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Резюме: Объективная характеристика тканевых препаратов на основе эмбриональных тканей 
требует оценки их качества, как с учетом общих обязательных требований, изложенных в ре-
гламентирующих документах по проверке лекарственных средств на основе сырья животного 
происхождения, так и показателей, учитывающих биохимические особенности эмбрионально-
го сырья и специфику технологических манипуляций. Проведена оценка нового тканевого пре-
парата «НИКА-ЭМ», полученного на основе эмбриональных тканей птиц. Использованы обще-
принятые критерии и современные инновационные приемы оценки качества препаратов. Прин-
ципиальными моментами исследования являлись: оценка физико-химических свойств препа-
рата, степени гомогенизации и диспергирования субстанций, а также интегративный подход 
к определению биологической активности препарата через расчет адаптационного потенциа-
ла печени как тест-системы. Изучен ряд характеристик, позволяющих препарату «НИКА-ЭМ» 
претендовать на стандартизацию в качестве эффективного биологически активного тканевого 
препарата.

Введение
Сегодня одной из перспективных групп 

биопрепаратов считаются тканевые, прин-
ципиальной особенностью которых яв-
ляется технологический подход к их из-
готовлению, позволяющий рассчитывать 
на наличие в препаратах такого важней-
шего действующего начала, как «биоген-
ные стимуляторы». Кроме того, тканевые 
препараты отличаются структурной ори-
гинальностью и своим многокомпонент-
ным составом. Наличие широкого переч-
ня и оптимальной концентрации биологи-
чески активных веществ обеспечивают по-
линаправленное действие тканевых препа-
ратов и подтверждаются значительной эф-
фективностью при различных патологиях 
[1]. Однако именно вышеназванные свой-
ства тканевых препаратов, как впрочем, и 
любых поликомпонентных средств, вку-
пе с отсутствием четкой системы объек-
тивной оценки их биологической активно-
сти и обусловливают существенные слож-
ности в процессе оценки их качества и, как 
следствие, проблемы стандартизации. Это 
особенно важно для новых разрабатывае-
мых тканевых препаратов, как в процессе 
их экспериментальных исследований, так и 
в последующем при их производственном 
контроле, на основании которого регла-
ментируются их характеристики.

Одним из новых тканевых препаратов 
является «НИКА-ЭМ», полученный на ос-
нове эмбриональных тканей птиц [2]. Это 

перспективное терапевтическое средство, 
которое по предварительным данным об-
ладает иммуномодулирующими свойства-
ми [3], гепатопротективным действием [4] 
и выраженным противовоспалительным 
эффектом [5]. Однако, несмотря на прове-
денные исследования, остаются не изучен-
ными основные характеристики качества 
тканевого препарата «НИКА-ЭМ», кото-
рые могли бы быть использованы в каче-
стве регламентирующих при его производ-
стве, что и обусловило проведение настоя-
щего исследования.

Материалы и методы исследований
С целью оценки качества тканевого 

препарата «НИКА-ЭМ» использовались 
как общепринятые методы определения 
качества лекарственных средств, получае-
мых на основе животного сырья [6], так и 
современные инновационные приемы [7].

Определялись физико-химические ха-
рактеристики препарата, в том числе внеш-
ний вид (описание, прозрачность и степень 
мутности, окраска, механические включе-
ния), рН, плотность, сухой остаток, размер 
частиц в растворе, дзета-потенциал. Изме-
рялось общее количество белка, нуклеи-
новых кислот, аминный азот. Оценивались 
стерильность препарата, наличие бактери-
ального эндотоксина и аномальная токсич-
ность. Проводилось исследование его био-
логической активности.

Изучение свойств нового тканевого 
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препарата «НИКА-ЭМ» (серия 20 от 10 
февраля 2015 г) проводилось в сравнении 
с препаратом «СТЭМБ» на основе эмбри-
ональных тканей (серия 170 от 21 апреля 
2015 г) уже показавшим свою эффектив-
ность на практике [8, 9]. Из исследуемой 
серии каждого препарата отбиралось по 2 
флакона, и оценивались средние пробы.

