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Исследование посвящено изучению способности меченого комплекса АИМПИЛА-АКРИДИН и тестового со-
единения АФП-АКРИДИН в концентрации 1 мкг/мл интернализовываться в тонкой кишке. Для этой цели 
использована модифицированная методика изолированного «вывернутого» отрезка тонкой кишки крысы 
при помощи разработанной нами новой методики с использованием конъюгата исследуемого комплекса с 
люминесцентным АКРИДИНОМ в инкубационной среде. Показано, что неспецифическая люминесценция ин-
кубационной среды без метки предельно мала: уровень люминесценции 30–39 RLU является минимальным ба-
зовым сигналом и не может существенно влиять на результаты тестирования. Стартовый уровень люми-
несценции в инкубационной среде после добавления конъюгатов АИМПИЛА-АКРИДИН или АФП-АКРИДИН 
достаточно высок и составляет 1 073 714 и 1 602 017 RLU соответственно. В просвете «вывернутых» от-
резков тонкой кишки уровень люминесценции составлял 548 и 997 и 425-829 RLU.
Полученные данные позволяют считать, что аналогично АФП меченный акридином комплекс АИМПИЛА в 
относительно невысокой концентрации способен всасываться в тонкой кишке крысы в течение физиологи-
чески адекватного времени.
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Research is devoted to the study of the ability of the labeled complex «AIMPILA-AСRIDIN» and the test compound 
«AFP-AСRIDIN» in concentration of 1.0 mkg/ml to internalize in a small intestine. For this purpose there was used 
the modified technique of the isolated inverted small intestinal sac method in rats with the aid of by ourselves de-
livered technique with the use of a conjugate of the studied complex with luminescent ACRIDIN in the incubatory 
environment. The nonspecific luminescence of the incubatory environment without label was shown to be extremely 
low: the level of a luminescence of 30–39 RLU is the minimum basic signal and can’t significantly influence on results 
of testing. The starting level of a luminescence in the incubatory environment after supplementation of conjugates of 
AIMPILA-AСRIDIN or AFP-AСRIDIN is rather high and accounts of 1073714 RLU and 1602017, respectively. In 
a gleam of the «inverted» pieces of a small intestine the level of a luminescence accounted of 548 and 997 RLU and 
425-829 RLU. The obtained data allow to consider the complex AIMPILA in rather low concentration is capable to 
absorb in a small intestine of rat over the physiologically adequate time that similar to AFP labeled by ACRIDIN.
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АКРИДИНА в растворе и с последующим добавле-
нием 152 мкг (2,2•10–4 М) раствора АКРИДИН NHS-
эфир (ACRIDINIUM NHS Ester), Мм = 632,6 (Cat 
№ A190925, CAS № 177332-37-5, Toronto Research 
Chemicals Inc., Канада) в ДМСО при концентрации 
4 мг/мл. Растворы инкубировали в течение ночи в 
темных пробирках, после чего конъюгаты АИМ-
ПИЛА-АКРИДИН и АФП-АКРИДИН подвергали 
диализу против двух смен 0,5 л фосфатно-солевого 
буфера (ФСБ) с использованием пористых мембран-
ных диализных мешков из регенерированной целлю-
лозы CelluSep (средний диаметр микропор MWCO 
12 000–14 000 RC и диаметром 25 мм) на ночь, при 
постоянном перемешивании. После конъюгации и 
диализа к растворам конъюгатов добавляли Тимеро-
саль в концентрации 0,02%. Итоговая концентрация 
конъюгатов определялась при помощи стандарт-
ной методики Лоури и составляла 200 мкг/мл для 
АИМПИЛА-АКРИДИН и 192 мкг/мл для АФП-
АКРИДИН.

Для изучения всасывания различных соедине-
ний и комплексов в кишечнике существует тради-
ционный метод «вывернутых мешочков» с исполь-
зованием отрезков тонкой (тощей) кишки крысы 
[11–14].

Этот метод апробирован на различных животных 
и доказал свою результативность при исследовании 
процесса всасывания in vivo и in vitro при использо-
вании меченых соединений, например липидов или 
углеводов.
Определение интернализации АИМПИЛА

Для изучения способности АИМПИЛА всасы-
ваться в тонкой (тощей) кишке модифицирована 
описанная ранее методика на крысах с использова-
нием изолированного «вывернутого» отрезка тонкой 
кишки.

