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РЕфЕРАТ Методом сверхкритической флюидной инкапсуляции с использованием ультразвука получены 
биорезорбируемые полилактидные микрочастицы с инкапсулированным белковым цитотоксином виску-
мином. По данным электронной микроскопии, размер частиц составил от 10 до 50 мкм. Кинетика высвобож-
дения вискумина из микрочастиц была изучена в иммуноферментной тест-системе с использованием анти-
вискуминовых моноклональных антител. Показано, что в полимерные микрочастицы включается 99.91% 
добавленного в реакционную смесь цитотоксина. В течение 120 ч инкубации микрочастиц в фосфатно-
солевом буфере с нейтральным значением рН высвободилось 0.08% от первоначально инкапсулированного 
белка. Анализ цитотоксической активности и иммунохимических свойств инкапсулированного вискумина 
показал, что метод «сухой» сверхкритической флюидной инкапсуляции с использованием ультразвука 
не влияет на биологические свойства вискумина и может использоваться для получения биодеградируемых 
полилактидных микрочастиц-носителей с включенными в них биологически активными веществами. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА биодеградируемые микрочастицы, вискумин, полилактид.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ СКФ – сверхкритический флюидный; ск-СО2 – сверхкритическая двуокись угле-
рода; ФСБ – фосфатно-солевой буфер; ТМБ – тетраметилбензидин; МСГ – магнитно-стрикционный ге-
нератор; СЭМ – сканирующая электронная микроскопия; БСА – бычий сывороточный альбумин; МТТ – 
3-(4,5-диметилтиазолил-2-ил)-2,5-дифенилтетразолийбромид; ЛД50 – доза токсина, вызывающая гибель 
50% клеток.

ВВЕдЕНИЕ
Вискумин – рибосом-инактивирующий лектин, со-
держится в экстрактах листьев растения омела бе-
лая. Вискумин состоит из двух субъединиц А и В, 
связанных дисульфидной связью и имеет молеку-
лярную массу 60 кДа [1, 2]. Вискумин активно ис-
пользуется в противоопухолевой терапии и находит 
в этой области все более широкое применение [3–6]. 
Эффективность действия вискумина можно увели-
чить, если заключить его в биорезорбируемые по-
лимерные микрочастицы, что обеспечит его хими-
ческую и пространственную стабилизацию, а также 
пролонгированный выход в окружающие ткани ор-
ганизма и, как следствие, более длительное воздей-
ствие токсина на опухолевые клетки. 

Полилактиды представляют собой класс биоре-
зорбируемых полимеров, относящихся к гомологи-
ческому ряду алифатических полиэфиров, которые 
находят все более широкое применение в биомеди-
цине и фармацевтике [7]. Полилактид – это полимер 
молочной кислоты, которая, имея асимметрично рас-
положенные атомы углерода (рис. 1), легко образует 
оптически активные циклические димеры (лактиды), 
полимеризующиеся, как и гликолиды, в результате 
каталитического раскрытия 1,4-диоксановых колец.

Полилактид является более гидрофобным со-
единением по сравнению с полигликолидом, по-
скольку содержит метильные группы. Он легче 
растворяется и в органических растворителях. По-
скольку мономер молочной кислоты существует 
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в двух стереохимических формах, возможен синтез 
четырех морфологически различных полилакти-
дов: двух стереорегулярных полимеров – поли(D-
лактида) и поли(L-лактида); полимеризованной сме-
си D- и L-молочных кислот – поли(D,L-лактида); 
поли(мезо-лактида) – смеси D- и L-лактидов. Поли-
меры, синтезированные только из оптически актив-
ной D- или L-молочной кислоты, являются поликри-
сталлическими, в то время как оптически неактивные 
поли(D,L-лактиды) – аморфные. Это обстоятельство 
весьма важно для практического использования, 
поскольку скорость гидролиза данных соединений 
(определяющая кинетику их биорезорбции в живом 
организме) обратно пропорциональна степени их 
кристалличности. Гликолид – более простое соеди-
нение, которое существует только в одной форме. 
Идентичность каталитической реакции раскрытия 
колец гликолидов и лактидов позволяет проводить 
их сополимеризацию с образованием высокомолеку-
лярных сополимеров – полилактогликолидов, суще-
ственно расширяя круг биорезорбируемых синтети-
ческих материалов с различными биохимическими 
и механическими свойствами. 