Прозрачность, степень мутности, окра-
ска определялись путем сравнения испыту-
емых препаратов с соответствующими эта-
лонами визуально. Для потенциометриче-
ского определения pH препарата исполь-
зовали pН-метр FG2-Kit (Mettler Toledo). 
Измерение плотности препарата осущест-
вляли расчетным способом с применением 
пикнометра с точностью до ± 0,001 г/cм3.

Сухой остаток (потеря в массе при вы-
сушивании) измеряли с помощью весово-
го влагомера Ohaus MB 25 при 75ºС. Дзета-
потенциал и размеры частиц препарата ре-
гистрировали методом электрофоретиче-
ского рассеяния света с помощью анализа-
тора Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern, 
Великобритания), предоставленного на-
учно-производственным объединением 
«СайТЭК» г. Ставрополь.

Количественную оценку общей кон-
центрации белков в образцах проводили 
спектрофотометрическим методом с из-
мерением оптической плотности иссле-
дуемых растворов при длинах волн 280 и 
260 нм после соответствующего разбавле-
ния [10]. Измерения проводились на спек-
трофотометре СФ-102 (ИФФ) в кварцевых 
кюветах с толщиной слоя жидкости 1 см.

Определение содержания нуклеино-
вых кислот, основанное на расчете разно-
сти оптической плотности, применяемых 
для уменьшения влияния различных при-
месей в исследуемых растворах [11], вклю-
чало экстракцию нуклеиновых кислот 0,5н 
хлорной кислотой на водяной бане, цен-
трифугирование экстракта и измерение 
оптической плотности в ультрафиолете 
при длине волн 270 и 290 нм.

Определение содержания аминно-
го азота проводили методом формольно-
го титрования, основанным на блокирова-
нии формальдегидом при pH 7,0 свободных 
аминогрупп и титровании щелочью экви-
валентного количества карбоксильных 
групп.

Стерильность препарата оценивалась с 
использованием метода мембранной филь-
трации. Определение содержания бактери-
альных эндотоксинов проводилось с помо-
щью ЛАЛ-теста в соответствии с требова-
ниями ОФС Государственной фармакопеи.

Исследование аномальной токсично-
сти препаратов проводилось на аутбред-
ных мышах обоего пола весом 20±2,0 г. По-
сле двухнедельного карантина животные 
были разделены на 3 группы по пять жи-
вотных каждого пола в группе. Животным 
первой группы вводили 0,9% раствор хло-
рида натрия в дозе 0,5 мл однократно в хво-
стовую вену, мышам второй группы – пре-
парат «НИКА-ЭМ», третьей группе – пре-
парат «СТЕМБ» в дозе 0,1 мл. Тест дозы 
исследуемых препаратов доводили 0,9% 
раствором хлорида натрия до 0,5 мл и вво-
дили однократно в хвостовую вену. После 
введения исследуемых веществ животные 
находились под наблюдением в течение 48 
часов.

Биологическую активность изучае-
мого препарата определяли по методу 
Areshidze D.A. через оценку адаптацион- D.A. через оценку адаптацион-D.A. через оценку адаптацион-.A. через оценку адаптацион-A. через оценку адаптацион-. через оценку адаптацион-
ного потенциала клеток печени. Для это-
го использовали самцов белых крыс ли-
нии Вистар массой 300±20 г, из которых 
были сформированы две опытные группы 
по 30 животных в каждой. Крысам первой 
группы подкожно вводили физиологиче-
ский раствор 0,9% натрий хлористый. Жи-
вотным второй группы подкожно вводи-
ли тканевой препарат «НИКА-ЭМ», в дозе 
0,1 мл на кг живой массы трехкратно с ин-
тервалом 7 суток. В аналогичной дозе жи-
вотным третьей группы подкожно вводили 
препарат «СТЭМБ». По завершению экс-
перимента животных декапитировали и 
отбирали печень для гистологического ис-
следования. Из большой доли печени вы-
резали образцы ткани толщиной 5х5 мм. 
Кусочки органа фиксировали в 10% рас-
творе формалина с последующей заливкой 
в парафин Гистомикс (Biovitrum). Гистоло-
гические срезы печени толщиной 6-7 мкм 
осуществляли на санном микротоме МС-2 
и окрашивали гематоксилином и эозином. 
Определяли площадь поперечного сече-
ния и объем ядер гепатоцитов при помо-
щи комплекса визуализации на базе пря-
мого исследовательского микроскопа Axio 
Imager 2 (A2) (Carl Zeiss Microscopy). Ви-
зуализацию изображения проводили при 
помощи специализированной фотокамеры 
Axio Cam MRc5 (Carl Zeiss Microscopy) в 
программном обеспечении Zena 2012 Pro и 
программе «Морфовидеотест 4.0», «Image 
Scope Video 1.0». Измерения проводили в 
микрометрах после предварительной гео-
метрической калибровки по оцифрован-
ной с тем же увеличением шкале объект-
микрометра.

