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Противоопухолевые препараты, уничтожая 
атипичные клетки, одновременно повреж-
дают и быстро делящиеся клетки костного 

мозга, слизистой оболочки полости рта и желу-
дочно-кишечного тракта, волосяных фолликулов. 
Возникновение побочных эффектов при прове-
дении химиотерапии онкологическим больным 
связано со спецификой противоопухолевого эф-
фекта препаратов, их низкой избирательностью 
действия, а также с необходимостью поддержи-
вать достаточно высокую терапевтическую дозу. 
Выраженность побочных эффектов зависит от 
типа, общей и суммарной дозы препарата, а так-
же от длительности химиотерапии.

Поражение печени, возникающее в результате 
приема медикаментов, является проблемой фармако-
терапии. Учитывая роль печени в метаболизме хими-

ческих веществ, можно утверждать, что не существует 
лекарств, которые в определенных условиях не вызы-
вали бы повреждения печени. Средства противоопухо-
левой химиотерапии занимают лидирующие позиции 
по частоте и тяжести вызываемых ими гепатотокси-
ческих реакций. В связи с этим целью данной работы 
явилось изучение гепатоксичности опытного образца 
ниосомальной формы противоопухолевого препарата 
доксорубицина при его длительном применении. 

Материал и методы. Исследование хронической 
токсичности ниосомальной формы доксорубицина 
проводили на белых беспородных крысах. Подбор 
животных в группы проводили произвольно методом 
«случайных чисел», используя в качестве критерия 
массу тела. Индивидуальные значения массы тела не 
отклонялись от среднего значения в группе более чем 
на 10 % – 200–220 г.
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Исследование хронической токсичности ниосомальной формы доксорубицина при его системном приме-
нении в максимальной дозе 2,6 мг/кг оказывало умеренное гепатотоксическое действие, что проявлялось в 
цитолитическом синдроме и нарушении показателей гемопоэза и гемостаза. Снижение дозы ниосомального 
доксорубицина до 1,6–2,0 мг/кг не вызывало изменений гематологических, биохимических и патоморфологи-
ческих показателей лабораторных животных.
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The study of chronic toxicity of the niosomal form of doxorubicin when administered systemically to a maximum 
dose of 2.6 mg/kg has a moderate hepatotoxicity, which was manifested in the cytolytic syndrome and in violation of 
hematopoiesis and hemostasis parameters. Reducing the dose of niosomal form of doxorubicin to 1.6–2.0 mg/kg did 
not cause changes in hematological, biochemical and pathological parameters of laboratory animals.
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Хроническую токсичность противоопухолевого 
опытного образца препарата ниосомального доксору-
бицина при его системном применении в течение 6 ме-
сяцев исследовали в трех дозах [1–7]. При выборе доз 
руководствовались результатами, полученными при 
исследовании острой токсичности доксорубицина [3].

В качестве максимальной дозы использовали 
2,6 мг/кг (LD10) – дозу, способную вызывать токсиче-
ские эффекты и гибель части животных при повтор-
ном введении. В качестве промежуточной во второй 
группе крыс применяли дозу 2,0 мг/кг. Минимальная 
использованная доза в третьей группе крыс состави-
ла 1,6 мг/кг. 

