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Аннотация. Для успешного лечения энтеровирусной инфекции потенциальный лекарственный 

препарат, помимо специфичности действия, должен иметь особые фармакокинетические свойства, по-
зволяющие ему представительствовать на протяжении желудочно-кишечного тракта в достаточной тера-
певтической концентрации. Цель исследования – визуализация распределения белковых молекул интер-
ферона α-2b, иммобилизированного на полиэтиленгликоле-1500 с помощью технологии электронно-
лучевого синтеза, в разных отделах кишечника. Для визуализации распределения в кишечнике использо-
вался препарат, меченый флуоресцеинизотиоционатом. 

В кишечнике крыс под инъекционным наркозом с проксимальной и дистальной сторон фиксиро-
вали трубки для растворов. После промывания фрагментов кишечника проводили перфузию раствора 
интерферона, меченого ФИТЦ. Извлекали образцы кишечника, ткань нарезали на криостате, проводили 
исследования на приборе LSM 710 методом конфокальной микроскопии. Показано, что пегилированный 
с помощью технологии электронно-лучевого синтеза интерферон α2-b обладает выраженной биоадгезией 
на слизистой кишечной стенки. Степень биоадгезии пегилированного с помощью технологии электрон-
но-лучевого синтеза интерферона α2-b, меченого ФИТЦ, на всем протяжении тонкого кишечника 
(duodenum, jejunum, ileum) одинаково велика. Наиболее выражена степень абсорбции в двенадцатиперст-
ной и тощей кишке. В толстом кишечнике биоадгезия пегилированного с помощью технологии элек-
тронно-лучевого синтеза интерферона α2-b, меченого ФИТЦ, менее выражена, чем в тонком кишечнике. 
Абсорбция осуществляется преимущественно в слепой и прямой кишке. Таким образом, изучаемый пре-
парат можно рассматривать как прототип перорального лекарственного средства для лечения энтерови-
русной инфекции. 

Ключевые слова: энтеровирусная инфекция, интерферон, интерферон α2-b, иммобилизация, кон-
фокальная микроскопия, кишечник. 
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Abstract. For successful treatment of enteroviral infections potential drug addition to specificity of action 
should have special pharmacokinetic properties, who allow it to exist in the gastrointestinal tract in sufficient 
therapeutic concentration. The purpose of this study is visualization of distribution in different sections of the 
intestine protein molecules of interferon α-2b immobilized on polyethylene glycol-1500 by using technology of 
electron-beam synthesis. 

To visualize the distribution in the intestines used the drug marked fluorescein isothiocyanate. In anesthe-
tized rats into intestines were fixed the tubes for the solutes in proximal and distal sides. After washing of frag-
ments of intestinal carried perfused solution FITC-labeled interferon. An extracted intestines pattern was sliced 
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to the cryostat and samples were studied by the confocal microscopy, the microscope LSM 710. Immobilized on 
polyethylene glycol-1500 by using technology of electron-beam synthesis interferon α-2b has significant bioad-
hesion on the intestinal mucosa. The degree of bioadhesion of the FITC labeled pegylated by using electron 
beam technology synthesis interferon α2-b throughout the small intestine (duodenum, jejunum and ileum) is 
equally large. Most expressed the degree of absorption in the duodenum and jejunum. Bioadhesion the FITC 
labeled pegylated by using electron beam technology synthesis interferon α2-b in colon is less pronounced than 
in the small intestine. Absorption is carried out mainly in the cecum and rectum. Thus, the tested preparation can 
be considered as a prototype of an oral medication for the treatment of enterovirus infection. 

Key words: enterovirus infection, interferon, interferon α2-b, immobilization, confocal microscopy, in-
testines 

 
Введение. Энтеровирусная инфекция распространена повсеместно, но её терапия представляет 

определенные трудности [16, 19, 23]. Специфической терапии энтеровирусной инфекции к настоящему 
времени не существует [8, 22]. 