Для расчёта объёма ядер первоначаль-
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но определяли коэффициент элонгации 
ядер. Затем производили разбивку полу-
ченных данных на классы. Число классов 
определялось как разница между xmax и xmin, 
делённая на величину ошибки метода из-
мерения. Для дальнейшего анализа вы-
числялись информационная морфологи-
ческая емкость (Hmax) т.е. максимальное 
структурное разнообразие, производился 
расчет реального структурного разноо-
бразия (Н), иллюстрирующего степень де-
терминированности морфофункциональ-
ной системы во времени и пространстве. 
Рассчитывалась организация системы (S), 
т.е. разница между максимально возмож-
ным и реальным структурным разнообра-
зием, отражающая состояние адаптацион-
ных возможностей системы на данный мо-
мент. Определялся коэффициент относи-
тельной энтропии системы (h), увеличе-
ние которого свидетельствует о неупоря-
доченности системы и значительном сни-
жении уровня её структурной целостности. 
Производился расчет коэффициента от-
носительной организации системы (R). 
Степень биологической активности ткане-
вых препаратов определялась по отклоне-
нию величин параметров H, S, h и R от зна-
чений контроля. Об успешности биостиму-
ляции свидетельствует повышение вели-
чин Н и h от 1 до 5% и понижение S и R от 

3 до 16 % от контроля. Причем чем больше 
показатели Н и h и меньше S и R, тем боль-
ше эффект биостимуляции [12].

Все анализы были выполнены с ис-
пользованием статистического пакета для 
социальных наук (SPSS) для Windows, вер-
сия 11.0. Данные были представлены в виде 
среднего значения ± стандартное отклоне-
ние. Разница между контрольной и экспе-
риментальной группами была проанализи-
рована с помощью теста Манна-Уитни.

Результаты и обсуждение
Полученные результаты свидетель-

ствуют, что оба препарата по основным 
физико-химическим показателям соответ-
ствуют общепринятым нормативам для 
средств на основе природного сырья (табл. 
1).

Вместе с тем согласно сравнительным 
данным наиболее однородным по внешне-
му виду и стабильным оказался тканевой 
препарат «НИКА-ЭМ». При относитель-
но одинаковых значениях дзета-потенциа-
ла и pH средний размер частиц в раство-pH средний размер частиц в раство- средний размер частиц в раство-
ре препарата «НИКА-ЭМ», отражающий 
степень его диспергирования оказался в 
четыре раза меньше, нежели в препара-
те сравнения. Это обеспечивает препара-
ту «НИКА-ЭМ» свойства наносубстанции 
и не исключает усиления специфичности 

Таблица 1. Физико-химические показатели качества 
биопрепаратов «НИКА-ЭМ» и «СТЕМБ» 

Показатели (n=5) Препарат «СТЭМБ» Препарат «НИКА-
ЭМ» 

