINCRISTINE SULFATE», Pg. 3536; 
«VINBLASTINE SULFATE», Pg. 3535); Японии – J.Ph.  XVII 
(«VINCRISTINE SULFATE», Pg. 1764; «VINBLASTINE 
SULFATE», Pg. 1762); Британии – BPh 2013. Были ис-
пользованы следующие препараты: «Винкристин-Те-
ва» – раствор для внутривенного введения 2 мг/2 мл 
[рег. № П N015355/01 от 18.09.08, Teva Pharmaceutical 
Industries (Израиль) / PHARMACHEMIE (Нидерланды)]; 
«Веро-винкристин», раствор для внутривенного вве-
дения 1мг/2 мл [рег. № Р  N002383/01-2003 от 02.04.08, 
«ЛЭНС-ФАРМ» (Россия)]; «Винкристин-Рихтер», лио-
филизат для приготовления раствора для внутри-
венного введения 1 мг; (код EAN: 5997001358955; рег. 
№ П N014883/01, 2008-06-11); «Винбластин-ЛЭНС», лио- 
филизат для приготовления раствора для внут- 
ривенного введения 5 мг [рег. № Р N000203/01 от 
18.08.06, «ЛЭНС-ФАРМ» (Россия), дочерняя компания 
«ВЕРОФАРМ» (Россия)].

Для получения эритроцитарной клеточной фор-
мы VCR и VBL использовали модифицированный ме-
тод гипоосмотического лизиса. Объектами иссле-
дования служили эритроциты крови, полученные 
от здоровых доноров с соблюдением всех мер без-
опасности, под наблюдением медицинских спе-
циалистов. Эритроциты выделяли центрифугиро-
ванием (центрифуга ЦЛН-2 и ОПН-8, Россия) при 
3000 об/мин в течение 5 мин при +4 °С. Супернатант 
отбрасывали, полученную гранулированную кле-
точную массу суспендировали в 5-кратном объёме 
0,01  М Na-фосфатного буферного раствора с рН=7,4 
(«ПанЭко», Россия, серия 1116) при +4 °С в течение 
5  мин и центрифугировали при 8000 об/мин в тече-

ние 5 мин при комнатной температуре. Супернатант 
отбрасывали, в полученную компактную клеточную 
массу (1,0 мл) добавляли 4-кратный объём (4,0 мл) ги-
потонического раствора NaCl (0,65%), охлаждённо-
го до 0 °С, для проведения гипотонического лизиса и 
смесь выдерживали 5 мин при 0 °С. Далее содержи-
мое центрифугировали при 8000 об/мин 10 мин и су-
пернатант отбрасывали, в полученную компактную 
клеточную массу добавляли 8 мл (125 мкг/мл, 250 мкг/мл, 
275 мкг/мл) водного стандартного раствора препарата 
(VCR, VBL), охлаждённого до 0 °С по фракциям до пол-
ного гемолиза и все инкубировали при +4 °С в тече-
ние 20 мин. Затем восстанавливали цельность эритро-
цитов добавлением 9,0% гипертонического раствора 
NaCl до изотоничности. Полученную суспензию инку-
бировали при 37 °С в течение 30 мин. После включения 
препарата в эритроциты последние дважды отмывали 
изотоническим раствором натрия хлорида (0,9%), за-
тем осаждали при +4 °С в течение 10 мин. Супернатант 
отбрасывали, полученную иммобилизированную фор-
му препарата в эритроцитах хранили в холодильнике 
при +4 °С с добавлением 1,0 мл 0,01 М Na-фосфатного 
буферного раствора.

Все химические субстанции, которые применя-
лись для приготовления различных реактивов и раст- 
воров, соответствовали категории «ч.д.а.» (ЗАО «Век-
тон», Россия).

Приготовление буферных растворов осуществ- 
ляли в соответствии с ОФС «Буферные растворы» 
ГФ XIII [10]. Контроль рН растворов осуществлялся при 
помощи pH-метра pH-150М (РУП «Гомельский завод из-
мерительных приборов»).