Несмотря на разработку и внедрение противовирусных и иммунотропных препаратов, возмож-
ности высокоэффективного лечения энтеровирусной инфекции ограничены. Это обусловлено, прежде 
всего, спецификой жизнедеятельности энтеровирусов, их тропностью к эпителию кишечника. Лекарст-
венные препараты, позиционированные как противовирусные и иммунотропные не в состоянии обеспе-
чить должной терапевтической концентрации в желудочно-кишечном тракте по причинам быстрого раз-
рушения ферментами верхних отделов желудочно-кишечного тракта и всасывания в системный кровоток 
из тощей кишки. Таким образом, для успешного лечения энтеровирусной инфекции потенциальный ле-
карственный препарат помимо специфичности действия должен иметь особые фармакологические свой-
ства, позволяющие ему представительствовать на всём протяжении желудочно-кишечного тракта в дос-
таточной терапевтической концентрации и проникать в интерстиций кишечной стенки. 

Клинический опыт лечения инфекционных вирусных заболеваний свидетельствует о высоком 
терапевтическом потенциале лекарственных препаратов на основе рекомбинантных интерферонов. Про-
тивовирусный эффект интерферона при энтеровирусной инфекции был неоднократно показан в различ-
ных исследованиях [9-15]. Однако у интерферонов, как и других белков, малая устойчивость в агрессив-
ной среде желудочно-кишечного тракта и низкая энтеральная биодоступность. 

В то же время, решение задачи, связанной с биодоступностью белковых препаратов при перо-
ральном применении, с успехом осуществлено с помощью использования технологии радиационного 
синтеза [2, 3]. Радиационный синтез позволяет создавать конъюгаты интерферона и полимера, которые, с 
одной стороны, существенно не нарушают фармакодинамических свойств интерферона, а с другой – вы-
годно улучшают его фармакокинетические свойства. Такой синтез осуществляется с помощью примене-
ния направленного потока ускоренных электронов с использованием широкого диапазона энергии элек-
тронов (1-5 МэВ) и доз от 0,5 до 6 Мрад [4]. 

Имм-ИФН α-2b – лекарственный препарат, предлагаемый для лечения энтеровирусной инфек-
ции, но помимо специфичности своего действия он должен обладать особыми фармакокинетическими 
свойствами, которые позволили бы ему представительствовать на всём протяжении ЖКТ в достаточной 
терапевтической концентрации, а также проникать в интерстиций кишечной стенки [6]. 

В настоящий момент в мире наблюдается значительный интерес к концепции биоадгезии препа-
ратов [18, 21]. Во-первых, это может способствовать увеличению транзитного времени нахождения пре-
парата в ЖКТ, в результате лекарственный препарат может обладать более пролонгированным эффек-
том. Во-вторых, мукоадгезивные препараты способны равномерно распределяться на слизистой оболоч-
ке, способствуя более эффективному использованию площади поверхности кишечника [20]. В-третьих, с 
помощью биоадгезии можно локализовать эффект препарата и увеличить его градиент концентрации с 
поверхностью слизистой оболочки в том или ином отделе ЖКТ [17]. Способность контролировать адге-
зивные свойства, и, как следствие, возможность его абсорбции в кишечнике является одним из ключевых 
факторов, влияющих на разработку и внедрение новых пероральных препаратов. 

Цель исследования – визуализация распределения белковых молекул интерферона α-2b, иммоби-
лизированного на полиэтиленгликоле-1500 с помощью технологии электронно-лучевого синтеза (имм-
ИФН), в разных отделах кишечника. 

Задачи исследования: 
1. Оценка биоадгезии интерферона α2-b, пегилированного с помощью технологии электронно-

лучевого синтеза, на слизистой кишечной стенки в разных отделах кишечника. 
2. Оценка абсорбции интерферона α2-b, пегилированного с помощью технологии электронно-

лучевого синтеза, в разных отделах кишечника. 
Материалы и методы исследования. Имм-ИФН α-2b получали с помощью облучения пучком 

электронов в дозе 1,5 Мрад предварительно замороженной при минус 70°C смеси рекомбинантного ИФН 
α-2b с 5% раствором полиэтиленгликоля-1500 по методике, изложенной в пат. № 2409669 РФ [5]. 
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Для визуализации распределения в кишечнике использовался имм-ИФН, меченый флуоресцеини-
зотиоционатом (ФИТЦ). Мечение имм-ИФН ФИТЦ проводилось по методике, описанной Дж. Динглом 
[1]. В процессе получения имм-ИФН α-2b, меченого ФИТЦ раствор меченого белка может содержать как 
несвязанный ФИТЦ, так и молекулы избыточно меченого белка. Для удаления примесей непрореагиро-
вавшего ФИТЦ использовалась ультрафильтрация на центрифужных концентраторах (тип Vivaspin, GE), 
для удаления избыточно меченого белка применялась ионообменная хроматография. 