Способность алифатических полиэфиров к посте-
пенному биологическому разложению в организме 
используется как для временной защиты активных 
молекул или лекарственных средств от быстрого 
расщепления различными ферментами и пептида-
ми, так и для их адресной доставки в определенные 
клетки, ткани и органы, а также для контроля ско-
рости высвобождения этих молекул из полимерной 
матрицы, обеспечивая более длительное терапевти-
ческое воздействие [7]. С этой целью лекарственное 

средство инкапсулируют в полимерный носитель 
и вводят в организм с помощью инъекций или пе-
рорально [8, 9]. Метод «сухой» сверхкритической 
флюидной (СКФ) инкапсуляции может успешно ис-
пользоваться для включения различных биологиче-
ски активных веществ (ферментов, пептидов, белков 
и лекарственных средств) в полимерные микрочасти-
цы практически без потери их физико-химических 
и биологических свойств [10–12]. Это отличает СКФ-
инкапсуляцию от других методов, применение кото-
рых подразумевает использование высоких темпе-
ратур (до 100°c и выше) и токсичных органических 
растворителей, которые достаточно трудно удалить 
из готового продукта [10]. Сверхкритическая дву-
окись углерода (ск-СО2

) позволяет проводить ин-
капсуляцию биоактивных компонентов в различные 
типы аморфных полимеров без использования жид-
ких растворителей при температуре, близкой к ком-
натной, и умеренном давлении (критические параме-
тры для СО

2
 – Т

кр 
= 31°c, Р

кр 
= 7.4 МПа). Ск-СО

2 
легко 

и практически без остатка удаляется из полимера 
простым сбросом давления ниже критического зна-
чения [13]. 

Ранее [11] нами были проведены первые модель-
ные эксперименты по СКФ-инкапсуляции вискумина 
в полилактидные микроматрицы. Как оказалось, вре-
мя выхода вискумина можно регулировать при по-
мощи изменений условий СКФ-инкапсуляции, что, 
в принципе, позволяет создавать препараты про-
лонгированного действия с определенной кинетикой 
высвобождения активного вещества из полимерного 
носителя. 

В представленной работе изучены иммунохими-
ческие и цитотоксические свойства вискумина по-
сле его высвобождения из микрочастиц, полученных 
тем же методом, но с использованием ультразвука. 
Ультразвук позволил получить более плотные части-
цы мелкого размера (10–50 мкм). 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Вискумин был любезно предоставлен проф. У. Пфюл-
лером (Институт фитохимии, Университет Виттен-
Хердеке, Германия). В качестве исходного биорезор-
бируемого полимера использовали D,L-полилактид 
PurASOrB PDL 02 (производство «PurAc Bio-
chem bv», Нидерланды) с молекулярной массой 
Mw 

~ 20000. Диоксид углерода марки «ос. ч.» (99.99%) 
производства Балашихинского кислородного заво-
да (Московская обл., Россия) использовали без до-
полнительной очистки. Использовали также сухой 
фосфатно-солевой буфер (ФСБ, «Flow Laboratories», 
Великобритания), двухкомпонентный комплект реа-
гентов для субстратной смеси на основе тетраметил-
бензидина для иммуноферментного анализа (ТМБ) 

Рис. 1. Циклические димеры для синтеза алифатиче-
ских полиэфиров.

L-лактид Мезо-лактид

Гликолид D,L-лактид
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и конъюгат стрептавидин-пероксидаза («Имтек», 
Россия); полистироловые плашки («costar», США). 
Моноклональные антитела MnA4 и MnA9-биотин 
против разных эпитопов А-субъединицы вискумина 
были получены нами ранее [14, 15]. Все остальные ре-
активы производства «Sigma-Aldrich corp.» (США).

Инкапсуляция вискумина в полилактидные 
микрочастицы
Инкапсуляцию вискумина в полилактидный но-
ситель проводили на экспериментальной установ-
ке, подробно описанной в [16]. Ее основное отличие 
от оборудования, примененного ранее [11], состояло 
в использовании мощного (до 1 кВт) ультразвукового 
(18 ± 0.2 кГц) воздействия на систему полимер/виску-
мин, находящуюся непосредственно в атмосфере ск-
СО

2
. Конструктивно этот подход реализовали с по-

мощью магнитно-стрикционного генератора (МСГ) 
с акустическим концентратором и титановым индук-
тором, введенным в реакционную камеру высокого 
давления. 