Для изучения осмотической резистентности 
эритроцитов (ОРЭ) был использован метод нефело-
метрии, позволяющий оценить зависимость физио-
логического состояния и химического состава частиц 
от светопроницаемости. Методика определения ОРЭ 
достаточно точна, объективна, легко выполнима и, 
главное, позволяет охарактеризовать не только мини-
мальную и максимальную резистентность клеток, но и 
динамику гемолиза.

Для инкубации эритроцитов и ТИА-инкапсу-
лированных эритроцитов использовали 0,01 М Na-
фосфатный буферный раствор с pH=7,4, в котором 
клетки сохраняют свои функциональные свойства в те-
чение нескольких суток. Под нефелометрией обычно 
понимают ряд построений, использующих данные по 
зависимости мутности (τ) системы от длины волны (λ) 
падающего света.

τ=2,3А/l,

где А – оптическая плотность, l – длина кюветы. Опти-
ческую плотность раствора измеряли на спектрофо-
тометре СФ-2000 (ОКБ «Спектр», Россия) в кварцевых 
кюветах с толщиной слоя 1 см относительно 0,01 М Na-
фосфатного буферного раствора с pH=7,4.

СЕКЦИЯ:   Контроль качества биопрепаратов
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Размер эритроцитов определяли после экспери-
ментального определения μэр – относительного пока-
зателя преломления эритроцитов по формуле [7]: 

эр

0
,

4 ( 1)
r

m

µ ⋅α
=

π ⋅µ −

где r–  – радиус эритроцитов; m – относительный пока-
затель преломления среды, (m=μэр/μ0), μэр – отно-
сительный показатель преломления эритроцитов, 
μ0 – относительный показатель преломления инкуби-
рующей среды; α – функция относительного размера 
(α=2πr/λ).

Относительный показатель преломления эритро-
цитов (μэр) определяли рефрактометрическим мето-
дом на рефрактометре ИРФ-454 Б2М (Россия), для чего 
готовили серию инкубационной среды, в которой от-
носительный показатель преломления (µ0) находился 
в пределах 1,3–1,4 с градиентом 0,01. Для изменения 
относительного преломления среды (m) в инкубирую-
щую среду добавляли разное количество полиэтилен-
гликоля (ПЭГ-4000). По 0,2 мл контрольных и ТИА-ин-
капсулированных эритроцитов разбавляли до 2,0 мл 
Na-фосфатным буферным раствором. В каждую про-
бирку добавляли по 0,1 мл разбавленной суспензии 
эритроцитов, тщательно перемешивая до полного 
диспергирования клеток. Затем измеряли спектраль-
ную зависимость оптической плотности каждой полу-
ченной суспензии в диапазоне длин волн 600–900 нм. 
Из зависимости оптический плотности (D) от волновой 
экспоненты (n) по определённому значению n из таб- 
лицы n=n(α), указанной в монографии В.И. Клени- 
на  [8], определяли значения α. Далее в зависимости 

Dn от μср путем экстраполяции аппроксимальной ли-

нии тренда до абсциссы определяли μэр (рисунок 1). 
Результаты представлены в таблице 1.

Расчет параметров ЭН проводили по известным 
формулам [9]:

• числовые концентрации эритроцитов в едином 
объёме:

2
0

2 2

12,6
,

cр

N
K

⋅ τ ⋅µ
=

λ ⋅ ⋅α

где К – коэффициент рассеяния [8];

• плотность эритроцита, г/см3:

ρ = 1+1,5 · (m–1);

• концентрация сухого вещества в эритроците, %: 

C = 605,0 · (m–1);

• содержание сухого вещества в эритроците, пг: 

C% = 3,15 · (m–1) · r–  3;

• содержание воды в эритроците, %: 

Cв = 100 – 0,75 · С%.

Исследования ОРЭ проводили для нормальных 
эритроцитов и форм, загруженных ТИА. Минималь-
ная резистентность эритроцитов определяется мак-
симальной концентрацией гипотонического (менее 
0,85%) раствора натрия хлорида (в серии постепенно 
уменьшающихся концентраций), при которой начина-
ется гемолиз наименее устойчивых эритроцитов, нахо-
дящихся в растворе 1 ч. Максимальная резистентность 

Таблица 1.