О степени выраженности синдрома цитолиза 
гепатоцитов судили по активности аспартатами-
нотрансферазы (ACT), аланинаминотрансферазы 
(АЛT), определяемых колори-
метрическим динитрофенил-
гидразиновым методом, ак-
тивности лакгатдегидрогеназы 
(ЛДГ), определяемой кинети-
ческим методом, и активности 
щелочной фосфатазы (ЩФ), 
определяемой по «конечной 
точке» с использованием стан-
дартных наборов «Lachema» 
(Чехия). Изучали содержание 
общего белка, белковых фрак-
ций, концентрацию глюкозы, 
мочевой кислоты, общего (Об) 
и прямого (Пр) билирубина, 
общего холестерина, триглице-
ридов, мочевины в сыворотке 
крови [9]. Оценка состояния ко-
агуляционного потенциала кро-
ви проведена на основе обще-
принятых показателей [11]. Все 
вышеуказанные исследования проводили на полуав-
томатическом анализаторе «Hospitex Screen master 
plus» (Швейцария) с набором реактивов «Hospitex 
Diagnostic». Исследовали абсолютное число эритро-
цитов, лейкоцитов, тромбоцитов в 1 л крови по уни-
фицированным методикам в камере Горяева. Под-
счет лейкоцитарной формулы производили в мазках 
крови. При исследовании лейкоцитарной формулы 
рассчитывали индекс ядерного сдвига нейтрофилов. 
Исследования выполняли в полном соответствии с 
существующими требованиями [13, 14]. Экспери-
менты на животных проводили в соответствии с пра-
вилами, принятыми Европейской конвенцией [15]. 

Статистическую обработку полученных результа-
тов проводили с помощью пакета русифицирован-
ных версий статистических программ: STATISTICA 
(StatSoft – Russia, 1999), BIOSTAT (S. A. Glantz, McGraw 
Hill). Результаты представлены в виде средней ариф-
метической и ее ошибки (М±m). Проверка распре-
деления проводилась по критерию Шапиро – Уилка. 
Для оценки достоверности различий независимых 
переменных между группами использовали критерий 
Стьюдента. Различия считались статистически зна-
чимыми с вероятностью не менее 95 % (р<0,05). 

Результаты и обсуждение. Длительное (в тече-
ние 6 месяцев) введение опытного образца ниосо-
мального доксорубицина в дозе 2,6 мг/кг приводи-
ло к снижению содержания эритроцитов на 24,1  %, 
тромбоцитов – на 11,2  % по сравнению с контро-
лем. Уменьшалось общее количество лейкоцитов 
на 24,7  %, при этом число сегментоядерных клеток 
увеличивалось на 60,8  % при снижении числа лим-
фоцитов на 25,0 % (табл. 1). Данные изменения соот-

ветствовали ранее полученным результатам при из-
учении применения доксорубицина в онкологии. 

При применении опытного образца препарата ни-
осомального доксорубицина в терапевтических до-
зах 1,6 и 2,0 мг/кг количество эритроцитов, тромбо-
цитов оставалось на уровне контроля. Содержание 
лейкоцитов и лимфоцитов снижалось на 17,6 и 13,2 % 
соответственно (табл. 1). Таким образом, инкапсули-
рование водорастворимого доксорубицина в крем-
нийорганические ниосомы ограничивало его воз-
можность контактировать с форменными элементами 
крови и повреждать их в результате характерного для 
данного лекарственного средства цитотоксического 
действия. Это также снижало накопление доксоруби-
цина в кроветворных органах и его негативное влия-
ние на процесс гемопоэза.

При длительном введении (в течение 6 месяцев) ни-
осомального доксорубицина были изучены показатели 
коагуляционного (вторичного) гемостаза. Введение в те-
чение 6 месяцев дозы 2,6 мк/кг вызывало снижение про-
тромбинового индекса (ПТИ), удлинение тромбинового 
времени, снижение количества фибриногена, уменьше-
ние активированного частично тромбопластинового вре-
мени (АЧТВ) (табл. 2). Имеются данные, указывающие на 
существование двусторонней связи между опухолевым 
ростом и функциональным состоянием системы гемо-
стаза. Элементы системы гемостаза, такие как тканевой 
фактор, тромбин, фибрин, активаторы плазминогена, 
плазминоген, тромбоциты, антитромбин III, сами оказы-
вают влияние на опухолевую прогрессию [8, 10]. В связи 
с этим снижение активности показателей гемостаза при 
введении доксорубицина является дополнительным зве-
ном его противоопухолевой эффективности. 