Суть методики состоит в следующем. При ау-
топсии у крысы выделяли 4 изолированных отрезка 
тонкой кишки длиной 4–5 см, промывали содержи-
мое каждого отрезка теплым раствором Рингера–
Локка t = 37°C и затем с помощью глазного пинцета 
быстро выворачивали отрезок для обнажения вну-
тренней части слизистой. В отличие от известной 
методики один край «вывернутого» отрезка пере-
жимали пластмассовой клипсой, заливали в по-
лость 0,3–0,4 мл теплого раствора Рингера, после 
чего пережимали второй конец отрезка аналогич-
ной клипсой.

После фиксации краев «вывернутый» отрезок 
помещали в стеклянный стакан объемом 50 мл с 
инкубационной средой – раствором Рингера–Лок-
ка, нагретым до температуры 37°C с помощью 
термостата. Использование клипсов обеспечивало 
простоту выполнения фиксации и гарантировало 
размещение отрезков на одном уровне и соответ-
ственно равный уровень насыщения кислородом. 
Стакан с фиксированными отрезками кишки в те-
чение 30 мин выдерживали в термостатируемой во-
дяной бане при 37°C (столбик жидкости 5 мм над 
отрезком кишки) при постоянном ручном переме-
шивании инкубационной среды для обеспечения 
адаптации и восстановления естественной мотори-
ки. Готовая к проведению опыта система представ-
лена на рисунке (см. вклейку).

В качестве тестового соединения использован 

Известно, что интернализация белковых или ами-
нокислотных комплексов, витаминов и других неко-
валентных соединений при пероральном примене-
нии происходит в тонкой кишке [1–3].

Как правило, всасывание таких комплексов через 
стенку тонкой (тощей) кишки и их интернализация, 
т. е. попадание во внутреннюю среду организма, ре-
ализуется различными вариантами пиноцитоза. По-
сле прохождения через стенку кишки агент попадает 
в лимфоидный аппарат кишечника, затем в венозный 
кровоток и в последнюю очередь – в артериальную 
кровь [4–6].

Наиболее важный этап всасывания вещества 
(интернализации) – его абсорбция, т. е. поглощение 
энтероцитами, что определяется двумя основными 
параметрами: растворимостью лекарства и его про-
ницаемостью для областей желудочно-кишечного 
тракта, где происходит абсорбция [7]. Прохождение 
агента через стенку кишки, которое можно фикси-
ровать с помощью люминесцентной метки в транс-
портной части комплекса, служит доказательством 
успешной интернализации [8, 9].

Большие пептиды вообще не всасываются без 
предварительного гидролиза, поскольку они не про-
никают через двойной липидный слой. Иногда все 
же это происходит с некоторыми растительными 
токсинами, в частности абрином и рицином, а также 
токсинами ботулизма, холеры и дифтерии, которые 
всасываются непосредственно в кровь. Этот транс-
порт до сих пор считают уникальным и загадочным 
процессом.

Эти особенности всасывания больших молекул 
и токсинов  предполагают возможность интернали-
зации в тонком кишечнике большой молекулы не-
ковалентного комплекса АИМПИЛА, содержащего 
индуктор апоптоза Атрактилозид А и транспортный 
белок альфа-фетопротеин (АФП).

Цель исследования – определение интернализа-
ции нековалентного комплекса АИМПИЛА в тонкой 
кишке крысы.

Задачи: разработка методики изучения всасыва-
ния меченого препарата АИМПИЛА с использова-
нием изолированного «вывернутого» отрезка тон-
кой кишки крысы и конъюгированных препаратов 
с люминесцентной меткой, растворенных в инку-
бирующем растворе; определение интернализации 
в тонкой кишке меченых препаратов: тестового со-
единения АФП-АКРИДИН и препарата АИМПИЛА-
АКРИДИН.
Материал и методы

Исследование выполнено на здоровых половоз-
релых крысах-самках массой тела 150–200 г из пи-
томника «Крюково», которых содержали в виварии 
ФГБНУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина» при соответству-
ющих конвенциональных условиях.

Использованы меченые препараты АИМПИЛА-
АКРИДИН и в качестве тестового соединения АФП-
АКРИДИН, которые добавляли в инкубационную 
среду в концентрации 1 мкг/мл.

