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Экспериментальными исследованиями in vitro установлено, что терпено-индольные алкалои-
ды обладают высокой способностью связываться с компонентами плазмы и форменными элементами 
крови. С компонентами плазмы связывание осуществляется на 52.67% для винкристина и на 53.04% 
для винбластина от общего связывающегося количества изучаемых препаратов. В эксперименте пока-
зано, что взаимодействие винкристина с форменными элементами крови (эритроцитами) составляет 
46.91%, а винбластина – 46.23% от вводимой дозы. В соответствии с полученными данными, можно 
определить оптимальные условия для инкапсулирования исследуемых алкалоидов в эритроцитах для 
создания клеточных носителей и осуществления направленного транспорта данных лекарственных 
веществ в организме.  

Ключевые слова: винкристин, винбластин, направленный транспорт лекарственных ве-
ществ, связывание с компонентами плазмы и форменными элементами крови. 
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The problems of directional transport of drugs in the body, which make it possible to maximize the 
effectiveness of therapy and reduce systemic toxic side reactions, are becoming increasingly important. In the 
literature, there is evidence of the possibility of using cellular carriers as delivery systems for various drugs to 
pathologically altered organs and target cells. In connection with this, it is important to study the possibility 
of using cellular carriers to load highly toxic antitumoral alkaloids of the indole group that are part of the 
standards for the treatment of certain oncological diseases - vincristine and vinblastine, in order to reduce 
side effects, improve the effectiveness of the drug, and tolerate chemotherapy. To solve this problem, it is 
necessary to study the pharmacokinetic characteristics of the interaction of these drugs with plasma and cel-
lular elements of blood to develop a rational technique for encapsulating these drugs in erythrocytes. 

To obtain the erythrocyte cell form of the studied substances, a modified method of hypoosmotic ly-
sis was used. Isolation of alkaloids from the biological material was carried out by the gel filtration method. 
It has been established that the preparations of terpene-indole alkaloids have a high ability to bind to plasma 
components and shaped elements of blood. With components of the plasma binding is carried out for vincris-
tine at 52.67%, and for vinblastine - 53.04% of the total binding amount of preparations of alkaloids. In the 
experiment, it was found that the interaction of vincristine with the shaped elements of blood (erythrocytes) 
is 46.91%, and vinblastine - 46.23% of the administered dose. In accordance with the obtained experimental 
data, it is possible to determine the optimal conditions for encapsulating these preparations in erythrocytes to 
create cellular carriers and to carry out directed transport of these drugs in the body. 
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Введение 

Проблемы направленного транспорта лекарственных веществ в организме, 
позволяющие максимально повысить эффективность терапии и снизить системные 
токсические побочные реакции, приобретают все большую актуальность. В литера-
туре имеются сведения о возможности использования клеточных носителей (КН) в 
качестве систем доставки различных лекарственных средств к патологически изме-
ненным органам и клеткам-мишеням. В научных публикациях пока отсутствуют 
сведения о применении КН для винкристина (VCR) и винбластина (VBL) – высоко-
токсичных противоопухолевых алкалоидов группы индола, входящих в стандарты 
лечения некоторых онкологических заболеваний. В связи с этим актуальным являет-
ся исследование возможности применения КН для загрузки VCR и VBL с целью 
уменьшения побочных явлений, улучшения эффективности препарата и переноси-
мости химиотерапии. Для решения данной задачи необходимо изучить фармакоки-
нетические характеристики взаимодействия данных препаратов с плазмой и клеточ-
ными элементами крови для разработки рациональной методики инкапсулирования 
VCR и VBL в эритроцитах. 

Цель работы - изучение взаимодействия терпено-индольных алкалоидов 
(ТИА) - винкристина и винбластина сульфатов с компонентами плазмы и формен-
ными элементами крови для создания КН и осуществления направленного транспор-
та данных лекарственных веществ в организме. 

Существуют научные исследования, свидетельствующие, что после внутри-
венного введения VCR и VBL тесно связываются с белками плазмы, в том числе α1-
кислым гликопротеином, альбумином, липопротеином, а также с форменными эле-
ментами крови (тромбоцитами, лимфоцитами, эритроцитами, моноцитами и т.д.) [1]. 
В данном эксперименте рассматривалось взаимодействие VCR и VBL с плазмой и 
форменными элементными крови in vitro.  