Таблица 2
Влияние опытного образца ниосомального 

доксорубицина на показатели коагулограммы  
у крыс

Доза 
препарата, 

мкг/кг
ПТИ,
%

Протром-
биновое 
время, с

Фибри-
ноген, 

г/л
АЧТВ, 

с

Контроль 60,0±3,0 29,0±2,5 3,8±0,2 50,0±3,2

1,6 57,0±3,2 31,0±3,0 3,6±0,3 48,0±4,0
2,0 54,0±4,0 34,0±2,0 3,2±0,2 46,0±2,0
2,6 50,5±2,7 36,0±2,5 3,0±0,2 43,0±3,0

Применение в течение 6 месяцев опытного образца 
препарата ниосомального доксорубицина в дозах 2,0 и 

Таблица 1
Изменение основных показателей периферической крови крыс  

при введении ниосомального доксорубицина

Группы Эритроци-
ты, х1012/л

Ретику-
лоциты, %

Тромбоциты, 
109/л

Гемогло- 
бин, г/л

Гемато-
крит, %

Контроль 5,4±0,25 5,0±0,5 445,0±25,0 182,0±10,0 45,4±2,5
1,6 мг/кг 5,35±0,25 6,1±0,6 442,0±23,0 162,0±7,0 42,0±2,5

2,0 мг/кг 5,15±0,25 5,0±0,5 433,0±20,0 155,0±7,0 39,0±2,0
2,6 мг/кг 4,1±0,2 6,0±0,5 395,0±19,0 145,0±8,0 38,4±2,0

Группы
Лейко-
циты, 
х109/л

Лейкоцитарная формула

сегменто-
ядерные

палочко-
ядерные

лимфоци-
ты

моноци-
ты

эозино-
филы

Контроль 17,0±1,5 23,0±2,0 1 68,0±3,0 8,0±1,0 0
1,6 мг/кг 14,4±1,0 31,0±2,2* 1 59,0±2,6* 8,0±0,8 1
2,0 мг/кг 13,6±1,2 36,0±1,8* 1 52,0±2,0* 10,0±1,0 1
2,6 мг/кг 12,6±1,0 37,0±2,8* 0 51,0±2,5* 9,0±1,0 1
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1,6 мг/кг незначительно изменяло показали гемостаза 
по сравнению с интактными животными, что объясня-
ется стабильностью ниосом к свободно-радикальному 
окислению. Это, как было показано ранее, пролонги-
рует нахождение доксорубицина в организме, снижает 
скорость его полураспада и выведения, что усиливает 
терапевтическое действие препарата [3]. Физические 
и химические свойства и также размер ниосом (менее 
100 нм) обеспечивают более целенаправленное про-
никновение доксорубицина в очаг поражения, а также 
делает ниосомы невидимыми для клеток ретикуло-эн-
дотелиальной системы [2]. Это приводит к снижению 
активности свободнорадикальных процессов, иниции-
руемых клетками иммунной системы.

Гепатотоксический эффект длительного примене-
ния максимальной дозы ниосомальной формы доксо-
рубицина подтверждался изменениями биохимических 

показателей крови у животных. В группе животных, по-
лучавших опытный образец препарата в дозе 2,6 мг/кг, 
наблюдалось статистически значимое снижение уров-
ня глюкозы в плазме крови и содержания общего бел-
ка сыворотки крови. Отрицательная динамика наблю-
далась при определении содержания альбумина: его 
уровень снижался на 10 % по сравнению с контролем. 

Активность АСТ повышалась на 53,2 %, а АЛТ – на 
28,6 %. Уровень АЛТ считается более специфическим 
для оценки поражения печени, поскольку в основном 
содержится в цитозоле печени. Параллельное повы-
шение активности мембрано-связанного экскретор-
ного фермента ЩФ на 141,5 % подтверждает гепато-
токсическое действие высоких доз доксорубицина. 
Активность ЛДГ возрастала на 28,6  %. Кроме того, 
отмечено повышение уровня прямой фракции били-
рубина и содержания холестерина (табл. 3).