Для конъюгирования препаратов АИМПИЛА и 
АФП использовали стандартную методику Моро 
[10], которая заключается в обработке разбавлен-
ных до 500 мкг/мл препаратов АИМПИЛА или АФП 
концентрированным раствором ДМСО (итоговая 
концентрация составляет 10% w/v) для поддержания 
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Оценка всасывания меченного АИМПИЛА 
в тонкой кишке крысы

Для изучения всасывания в тонкой кишке крысы 
использован меченый комплекс АИМПИЛА-АКРИ-
ДИН, который добавляли в инкубационную среду в 
концентрации 1 мкг/мл и оценивали по описанной 
ранее методике.

Показано (табл. 2), что в этом опыте неспецифи-
ческая люминесценция инкубационной среды без 
метки также предельно мала: уровень люминесцен-
ции 30 RLU, а стартовый уровень люминесценции в 
инкубационной среде после добавления метки доста-
точно высок и составляет 1 073 714 RLU. Троекратная 
отмывка отрезка кишки от метки дает следовую лю-
минесценцию на уровне 50 RLU, это позволило пре-
небречь ею. В просвете двух отмытых «вывернутых» 
отрезков тонкой кишки уровень люминесценции в че-
тырех образцах кишки составлял 425-829 RLU.

Полученные данные позволяют считать, что со-
держащий АФП меченный акридином комплекс 
АИМПИЛА в относительно невысокой концентра-
ции способен всасываться в тонкой кишке крысы в 
течение физиологически адекватного времени.
Люминесцентный анализ образцов

Для оценки трансэпителиального переноса люми-
несцентных конъюгатов через тонкую кишку крысы 
мы использовали люминесцентный анализ образцов 
жидкости на флэш-люминометре Glomax фирмы 
Promega, США. Образцы инкубационной среды с 
растворенным конъюгатом, образцы жидкости, взя-
той из внутренней части вывернутой тонкой кишки, а 
также образцы смывов забирали в дубликатах в объ-
еме 200 мкл и переносили в лунки 96-луночного чер-
ного планшета для люминесценции фирмы Grenier. 
После этого в каждую лунку добавляли 50 мкл рас-

АФП-АКРИДИН, добавленный в инкубационную 
среду в концентрации 1 мкг/мл. Сразу после добав-
ления теста из инкубационной среды брали пробу 
объемом 0,2 мл для определения значения люми-
несцентного сигнала растворенного конъюгата в ин-
кубационной среде на флэш-люминометре Glomax 
фирмы Promega, США. Через 30 мин инкубации с 
тестом «вывернутый» отрезок извлекали из инкуба-
ционной среды, троекратно отмывали в 0,5 л тепло-
го раствора Рингера–Локка от остаточных количеств 
метки на поверхности кишки под контролем люми-
несценции.

Определение интернализации тестового соедине-
ния в тонкой кишке выполняли следующим образом. 
На дистальном конце отмытого отрезка кишки атрав-
матичным металлическим зондом через короткий по-
лунадрез выбирали пробу жидкости в объеме до 0,4 мл 
и подвергали люминесцентному контролю. В качестве 
контроля использованы уровни неспецифической лю-
минесценции образцов инкубационной среды без те-
стового соединения и смыва со стенки отрезка кишки.

Показано (табл. 1), что неспецифическая люми-
несценция инкубационной среды без метки предель-
но мала: уровень люминесценции 39 RLU практи-
чески не визуализируется и не может существенно 
влиять на результаты тестирования. Стартовый уро-
вень люминесценции в инкубационной среде после 
добавления метки достаточно высок и составляет 
1 602 017 RLU. Троекратная отмывка отрезка кишки 
от метки дает следовую люминесценцию на уровне 
59 RLU, это позволило пренебречь ею. В просвете 
двух «вывернутых» отрезков тонкой кишки уровень 
люминесценции составлял 548 и 997 RLU.

Представленные данные дают возможность за-
ключить, что меченый акридином АФП при относи-
тельно невысокой концентрации в течение физиоло-
гически адекватного времени способен всасываться 
в тонкой кишке крысы.