Эксперимент 

Объектами исследований являлись винкристина сульфат («Винкристин-
Тева», «Teva Pharmaceutical Industries Ltd». – Израиль; «VERO-винкристин», 
«ЛЭНС-ФАРМ» – Россия; «Винкристин-Рихтер», «Gedeon Richter Ltd». - Венгрия) и 
винбластина сульфат («Винбластин-LANS®», «ЛЭНС-ФАРМ» - Россия), отвечаю-
щие требованиям действующей нормативной документации в России.  

Для получения эритроцитарной клеточной формы изучаемых веществ ис-
пользовали модифицированный метод гипоосмотического лизиса.  Для изучения 
взаимодействия VCR и VBL с плазмой и форменными элементами крови, приготов-
лены 3 типа модельных образцов: образец А - (кровь + препараты); образец Б - 
(плазма + препараты); образец В – (эритроциты + препараты). 

В эксперименте использовали кровь, взятую из хвостовой вены белых беспо-
родных крыс с соблюдением правил гуманного обращения с животными. В качестве 
антикоагулянта использовали гепарин в соотношении 0.1 см3 к 1.5 см3 крови с ак-
тивностью 5000 ЕD. Полученную кровь хранили в холодильнике при +4оС до време-
ни использования.  

Образец А: к 1.0 см3 полученной крови добавили 1.0 мг VCR и инкубировали 
20 мин при 37оС. После инкубации проводился полный гемолиз эритроцитов, путём 
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добавления в кровь пятикратного количества воды и полученный гемолизат центри-
фугировали при 2000 об/мин в течение 20 мин при комнатной температуре (20оС). 
После центрифугирования супернатант аккуратно отбирали и переносили в центри-
фужную пробирку на 15 см3 и разбавляли водой очищенной до 6.0 см3. Полученный 
гемолизат нагревали при 80оС - 20 мин на водяной бане, затем охлаждали до ком-
натной температуры, фильтровали через бумажный фильтр. Полученный фильтрат 
еще раз пропускали через фильтр с размером пор 0.45 мкм («Millipore»). Аналогич-
ная процедура проводилась так же для VBL. Полученный образец вводили в верхний 
слой  хроматографической колонки. 

Образец Б: для получения плазмы 10 см3 гепарированной крови помещали в 
центрифужную пробирку на 15 см3 и центрифугировали при 4000 об/мин в течение 
10 мин при комнатной температуре. Разделенные фракции плазмы аккуратно соби-
рали силиконовыми пипетками, не нарушая лейкоцитарную пленку и перемещали в 
чистую пробирку на 15 см3. Изолированную фракцию плазмы еще раз центрифуги-
ровали при 8000 об/мин 15 мин для удаления отставших клеток. Содержание фор-
менных элементов в плазме контролировали под микроскопом (Levenhuk 870T, три-
нокуляр (КНР для Levenhuk, Inc. - США) при помощи сетки Горяева, для чего пробы 
разводили в 200 раз физиологическим раствором натрия хлорида. Изолированные 
фракции плазмы хранили при 4оС до момента использования. Отделенную плазму 
фильтровали через фильтр с размером пор 0.45 мкм. 0.55 см3 полученной плазмы пе-
реносили в чистую пробирку и добавляли 1.0 мг VCR или VBL. Содержимое про-
бирки инкубировали в течении 20 мин при 37оС. Полученный образец разбавляли 
водой дистиллированной до 2.0 см3 и вводили в верхний слой хроматографической  
колонки.  