В работе использовали 10 крыс Wistar в возрасте 4 месяцев. Содержание животных, участвующих 
в экспериментах, осуществлялось в соответствии с правилами, принятыми Европейской конвенцией по 
защите позвоночных животных, Правилами лабораторной практики в Российской Федерации. 

Методы исследования. Для исследования биоадгезии и адсорбции исследуемого препарата в раз-
ных отделах кишечника крысам под инъекционным наркозом (смесь ксилозина и золетила) после сре-
динной лапаротомии в кишке (duodenum, jejunum, ileum, caecum, rectum, colon ascendens, transversum, 
descendens, sigmoideum) с проксимальной и дистальной сторон фиксировали трубки для растворов (вхо-
дящая, выходящая). Длина выбранного фрагмента кишечника составляла 10 см, просвет промывали фи-
зиологическим раствором для удаления химуса и зашивали брюшную полость.  

Перед инкубированием растворов в кишке базальную температуру крысы повышали с +34 до 
+37 °C путем нагревания тела крысы струей теплого воздуха. 

Для перфузии использовали фосфатно-солевого буфера (ФСБ) c содержанием имм-ИФН α-2b 
30 мкг/мл (pH 7,4). После инкубации в кишке в течение 60 мин при постоянной температуре 
+37,7±1,0 °C. Далее промывали кишечник ФСБ и фиксировали фрагмент на 60 мин в 4% формалине на 
0,01 М ФСБ (pH 7,3), после чего дважды отмывали ФСБ. Фрагменты в 30% раствор сахарозы на ФСБ в 
течение 12 ч при 4 °C. Далее извлекали образцы, удаляли избыток раствора фильтровальной бумагой и 
замораживали при температуре –20 °C. В последующем ткань нарезали на криостате, на срезы наносили 
реактив, предохраняющий флуоресцентные образцы от выцветания с DAPI (ProLong® Gold Antifade 
Reagent with DAPI) и накрывали покровным стеклом. Исследования проводили на приборе LSM 710 
(«Zeiss», Германия) методом конфокальной микроскопии с использованием фильтров MBS 458/561, MBS 
405, MBS 488, увеличение ×20. 

Результаты и их обсуждение. Полученные с помощью конфокальной микроскопии снимки, по-
зволяют получить наглядное представление о степени и особенностях абсорбции препарата имм-ИФН 
(рис.1). ФИТЦ обеспечивает зеленое свечение меченого имм-ИФН. Так, при инкубации препарата, вид-
но, что имм-ИФН α-2b, меченый ФИТЦ, активно адсорбируется на всей поверхности кишечных ворсин 
во всех отделах тонкого кишечника – в двенадцатиперстной, тощей и подвздошных кишках (рис. 1 А, В, 
С). Наиболее выражена степень абсорбции в duodenum и jejunum. 

 

 
 

Рис. 1. Конфокальные снимки после 60 мин инкубации раствора иммобилизированного интерферона 
 α-2b, меченого ФИТЦ, в тонкой кишке крыс. А – двенадцатиперстная кишка (duodenum);  

В – тощая кишка (jejunum); C – подвздошная кишка (ileum) (увеличение ×20) 
 