Таблица 3 
Изменение основных биохимических показателей крови крыс  

под влиянием ниосомального доксорубицина

Группы 
обсле-
дован-

ных

Глю- 
коза,  

ммоль/л

Общий 
белок, 

г/л

Альбу-
мины, 

г/л
ЩФ,
ед/л

АСТ, 
ед/л

АЛТ, 
ед/л

Билирубин, 
мкмоль/л ЛДГ, 

ед/л
Холе-

стерин, 
ммоль/л

Тригли-
цериды, 
ммоль/лОб Пр

Конт- 
роль 6,7±0,3 70,0±3,5 25,0±3,0 260,5±12,0 186,0±7,0 3,5±0,3 10,2±1,2 6,8±1,0 1534±115 1,0±0,1 0,9±0,1

1,6  
мг/кг 7,1±0,30 72,0±5,0 22,5±4,0 283,0±10,0 210,0±10,0 4,0±0,5 12,0±2,0 8,2±1,0 1500±90 0,98±0,1 0,82±0,7

2,0  
мг/кг 5,7±0,3 74,6±4,5 24,2±3,0 340,0±12,0* 244,0±11,0* 4,2±0,4 13,5±2,0 9,0±1,5 1640±110 1,1±0,15 0,78±0,1

2,6 
мг/кг 4,1±0,2* 65,0±5,0 22,5±3,0 628,0±20,0* 285,0±12,0* 4,5±0,5* 13,6±2,0 11,8±1,3* 1650±115 1,2±0,15 0,8±0,8

* Достоверность по сравнению с контролем. 

При введении максимальной дозы антибиотика 
концентрация общего билирубина повышалась на 
33,3 % по сравнению с контролем, что указывало на 
возможность повреждения клеток печени и эритроци-
тов. Увеличение концентрации свободного билируби-
на в крови наступало вследствие изменения функции 
печени: уменьшения активности глюкуронилтранс-
феразы и других энзимных систем, участвующих в 
глюкуронидировании. Повышение в сыворотке кро-
ви прямого билирубина на 73,5 % свидетельствует о 
токсическом поражении гепатоцитов и развитии вну-
трипеченочного (первичного) холестаза (табл. 3).

Снижение дозы доксорубицина до 1,6 мг/кг при дли-
тельном применении ниосомальной формы повышало 
концентрацию общего билирубина всего на 17,6  %, а 
прямого – на 20,5 %. Это свидетельствовало о том, что 
при применении препарата в до-
зах 2,0 и 1,6 мг/кг его гепатоток-
сичность снижалась, что, на наш 
взгляд, обеспечивалось способно-
стью ниосом снижать поступление 
и накопление доксорубицина в пе-
чени. За счет этого происходило 
удлинение времени его нахожде-
ния в периферической крови [4].

Гистологические исследования 
показали, что длительное приме-
нение высоких доз опытного об-
разца доксорубицина (2,6 мг/кг) 
приводило к незначительно-
му повреждению печени: в па-
ренхиме наблюдались мало-
численные очаги некроза с 
образованием полостей, при этом 

определялся диффузный отек, сосудистые нарушения, 
очаги мелко- и крупнокапельной жировой дистрофии (рис.).  
В перицентральной зоне печеночной дольки отмеча-
лось снижение отношения стромы к паренхиме преи-
мущественно за счет уменьшения объемной плотности 
синусоидных капилляров, что проявлялось в ранние и 
поздние сроки после введения препарата. Увеличение 
объемной и поверхностной плотностей синусоидных 
капилляров в перипортальной зоне, обусловливающее 
увеличение объемного отношения стромы к паренхи-
ме, происходило через неделю после введения док-
сорубицина. К особенностям паренхиматозно-стро-
мальных взаимоотношений в печеночной дольке при 
повреждении печени доксорубицином относится уси-
ливающаяся со временем инфильтрация пространства 
плазмоцитами и лимфоидными клетками [12]. 

	 Жировая дистрофия гепатоцитов 	Е диничные полости в паренхиме печени

Рис. Гистограмма печени крыс, получавших ниосомальный доксорубицин  
в дозе 2,6 мг/кг. Окраска: гематоксилином и эозином х200
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При применении опытного образца препарата в 
дозах 1,6 и 2,0 мг/кг видимых структурных изменений 
в печени не наблюдалось.