Образец В: гепарированную кровь разводили до 2-х кратного объёма добав-
лением раствора 0.01 М Na-фосфатного буферного раствора. В центрифужную про-
бирку на 15 см3 вносили на 10 см3 раствора фиколла (1.077 г/см3) и аккуратно 3 см3 
разведенной крови сверху раствора фиколла. Пробирку центрифугировали при  
2000 об/мин в течение 40 мин в комнатной температуре. После центрифугирования 
форменные элементы фракционировали в соответствии с их плотностью: верхний 
слой - плазма крови, затем слой мононуклеарных клеток, далее слой фиколла, сле-
дующие фракции эритроциты и гранулоциты. Фракцию плазмы аккуратно собирали 
с помощью пипетки, мононуклеарный клеточный слой собирали чистой пипеткой и 
переносили в чистую пробирку. Раствор фиколла собирается аккуратно, не затраги-
вая фракции эритроцитов на дне пробирки. Фракцию, гранулированную эритроци-
тами, промывали 2-х кратным объёмом 0.01 М Na-фосфатного буферного раствора, 
и центрифугировали при 3000 об/мин 10 мин при комнатной температуре. После 
окончания центрифугирования супернатант аккуратно отбрасывали. Процедуру по-
вторили 2 раза. После последнего промывания эритроциты суспендировали в изото-
ническом растворе NaCl, содержащем 3% декстрана, и хранили в холодильнике при 
+4оС до времени использования. Присутствие других форменных элементов в сус-
пензии эритроцитов контролировали микроскопированием, как указано выше. 
 0.45 см3 клеточной массы переливали в чистую пробирку и добавляли 1.0 мг VCR 
или VBL, инкубировали в течение 20 мин при 37оС.  После инкубации проводился 
полный гемолиз эритроцитов путём добавления в кровь пятикратного количества 
воды и полученный гемолизат центрифугировался при 2000 об/мин - 20 мин при 
комнатной температуре. После центрифугирования, супернатант аккуратно отбира-
ли, фильтровали через фильтр с диаметром пор 0.45 мкм, переносили в пробирку 
объемом 10 см3, разбавляя водой дистиллированной до 6.0 см3 и вводили в верхний 
слой хроматографической колонки.  
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Для колоночной хроматографии использовалась стеклянная трубка диамет-
ром 10 мм и длиной 25 см. Сухой Сефадекс G-25 массой 5.0 г помещали в кониче-
скую колбу вместимостью 100 см3, добавляли 50 см3 воды дистиллированной, нагре-
вали на водяной бане в течение 1 ч, затем охлаждали до комнатной температуры. 
Пробку из стекловаты встраивали в колонну с помощью стеклянной палочки. Охла-
жденную суспензию геля тщательно перемешивали и выливали в колонку с помо-
щью стеклянной палочки. Гель в колонке уплотняли, после чего длина которой соот-
ветствовала 10 и 5.1 см, а общий объём колонки (V0) составлял 7.85 и 4 см3 соответ-
ственно. 

После подготовки колонки для гель-фильтрации [2-13], при помощи шприца 
модельные образцы аккуратно вводили в верхний слой колонки и элюировали с ис-
пользованием воды очищенной. Скорость элюента составляла 8-15 см3/ч для разных 
колонок (таблица 1). Собирали фракции по 2.0 см3 (рис. 1).  
 
Таблица 1. Характеристики хроматографического элюирования ТИА препаратов* 

№ колонки Элюент Vо, мл Скорость элюента, см3/ч VCR VBL 
I Вода очищенная 54 52 10 
II 0.1 М HCl 58 50 12 
III 0.1 М NaOH 46 48 8 

IV 0,.01 M Na-Фосфатный 
буферный раствор 50 56 10 

*Длина слоя геля=10 см; тип геля - Сефадекс G-25 

 
Рис. 1. Колонка с Сефадексом G-25 для гель-фильтрации для выделения ТИА  

препаратов из биологического материала (гемолизат крови) 
 
Оптическую плотность каждой полученной фракции измеряли при помощи 

спектрофотометра Hitachi Ratio Beam Spectrophotometer U-1900 (Япония). Количест-
венное содержание препаратов рассчитывали в соответствии с ранее разработанной 
и валидированной по ОФС.1.1.0012.15 «Валидация аналитических методик» ГФ XIII 
спектрофотометрической методикой, основанной на измерении светопоглощения в 
максимумах при 295 нм для VCR и 268 нм для VBL в воде дистиллированной.  