Процесс формирования биоактивных микроча-
стиц проходил в следующей последовательности. 
В реакционную камеру высокого давления загру-
жалось 0.1 г порошкообразного полилактида (харак-
терный размер частиц 100–200 мкм), полученного 
из предварительно механически измельченных ис-
ходных полимерных гранул (диаметром ~ 3 ÷ 4 мм), 
и 1 мг порошка лиофилизированного вискумина. 
Камеру уплотняли и в нее подавали СО

2
 комнатной 

температуры до достижения давления 5 МПа. По-
сле этого включались нагреватели камеры и соп-
ла. Температура камеры, как правило, составляла 
40оС, а температура сопла изменялась от 40 до 80оС. 
По мере разогрева камеры давление в ней увеличи-
валось. При достижении требуемой температуры 
давление в камере доводили до заранее выбранной 
величины – 10 ÷ 20 МПа. Затем включался блок пи-
тания и управления МСГ, мощность которого изме-
нялась в пределах от 0.1 до 1.0 кВт. Для формирова-
ния установившегося режима СКФ-пластификации 
полимерной смеси с вискумином в реакторе систему 
выдерживали при этих условиях примерно 30 мин. 
После этого с помощью импульсного клапана через 
сопло диаметром 0.5 мм производился импульсный 
сброс пластифицированной смеси и диоксида угле-
рода в приемную камеру. 

После выдерживания полученного продукта в при-
емной камере в атмосферных условиях в течение 3 ч 
(необходимого для полного удаления СО

2
 из частиц 

полимера и их окончательного затвердевания), со-
бранные микрочастицы помещали в стеклянные про-
бирки объемом 1.5 мл и хранили при температуре 
+4°c до их дальнейшего анализа.

Сканирующая электронная микроскопия
Морфологию поверхности полимерных микрочастиц 
с вискумином, инкапсулированным с помощью ск-
СО

2
, изучали с использованием сканирующей элек-

тронной микроскопии (СЭМ) на микроскопе LeO 1450 
(«carl Zeiss», Германия). Для этого небольшое коли-
чество исследуемого порошка наносили на проводя-
щую (углеродную) клейкую ленту, на которую затем 
методом плазменного напыления наносили тонкую 
(~ 0.05–0.1 мкм) пленку золота, обеспечивающую тре-
буемую электропроводность.

Исследование кинетики выхода вискумина 
из полилактидных микрочастиц
Сухой порошок полилактидных микрочастиц 
(16.5 мг), содержащих вискумин, суспендировали 
в 2 мл ФСБ, суспензию центрифугировали в те-
чение 10 мин при 12100 g и отбирали супернатант. 
Оставшиеся частицы полилактида снова суспен-
дировали в 2 мл ФСБ и перемешивали на качалке 
при 22°c. Супернатант отбирали и вносили очеред-
ную порцию ФСБ через 10, 30, 60, 120, 360, 1440, 
2880 и 7200 мин соответственно. Полученные образ-
цы хранили при +4°c.

Анализ количества вискумина, высвободившегося 
при деградации полилактидных микрочастиц
Количество вискумина в образцах (т.е. в супернатан-
те, отобранном в разные временные точки) опреде-
ляли с использованием модифицированной тест-
системы, описанной ранее [14, 15]. На 96-луночный 
планшет сорбировали моноклональные антитела 
MnA4 против вискумина в концентрации 10 мкг/мл 
в ФСБ по 100 мкл на лунку. Инкубировали в течение 
24 ч при +4°С. Три раза отмывали раствором, содер-
жащим 20 ммоль/л лактозы и 0.05% tвин-20 в ФСБ. 
Чтобы блокировать свободные сайты связывания по-
листироловой поверхности, в каждую лунку вносили 
по 100 мкл буфера, содержащего 0.1% бычьего сы-
вороточного альбумина (БСА), 20 ммоль/л лактозы 
и 0.05% tвин-20 в ФСБ. Инкубировали в течение 1 ч 
при 37°С, вновь отмывали 3 раза и вносили по 100 мкл 
исследуемых образцов, содержащих вискумин в раз-
ных разведениях. В качестве контроля использова-
ли вискумин в различных концентрациях. Инкуби-
ровали в течение 1 ч при 37°С. Наносили меченные 
биотином моноклональные антитела MnA9 против 
вискумина в концентрации 2 мкг/мл. Инкубировали 
в течение 1 ч при 37°С, отмывали 3 раза, после чего 
инкубировали (1 ч, 37°С) с конъюгатом стрептавидин-
пероксидаза и отмывали 5 раз. Проявляли с помо-
щью субстратного буфера ТМБ в течение 20 мин 
при 37°С. Реакцию останавливали 10% серной кис-
лотой по 50 мкл на лунку. Колориметрические изме-
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рения проводили при 450 нм на спектрофотометре 
Multiskan® PLuS-314.