Физико-химические параметры ТИА-инкапсулированных эритроцитов (λ=660 нм; μср – буфер=1,335)

№ 
п/п

Физико-химические  
параметры эритроцитов

Свободные  
эритроциты

ТИА-инкапсулированные эритроциты
Эри-ТИА-ПЭГ 1:20 Эри-ТИА-VCR Эри-ТИА-VBL

1
Уравнения аппроксимирующей 
кривой в зависимости lоg D − 
lоg λ

y = 1,2461x – 3,2557 y = 1,4256x – 3,7593 y = 1,2089x – 3,1507 y = 1,2089x – 3,1507

2
Уравнения аппроксимирующей 
кривой в зависимости Dn  – µср

y = –0,0935x + 1,4817 y = –0,097x + 1,4882 y = –0,1017x + 1,4926 y = –0,0985x + 1,4892

3 μэр 1,4817 1,4882 1,4886 1,4892
4 m 1,10989 1,11476 1,11506 1,11551
5 n 1,2461 1,4256 1,2089 1,2244
6 ρ 11,8 10,6 11,0 11,0
7 r– , мкм 4,2267 3,7930 3,7631 3,7487 
8 Средний диаметр (d), мкм 8,4535 7,5861 7,5261 7,4975 
9 ρ эритроцитов, г/см3 1,1648 1,1696 1,1726 1,1733 

10
Концентрация эритроцитов в 
1 см3 пробы (N)

6,07 · 107 9,07 · 107 6,75 · 107 7,56 · 107

11
Концентрация сухого вещества 
в эритроците (С), %

66,48135 69,4540 69,6113 69,8775

12
Содержание сухого вещества в 
эритроците (С%), пг

209,1747 157,8731 143,0619 153,3324

13
Содержание воды в эритроците 
(СВ), %

50,1390 47,9095 47,7915 47,5919

14 ППЭМ 1,32594 1,44864 1,45656 1,46853

РАЗДЕЛ:   Аналитические методики и методы контроля
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эритроцитов определяется максимальной концентра-
цией гипотонического раствора натрия хлорида, вы-
зывающего в течение 1 ч гемолиз всех эритроцитов.

0,5 мл клеточной формы, загруженной ТИА-пре-
паратами, разбавляли до 2,0 мл изотоническим Na-
фосфатным буферным раствором с pH=7,4. Готовили 
ряд растворов, соответствующих растворам натрия 
хлорида с концентрациями в диапазоне 0,9–0,1%. В 
10 пробирок для центрифугирования добавляли по 
5,0 мл раствора и по 0,02 мл клеточной формы, затем 
инкубировали при 37 °C 60 мин. Далее центрифуги-
ровали при 2000 об/мин в течение 5 мин. Из каждой 
пробирки сливали надосадочную жидкость и фото-
метрировали при длине волны 500–560 нм (зеленый 
светофильтр) в кювете с толщиной слоя 1 см относи-
тельно контрольной пробы. Контрольная проба – над- 
осадочная жидкость, содержащая рабочий раствор с 
концентрацией натрия хлорида 1%. За полный (100%) 
гемолиз принимали гемолиз в пробирке с 0,1% раство-
ром натрия хлорида. Вычисляли процент гемолиза, 
сравнивая величину экстинкции надосадочной жид- 
кости с экстинкцией, принятой за 100%, по формуле:

 
Гемолиз, % 100%,i

x

E
E

= ⋅

где Еi — экстинкция надосадочной жидкости в пробир-
ке с 0,1% раствором натрия хлорида; Ех — экстинкция 
исследуемой пробы.

Статистическая обработка полученных резуль-
татов проводилась в соответствии с ОФС.1.1.0013.15 
ГФ  XIII [10] при использовании пакета программ 
Microsoft Exсel (Microsoft Exсel 2016 на базе ОС Windows 
10) и Originpro 2016 (2016 г. от компания OriginLab 
Corporation, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Были изучены физико-химические свойства для 

ТИА-инкапсулированных эритроцитарных носителей 
и контрольных эритроцитов. При проведении срав-

нительного анализа физико-химических парамет- 
ров эритроцитов установлен относительный пока-
затель преломления (m) у контрольных эритроцитов 
(1,10989±0,0001) и у ТИА-инкапсулированных эритро-
цитов (1,11511±0,0010) (при Р>0,05). Абсолютный по-
казатель преломления контрольных эритроцитов (µ) 
был равен 1,4817±0,00045, а у ТИА-инкапсулированных 
эритроцитов – 1,48867±0,00125 (при Р>0,05). Концент- 
рация эритроцитов (N) в контрольной пробе состави-
ла (6,07±0,009921)×107 в см3, а у ТИА-инкапсулирован-
ных – (7,57±2,0496)×107 (при Р>0,05).