Обсуждение результатов 

Элюентные хроматограммы представлены на рис. 2-4. Результаты экспери-
мента приведены в таблицах 2-6. Полученные данные демонстрируют эффективное 
отделение VCR и VBL от сопутствующих веществ крови и плазмы в хроматографи-
ческих колонках. Высота надосадочного слоя влияет на разрешение и время, необ-
ходимое для элюирования. На рис. 2 видно, что разделение препаратов происходит 
эффективно и с хорошим разрешением при использовании колонки I (таблица 1).  
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Рис. 2. Хроматограммы VCR и VBL в собранных фракциях из гемолизата крови 

 
 Рис. 3. Хроматограммы VCR и VBL собранных фракций из плазмы крови 

 
Рис. 4. Хроматограммы VCR и VBL собранных фракций  

из форменных элементов крови 
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Таблица 2. Результаты количественного определения свободных ТИА в гемолизате 
крови 

№ ко-
лонки 

Длина 
колонки, 

см 

Введено 
ТИА 

 в образец, 
мкг 

Найдено Уравнение прямой, ис-
пользованной для 

количественного опре-
деления ТИА 

мкг mср. 
(мкг) 

mср, 
% * 

VCR 
I 10 1000 341.42 358.58 35.86 

y= 0.0195x+0.0112 II 10 1000 375.74 
III 5.1 1000 346.18 352.74 35.27 IV 5.1 1000 359.29 

VBL 
I 5.1 500 216.56 215.49 43.10 

y=0.0192x+0.0115 II 5.1 500 214.42 
III 10 1000 444.29 433.60 43.36 IV 10 1000 422.92 

*SD - VCR (± 1.537%), VBL (± 0.902%) 
 
Таблица 3. Результаты количественного определения VCR и VBL в плазме крови 

№ колонки Найдено Связанно 
мкг R, % Rср, % мкг R, % Rср, %* 

VCR 
I 661.53 66.15 

66.06 

338.48 33.85 

33.94 II 659.57 65.96 340.43 34.04 
III 660.43 66.04 339.57 33.96 
IV 661.06 66.11 338.94 33.89 

VBL 
I 699.42 69.94 

69.89 

300.58 30.06 

30.25 II 698.48 69.85 301.52 30.15 
III 699.66 69.97 300.34 30.03 
IV 697.97 69.80 302.03 30.20 

*SD – VCR (±0.846%), VBL (±0.791%) 
 
Таблица 4. Результаты количественного определения свободных и связанных VCR и 
VBL в крови 

Длина 
колон-
ки, 
см 

ТИА 

Вве-
дено в 
образец, 
мкг 

Найдено Связанно 

в гемо-
лизате 

(mср), мкг

в плаз-
ме (mср), 
мкг 

в гемолизате в 
плазме 

(mср), 
мкг 

 

с форменными 
элементами 

крови (mср), мкг
 

% 
(от вво-
димой 
дозы) m, мкг 

% (от 
вводимой
дозы) 

5.1 VCR 1000 352.74 660.65 647.26 64.73 339.35 307.91 30.79
10 VCR 1000 358.58 641.42 64.14 302.07 30.21
5.1 VBL 500 215.49 698.88 284.51 56.90 301.12 267.88 26.79
10 VBL 1000 433.60 566.40 56.64 265.28 26.53

 
Скорость элюента может влиять на разрешение хроматографического пика 

(рис. 2), оптимальной скоростью элюента является 8-12 см3/ч для колонок длиной 10 
см и 5.1 см. Количественное содержания VCR и VBL рассчитывалось ранее разрабо-
танным и валидированным методом (уравнения калибровочных графиков: y=0.0195x 
+ 0.0112 для VCR и y=0.0192+0.0115 для VBL, где x- оптическая плотность раствора 
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при 295 нм для VCR и при 268 нм для VBL).  Фракция, в которой показатель оптиче-
ской плотности превышал 1.0, для более достоверного расчета содержания препара-
та, разбавлялась водой дистиллированной до достижения диапазона оптических 
плотностей 0.1-1.0, который относится к пределу аналитической области методики. 