Количество вискумина, включившегося в микро-
частицы, определяли с помощью твердофазного им-
муноферментного анализа по схеме, описанной выше. 
Для этого был проведен полный гидролиз образца по-
лилактидных микрочастиц при 420С в течение 48 ч 
(5 мг образца в 10 мл ФСБ). 

Оценка цитотоксических свойств вискумина после 
его выхода из полилактидных микрочастиц
Цитотоксическую активность вискумина, высвобо-
дившегося из биополимерных микрочастиц, опреде-
ляли с помощью МТТ-теста по методике, описанной 
ранее [17, 18]. Для оценки выживаемости клеток опре-
деляли дозу токсина (вискумина), вызывающую ги-
бель 50% клеток (ЛД

50
). В качестве контроля исполь-

зовали вискумин, не подвергавшийся инкапсуляции. 
При расчете ЛД

50 
за 100% принимали интенсивность 

окрашивания клеток, культивируемых в отсутствие 
цитотоксического агента. Приведены данные одного 
из трех типичных опытов в виде ЛД

50 
± стандартное 

отклонение.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖдЕНИЕ
На рис. 2  представлены характерные СЭМ-
микрофотографии экспериментальных образцов по-
сле их выемки из приемной камеры СКФ-установки. 
Видно, что образцы состоят как из индивидуальных 
микрочастиц размером от 10 до 50 мкм, так и из их 
агломератов (до 200 мкм). При этом сами полилак-
тидные микрочастицы представляют собой плотные 

объемные частицы неправильной формы с довольно 
гладкой поверхностью. 

Использование мощного ультразвукового воздей-
ствия дало возможность не только добиться более 
однородного перемешивания исходных компонентов 
(вискумина и полилактида), но также существенно 
снизить вязкость пластифицированного в ск-СО

2
 по-

лимера за счет введения дополнительной акустиче-
ской энергии в систему. Совокупность этих факторов 
привела к кардинальному изменению режима после-
дующего диспергирования полученной смеси в при-
емную камеру атмосферного давления, что, в свою 
очередь, резко изменило морфологию образующихся 
биоактивных полимерных структур.

Так в [11], при использовании в аналогичных 
условиях только магнитного смесителя происходи-
ло формирование полилактидных волокнистых ма-
триц, состоящих из пористых микрочастиц непра-
вильной формы размером от 50 до 200 мкм. В то же 
время применение интенсивного акустического воз-
действия привело к образованию плотных индивиду-
альных микрочастиц с характерным размером от 10 
до 50 мкм.

Для определения количества вискумина в об-
разцах использовали тест-систему на основе моно-
клональных антител MnA4 и MnA9-биотин против 
вискумина, описанную ранее [14, 15]. Эта система по-
зволяет специфически определять вискумин и имеет 
предел чувствительности около 0.8 нг/мл. С помощью 
данной тест-системы мы оценили общее количество 
вискумина в образце полилактидных частиц весом 
5 мг. Эта величина оказалась равной 50 мкг, что со-

Рис. 2. Электронные микрофотографии полилактидных микрочастиц, содержащих вискумин. А – общий вид, Б – 
детальная структура.

А Б
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ставляет 1 вес.% и равно количеству вискумина, под-
вергнутому инкапсуляции. Это может указывать 
на сохранность антигенной структуры белка после 
инкапсуляции.