Заключение. При исследовании хронической 
токсичности ниосомальной формы доксорубицина 
в максимальной дозе 2,6 мг/кг получены данные об 
умеренном гепатотоксическом действии, что прояв-
лялось в цитолитическом синдроме и нарушении по-
казателей гемопоэза и гемостаза. Более низкие дозы 
ниосомального доксорубицина (1,6 и 2,0 мг/кг) не 
вызывали изменений гематологических, биохимиче-

ских и морфологических показателей лабораторных 
животных. Снижение токсичности опытного образца 
доксорубицина, на наш взгляд, происходило в связи 
со снижением его поступления и накопления в пече-
ни. Это обеспечивалось за счет инкапсулирования 
антибиотика в кремнийорганические наноструктуры. 
Ниосомы обладают гидрофобностью и значитель-
ной липофильностью, что позволяет доксорубицину 
длительное время циркулировать в периферическом 
кровотоке, не попадая в здоровые ткани, проникая 
лишь через дефектные капилляры опухоли.
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Лавр благородный (Laurus nobilis L., сем. 
Lauraceae)  – вечнозеленый кустарник или 
дерево высотой 15–20 м, произрастающий 

в Средиземноморском регионе и Европе [6]. Из-
влечения из листьев используются в народной 
медицине при болезнях сердца, астме, растяже-
нии связок, нарушении пищеварения, диарее, ми-
грени, ревматических болях. Химический состав 
растения представлен компонентами эфирного 

масла, алкалоидами, фенольными соединени-
ями. Но в качестве основных действующих ве-
ществ в нем описаны сесквитерпеновые лактоны 
[2], важнейшими из которых являются костунолид 
и дегидрокостуслактон. Особый интерес к этим 
соединениям связан с их выраженным иммуно-
модулирующим и мощным цитотоксическим дей-
ствием в отношении некоторых линий опухолевых 
клеток [6]. Кроме того, данные соединения пока-
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РАЗРАБОТКА И ВАЛИДАЦИЯ МЕТОДИКИ КОЛИЧЕСТВЕННОГО 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ СЕСКВИТЕРПЕНОВЫХ ЛАКТОНОВ  
В ЛИСТЬЯХ LAURUS NOBILIS L. С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ  
ВЫСОКОЭФФЕКТИВНОЙ ЖИДКОСТНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ
С. П. Сенченко, Л. А. Агова, И. Н. Бобровский, Н. М. Насухова, Д. А. Коновалов 

Пятигорский медико-фармацевтический институт – филиал Волгоградского  
государственного медицинского университета, Россия

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF METHODS   
OF QUANTITATIVE DETERMINATION OF SESQUITERPENE  
LACTONES IN THE LEAVES OF LAURUS NOBILIS L. USING HPLC
Senchenko S. P., Agova L. A., Bobrovsky I. N., Nasukhova N. M., Konovalov D. A.

Pyatigorsk Medical and Pharmaceutical Institute,  
a Branch of Volgograd State Medical University, Russia

Разработана методика количественного определения костунолида и дегидрокостуслактона в листьях лав-
ра благородного с использованием высокоэффективной жидкостной хроматографии. Методика была вали-
дирована по основным показателям, что подтверждает возможность ее использования для количественного 
определения сесквитерпеновых лактонов в этом сырье.

Ключевые слова: лавр благородный, Laurus nobilis L., сесквитерпеновые лактоны, костунолид, дегидроко-
стуслактон

Authors of the article developed a technique of quantitative determination of costunolid and dehydrocostuslactone 
in leaves of bay laurel with use of high performance liquid chromatography. The developed technique was validated 
on the basic indicators that confirms the possibility of its use for quantitative determination of sesquiterpene lactones 
in these raw materials.

Keywords: bay laurel, Laurus nobilis L., sesquiterpene lactones, costunolide, dehydrocostuslactone