 
Таблица 5. Количественное содержание найденного связанного ТИА в процентном 
отношении к общей связанной фракции препарата 

Длина 
колон-
ки, 
см 

ТИА 

Связанные фракции препарата 
в гемоли-
зате в плазме с форменными элементами кро-

ви 

(mср), мкг 
(mср), мк

 

% (от 
общ. свя-
занной 
фракции)

Ср. % m, мкг 
% (от общ. 
связанной 
фракции) 

Ср. % 

5.1 VCR 647.26 339.35 52.43 52.67 307.91 47.57 47.33 10 VCR 641.42 339.35 52.91 302.07 47.09 
5.1 VBL 284.51 301.12 52.92 53.04 267.90 47.08 46.96 10 VBL 566.40 301.12 53.16 265.28 46.84 

 
Таблица 6. Количественное содержание найденных и связанных ТИА с форменными 
элементами крови 
№ ко-
лонки ТИА Введено в 

образец, мкг 
Найдено Связанно 

m, мкг R, % Rср, %* m, мкг R, % Rср, %* 
I 

VCR 

1000 531.51 53.15 

53.09 

468.49 46.85 

46.91 II 1000 531.27 53.13 468.73 46.87 
III 1000 530.66 53.07 469.34 46.93 
IV 1000 529.99 53.00 470.00 47.00 
I 

VBL 

1000 538.43 53.84 

53.69 

461.57 46.16 

46.23 
II 1000 538.11 53.81 461.90 46.19 
III 1000 537.42 53.42 462.58 46.26 
IV 1000 537.01 53.70 463.00 46.30 

*SD – VCR (±0.679), VBL (±0.645) 
 
В данной работе использовались сверхвысокие дозы препаратов 1000 мкг/мл, 

которые превышают в 1666 раз для VCR и в 1235 раз для VBL концентрации, обыч-
но содержащиеся в 1.0 см3 крови (0.6 мкг/см3 и 0.81 мкг/см3) после их в/в введения 
при химиотерапии. Обнаруженное содержание свободного VCR в гемолизате (таб-
лица 2) для колонок I и II в среднем составило 35.86%, а для колонок III и IV – 
35.27% от вводимой дозы. Содержание свободного VBL в гемолизате для колонок I 
и II в среднем составило 43.10%, а для колонок III и IV – 43.36% от вводимой дозы 
ТИА. 

Данные в таблицах 4 и 5, показывают среднее значение связывания в гемоли-
зате для VCR – 64.44% и для VBL – 56.65% по отношению к вводимой дозе. С ком-
понентами плазмы крови связывается в среднем 33.94% VCR и 30.25% VBL по от-
ношению к вводимой дозе. В таблице 5 показаны результаты определения связыва-
ния с компонентами плазмы VCR – 52.67% и VBL- 53.04%, а также с форменными 
элементами крови VCR – 47.33% и VBL- 46.96% по отношению к общей связанной 
фракции препаратов. 

В проведенном анализе с модельными образцами «В», подтверждаются дан-
ные, которые были получены в проведённом эксперименте с моделями «А» и «Б». 
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Результаты, представленные в таблице 5, показывают, что 46,91% от введенной дозы 
VCR и 46.23% VBL взаимодействуют с форменными элементами крови (эритроци-
тами) и остаются не обнаруженными. Эти показатели приблизительно совпадают со 
значениями, полученными в моделях «А» и «Б». 

Полученные экспериментальные данные близки к результатам эксперимента, 
выполненного Ричард А. Бендером с соавторами [4]. В проведённых фармакокине-
тических исследованиях с использованием ароматически связанного радиоактивного 
[3H]-VCR показано, что после 20 мин в/в введения препарат в собранной фракции, 
состоящей из плазмы, красных, белых кровяных телец и тромбоцитов, связывается в 
среднем на 48.2, 48.5 и 3.3% соответственно [4]. На основе полученных эксперимен-
тальных данных, можно сделать вывод о высокой способности изучаемых алкалои-
дов связываться с компонентами плазмы и форменными элементами крови.     

Заключение 

Таким образом, установлено, что ТИА препараты обладают высокой способ-
ностью связываться с компонентами плазмы и форменными элементами крови. С 
компонентами плазмы связывание осуществляется для VCR на 52.67%, а для VBL – 
53.04% от общего связывающегося количества ТИА препаратов. В эксперименте ус-
тановлено, что взаимодействие VCR с форменными элементами крови (эритроцита-
ми) составляет 46.91%, а VBL – 46.23% от вводимой дозы. В соответствии с полу-
ченными экспериментальными данными, можно определить оптимальные условия 
для инкапсулирования ТИА препаратов в эритроцитах для создания КН и осуществ-
ления направленного транспорта данных лекарственных веществ в организме.  
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