Логично предположить, что на поверхности микро-
частиц мог остаться и неинкапсулированный виску-
мин. Для удаления несвязавшегося вискумина дваж-
ды производили отмывку 16.5 мг микрочастиц в ФСБ 
(временные точки 0 и 10 мин). Количество вискумина 
в данных пробах составило 0.145 мкг, т.е. 0.09% от ко-
личества токсина, подвергнутого инкапсуляции. Та-
ким образом, количество инкапсулированного ви-
скумина составило 99.91%. Количество вискумина, 
вышедшего из полилактидных микрочастиц, в ин-
тервале от 0 до 120 ч отражено на рис. 3А и 3Б.

Из рис. 3Б видно, что с увеличением времени инку-
бации количество токсина в супернатантах уменьша-
ется. Это говорит о медленной деградации полимерных 
микрочастиц с постепенным высвобождением виску-
мина. Увеличение количества вискумина в суперна-
тантах в точках 360 и 1440 мин можно объяснить более 
длительной инкубацией, в течение которой большее 
количество токсина выходит из распавшегося полиме-
ра. Кроме того, начиная с 2880 мин выход вискумина 
происходит более медленно. Вероятно, такая кинети-
ка выхода токсина связана со структурой полилак-
тидных микрочастиц, т.е. внутри микрочастицы, воз-
можно, плотнее, чем снаружи. Суммарно (за вычетом 
количества вискумина, обнаруженного в пробах после 
первых двух отмывок) за 120 ч из полилактидной ма-
трицы высвободилось 0.134 мкг вискумина, что соста-
вило 0.08% от первоначально инкапсулированного.

Вискумин – представитель группы инактиви-
рующих рибосомы белков 2-го типа, он может ис-
пользоваться для удаления эукариотических 
клеток-мишеней [19–21]. При помощи МТТ-теста 
показано, что вискумин сохраняет цитотоксиче-
скую активность после выхода из полилактидных 
микрочастиц. Цитотоксическая активность виску-
мина в супернатантах остается практически такой 
же, как у токсина, который не подвергался обра-
ботке: концентрация нативного вискумина, приво-
дящая к гибели 50% клеток линии 3t3 (ЛД50

), через 
48 ч составляет 7 × 10-12 ± 3 × 10-12 М, при этом ЛД

50
 

вискумина в анализируемых образцах составила 
7 × 10-12 ± 2 × 10-12 М.

Важно отметить, что, изменяя режимы СКФ-
инкапсуляции и распыления пластифицированной 
полимерной смеси, можно в достаточно широких 
пределах варьировать морфологию поверхности 
и внутренней структуры формируемых полимер-
ных микрочастиц (от высокопористых до практиче-
ски монолитных), что определяющим образом будет 
сказываться на кинетике высвобождения из них био-

активных компонентов. Полученные нами резуль-
таты наглядно демонстрируют этот факт. Так, в ра-
боте [11], полилактидные структуры, содержащие 
вискумин, представляли собой агломераты пори-
стых частиц (характерный коэффициент пористости 
20–25%) неправильной формы, в отличие от плотных 
микрочастиц с гладкой поверхностью, полученных 

Рис. 3. Кинетика выхода вискумина из полилактидных 
микрочастиц. А – суммарное количество вискумина 
в супернатантах. Б – количество вискумина, выде-
лившееся из микрочастиц, в зависимости от времени 
инкубации.
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в настоящей работе (рис. 2А и 2Б). Соответственно 
и кинетика его выхода из этих структур в аналогич-
ных условиях (суспендирование в ФСБ, медленное 
перемешивание на качалке при 22°c, отбор проб по-
сле двух отмывок, а также через 30, 60, 120, 360, 1440, 
2880 и 7220 мин) кардинально отличалась от приве-
денной на рис. 3А.

Вискумин может быть использован в противоопу-
холевой терапии [22]. Использование биосовмести-
мых, биодеградируемых систем с медленным вы-
свобождением вискумина достаточно перспективно. 
Снижение размера биодеградируемых микрочастиц 
с вискумином и/или с другим специфическим проти-
воопухолевым цитотоксином позволяет использовать 
менее травматичное введение препарата посредством 
инъекций в область роста опухоли. 

Метод «сухой» сверхкритической флюидной ин-
капсуляции с использованием ультразвука не влия-

ет на цитотоксические и иммунохимические свой-
ства вискумина, заключенного в полилактидные 
микрочастицы. Разработанный метод инкапсуляции 
обеспечивает постепенный выход инкапсулирован-
ного токсина из микрочастиц, что может обеспе-
чивать более длительное терапевтическое воздей-
ствие.   
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