Т а б л и ц а  1
Интенсивность люминесценции АФП-АКРИДИН при изучении 
всасываемости с использованием «вывернутого» изолированно-
го отрезка тонкой кишки крысы

№ 
про-
бы

Образец Среднее значе-
ние люминис-
ценции, RLU*

1 Инкубационная среда** через 30 
мин после внесения метки АФП-
АКРИДИН 1 мкг/мл

1 602 017

2 Смыв наружной поверхности отрезка 
кишки после трехкратной отмывки от 
метки

59

3 Жидкость из отрезка тонкой кишки 
(1) после 30 мин после добавления 
метки в инкубационную среду

548

4 Жидкость из отрезка тонкой кишки 
(2) после 30 мин после добавления 
метки в инкубационную среду

997

5 Фон неспецифического сигнала 39
П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 2: * – RLU (relativelight units) 
– относительные световые единицы уровня АТФ; 1 ед. RLU = 1 
фентомоль (10–15 М) АТФ; ** – раствор Рингера–Локка.

Т а б л и ц а  2
Интенсивность люминесценции после добавления АИМПИЛА-
АКРИДИН в инкубационную среду в тесте «вывернутого» изо-
лированного отрезка тонкой кишки крысы

№ 
пробы

Образец Среднее 
значение 

RLU*

1 Инкубационная среда** через 30 мин по-
сле внесения метки АИМПИЛА-АКРИ-
ДИН 1 мкг/мл

1 073714

2 Смыв наружной поверхности отрезка 
кишки после трехкратной отмывки от 
метки

50

3 Жидкость из отрезка тонкой кишки (1) 
после 30 мин после добавления метки в 
инкубационную среду

829

4 Жидкость из отрезка тонкой кишки (2) 
после 30 мин после добавления метки в 
инкубационную среду

425

5 Жидкость из отрезка тонкой кишки (3) 
после 30 мин после добавления метки в 
инкубационную среду

740

6 Жидкость из отрезка тонкой кишки (4) 
после 30 мин после добавления метки в 
инкубационную среду

649

7 Фон неспецифического сигнала 30
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твора преактиватора, состоящего из 1 мМ азотной 
кислоты и 0,1% H2O2 в дистиллированной воде. По-
сле тщательного перемешивания растворов планшет 
с образцами помещали в прибор флэш-люминометр, 
который автоматически добавлял в каждую лунку 
50 мкл раствора активатора (1 N NaOH) и считывал 
производимый образцами люминесцентный сигнал. 
Специфические характеристики, используемые нами 
для измерения флэш-люминесценции, были следую-
щие: объем активатора 50 мкл/лунку; 1 с задержка 
между считыванием соседних лунок; время интегра-
ции сигнала 1 с; время накопления сигнала 1 с.
Заключение

Исследование посвящено изучению способности 
меченого комплекса АИМПИЛА-АКРИДИН и тесто-
вого соединения АФП-АКРИДИН в концентрации 
1 мкг/мл интернализовываться в тонкой кишке. Для 
этой цели использована модифицированная методика 
изолированного «вывернутого» отрезка тонкой кишки 
крысы при помощи разработанной нами новой мето-
дики с использованием конъюгата исследуемого ком-
плекса с люминесцентным акридином в инкубацион-
ной среде. Показано, что неспецифическая люминес-
ценция инкубационной среды без метки предельно 
мала: уровень люминесценции 30–39 RLU является 
минимальным базовым сигналом и не может суще-
ственно влиять на результаты тестирования. Старто-
вый уровень люминесценции в инкубационной среде 
после добавления конъюгатов АИМПИЛА-АКРИДИН 
или АФП-АКРИДИН достаточно высок и составляет 
1 073 714 и 1 602 017 RLU соответственно. В просвете 
«вывернутых» отрезков тонкой кишки уровень люми-
несценции составлял 548 и 997 и 425-829 RLU.

Полученные данные позволяют считать, что со-
держащий АФП меченный акридином комплекс 
АИМПИЛА в относительно невысокой концентра-
ции способен всасываться в тонкой кишке крысы в 
течение физиологически адекватного времени.

Выяснение места интернализации белкового пре-
парата, предназначенного для перорального приме-
нения, важно для клинического обоснования его ис-
пользования в виде капсул.
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К ст. Е.Б. Гельман-Черни и соавт.

К ст. Л.Е. Комаровой и соавт.

Рис. 1. Распределение больных по Федеральным округам России.

К ст. Н.В. Андроновой и соавт.

Система «вывернутого» изолированного отрезка тонкой кишки 
крысы.

Рис. 2. Вилла Черни.
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