Проницаемость мембран эритроцитов изуча-
лась нами по изменению трех физико-химических по-
казателей: концентрации (С, %), содержания сухого 
вещества (С%, пг) и содержания воды (СВ, %) в эрит- 
роците. Для оценки нарушений проницаемости мем-
бран эритроцитов нами был предложен показатель 
проницаемости мембран эритроцитов (ППМЭ), кото-
рый представляет собой отношение содержания во-
ды в эритроците (Св) к концентрации сухого вещества 
в эритроците (С%). В контрольных эритроцитах ППЭМ 
составлял 1,32594±0,00232, а у ТИА-инкапсулирован-
ных эритроцитов – в среднем 1,45791±0,02487. В табли-
це 2 представлены результаты, показывающие умень-

Рисунок 1. а – определение n в зависимости lоg D−lоg λ у свободных эритроцитов и эритроцитов, инкапсулированных ТИА; б – 

определение μэр в зависимости Dn  – µср у свободных эритроцитов и эритроцитов, инкапсулированных ТИА

Рисунок 2. Физико-химические параметры ТИА-инкапсулиро-
ванных и контрольных эритроцитов
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шение ОРЭ в ТИА-инкапсулированных эритроцитах 
по отношению к контрольным. ТИА-инкапсулирован-
ные эритроциты гемолизируются в 0,40% растворе 
NaCl приблизительно на 60%, а контрольные в тех же 
условиях – на 30%. Данные рисунка 3 показывают, что 
эритроцитарные носители, заполненные ТИА в моди-
фицированной среде с ПЭГ 1:20, показывают степень 
гемолиза несколько ниже, чем в немодифицирован-
ной среде.

Таблица 2. 

Результаты определения степени гемолиза  
различных ТИА-загруженных эритроцитарных форм
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0,1 100 100 100 100
0,2 95,322 99,171 94,859 96,277
0,3 80,263 89,589 87,543 89,176
0,4 29,349 66,607 62,871 66,046
0,5 13,670 33,465 31,953 32,506
0,6 5,300 24,352 23,085 23,578

0,65 4,240 15,166 14,700 14,891
0,7 3,582 7,061 6,832 6,963
0,8 3,107 5,548 5,383 5,481
0,9 1,118 4,035 3,761 3,861

В проведенном in vitro эксперименте с высво-
бождением гемоглобина из ТИА-инкапсулированных 
эритроцитарных форм установлено, что ущерб, нане-
сенный при инкапсуляции в эритроциты изучаемых 
лекарственных веществ, невелик и по функциональ-
ным способностям они незначительно отличаются от 
нормальных эритроцитов (рисунок 4).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изучение физико-химических свойств ТИА-ин-

капсулированных и контрольных эритроцитов по-
казало изменения по некоторым параметрам, таким 

как показатель проницаемости мембран эритроци-
тов, диаметр клеток, концентрация, содержание су-
хого вещества в эритроците, содержание воды в эри-
троците и степень гемолиза (таблицы 1 и 2), которые 
могут влиять на жизненный цикл ТИА-инкапсулиро-
ванных ЭН в организме. В эксперименте in vitro уста-
новлено, что изменение физико-химических парамет- 
ров почти не нарушает функциональные свойства ТИА-
инкапсулированных эритроцитов. Установлено, что 
ТИА-инкапсулированные эритроциты восстанавли-
ваются на 60–80%. Следовательно, показана возмож-
ность применения ТИА-загруженных ЭН в качестве 
систем для доставки противоопухолевых лекарствен-
ных средств – винкристина и винбластина.
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Рисунок 3. Степени гемолиза различных ТИА-загруженных 
эритроцитарных форм

Рисунок 4. Высвобождение гемоглобина из ТИА-загруженных 
эритроцитов in vitro
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