На конфокальных снимках после инкубации раствора имм-ИФН α-2b, меченого ФИТЦ, в тол-
стом кишечнике заметна меньшая степень абсорбции препарата на слизистой в слепой кишке, но он ад-
гезируется по всей длине кишечной ворсины (рис. 2 В, С, D, Е) наблюдается схожая тенденция: имм-
ИФН α-2b, меченый ФИТЦ, фрагментарно адгезируется лишь на апикальном полюсе кишечных ворсин, 
при этом степень свечения внутренней стромы ворсин остается на уровне автофлуоресценции. В прямой 
кишке четко различается присутствие имм-ИФН α-2b, меченого ФИТЦ, он активно адгезируется на сли-
зистой оболочке кишки и детектируется внутри кишечных ворсин, что указывает на высокую степень 
абсорбции данного препарата (рис. 2 F).  
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Рис. 2. Конфокальные снимки после 60 мин инкубации раствора иммобилизированного интерферона  
α-2b, меченого ФИТЦ, в толстой кишке крыс Wistar. А – слепая кишка (caecum); В – восходящая  

ободочная кишка (colon ascendens); C – поперечная ободочная кишка (colon transversum);  
D – нисходящая ободочная кишка (colon descendens); Е – сигмовидная кишка (colon sigmoideum);  

F – прямая кишка (rectum) (увеличение ×20) 
 

Известно, что около 90% от общей абсорбции всех питательных веществ приходится на тонкий 
кишечник, он является главной пищеварительной и всасывающей областью ЖКТ. С этим отчётливо кор-
релируют полученные экспериментальные данные. Так, в большинстве случаев, на конфокальных сним-
ках, полученных в результате исследования, наблюдалась выраженная биоадгезия на всём протяжении 
тонкого кишечника и высокая адсорбция имм-ИФН α-2b по всей длине кишечных ворсин. Известно, что 
существует прямая связь между биоадгезией и абсорбцией препарата [7]. Поэтому правомерно утвер-
ждать, что тонкий отдел кишечника является основным местом абсорбции имм-ИФН α-2b. Помимо это-
го, во внутренней строме кишечных ворсин (duodenum, jejunum) заметна флуоресценция имм-ИФН α-2b, 
меченого ФИТЦ, выраженная выше фоновой, что дополнительно свидетельствует о происходящей аб-
сорбции препарата. 

В проксимальных отделах толстой кишки (caecum, colon ascendens, transversum, descendens, sig-
moideum) степень биоадгезии имм-ИФН α-2b, меченого ФИТЦ, была значительно ниже, чем в тонкой 
кишке. Это объясняется спецификой всасывания – в толстом отделе кишки абсорбируется лишь вода и 
витамины. Полученные результаты с имм-ИФН α-2b свидетельствует о низкой степени проницаемости 
препарата через муцин содержащий слой в проксимальном отделе толстой кишке. 

В прямой кишке степень адгезии исследуемого препарата выражена по всей площади слизистой 
оболочки. Во внутренней строме наблюдается присутствие имм-ИФН α-2b, меченого ФИТЦ, выше фо-
нового уровня, что свидетельствует о высокой абсорбции препарата. Следовательно, путь введения per 
rectum может являться дополнительным способом введения для данного препарата. 

Выводы: 
1. Пегилированный с помощью технологии электронно-лучевого синтеза интерферон α2-b облада-

ет выраженной биоадгезией на слизистой кишечной стенки. Степень биоадгезии пегилированного с по-
мощью технологии электронно-лучевого синтеза интерферона α2-b, меченого ФИТЦ, на всем протяже-
нии тонкого кишечника (duodenum, jejunum, ileum) одинаково велика. В толстом кишечнике биоадгезия 
пегилированного с помощью технологии электронно-лучевого синтеза интерферона α2-b, меченого 
ФИТЦ, менее выражена, чем в тонком кишечнике. 
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2. Наиболее выражена степень абсорбции в двенадцатиперстной и тощей кишке. В толстом ки-
шечнике абсорбция осуществляется преимущественно в слепой и прямой кишке. 

3. Выраженная биоадгезия пегилированного с помощью технологии электронно-лучевого синтеза 
интерферона α2-b на слизистой кишечной стенки в сочетании с абсорбцией в двенадцатиперстной и то-
щей кишке позволяет рассматривать данное лекарственное средство как прототип перорального средства 
для лечения энтеровирусной инфекции. 
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