Внешний вид, описание, 
прозрачность, цветность, 
механические включения 

Опалесцирующая жидкость 
желтого цвета, с белым 
хлопьевидным осадком 

Опалесцирующая 
жидкость желтого 
цвета, без осадка 

Размер частиц в растворе, нм 450±29 104,2±7,0* 

Сухой остаток 3,33±0,2 2,9±0,2 

рН 6,0±0,1 6,4±0,1 

Плотность (20ºС) 1,012±0,0001 1,010±0,0001 

Дзета-потенциал (коллоидная 
стабильность), mV 

минус 8,01±0,2 минус 8,76±0,1 

Общая концентрация белка, г/л 50±2,0 20,0±2,0* 

Общая концентрация 
нуклеиновых кислот, мг% 1,2±0,08 2,3±0,09* 

Аминный азот, мг% 19±1,2 10,9±0,6* 

Примечание: * – достоверность различий показателей 
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Таблица 2. Информационные показатели печени белых крыс под 
влиянием тканевых препаратов «НИКА-ЭМ» и «СТЭМБ» 

Группы, (n=30) Информационные показатели 

Нмах (бит) H (бит) S (бит) h (бит) R (%) 

1 группа – 
контроль 

3,32±0,002 2,52±0,02 0,80±0,01 0,7585±0,004 24,15±0,41 

2 группа – 
препарат 
«НИКА-ЭМ» 

3,32±0,002 2,57±0,01* 0,75±0,01* 0,7739±0,005* 22,61±0,59* 

3 группа –
препарат 
«СТЭМБ» 

3,32±0,002 2,6±0,02* 0,72±0,012* 0,7831±0,006* 21,69±1,1* 

Примечание: * – достоверность различий показателей по отношению к контрольной 
группе. 
 

его биологического действия.
Образцы как препарата «НИКА-ЭМ», 

так и «СТЭМБ» были стерильными. При 
инкубации фильтров на питательной сре-
де на протяжении 14 суток роста микроор-
ганизмов зарегистрировано не было. Ко-
личество бактериального эндотоксина в 
сравниваемых препаратах также не имело 
достоверных отличий и соответствовало 
нормативам для инъекционных форм ле-
карственных средств.

Обеспечивающее биологическую ак-
тивность препаратов, количество белка и 
свободных аминокислот оказалось в три 
раза больше в препарате «СТЭМБ», а кон-
центрация нуклеиновых кислот была в два 
раза больше в препарате «НИКА-ЭМ». 
Это и объясняет лучшие реологические 
характеристики и стабильность препара-
та «НИКА-ЭМ» по сравнению с препара-
том «СТЭМБ», характеризующимся нали-
чием выраженной мутности и обильного 
осадка, обусловленных фракцией крупных 

белков.
Ни в одной из групп животных после 

введения тест дозы препарата не наблю-
далось гибели на протяжении 48 часов, 
что свидетельствует об отсутствии призна-
ков аномальной токсичности исследуемых 
препаратов. Результаты расчета информа-
ционных показателей, отражающих адап-
тационно-регенераторный потенциал пе-
чени, подтверждают, что исследуемые пре-
параты обладают биологической активно-
стью (табл. 2).

Реальное структурное разнообра-
зие H (бит) в группах, которым приме-
нялись препараты «СТЭМБ» и «НИКА-
ЭМ», увеличилось соответственно на 1,91 
и 3,18% по сравнению с контролем. Орга-
низация системы S (бит) уменьшилась со-
ответственно на 6,36 и 10,2%. Коэффици-
ент относительной энтропии системы 
(коэффициент сжатия информации) (h) в 
группах, которым применялись препара-
ты «СТЭМБ» и «НИКА-ЭМ» в сравнении 

с контролем, увеличился на 2,05 и 3,24%, 
а коэффициент относительной органи-
зации системы (коэффициент избыточ-
ности) (R) уменьшился на 6,38 и 10,19%, 
соответственно. Это свидетельствуют о 
том, что тканевые препараты «СТЭМБ» 
и «НИКА-ЭМ» характеризуются высо-
кой степенью биологической активности. 
При этом почти в два раза превосходящее 
увеличение показателей Н, h и уменьше-h и уменьше- и уменьше-
ние S и R на фоне применения препарата 
«НИКА-ЭМ» по сравнению с аналогичны-
ми показателями при использовании пре-
парата «СТЭМБ» указывает на его боль-
ший уровень биостимулирующего эффек-
та.

Заключение
Таким образом, проведена качествен-

ная оценка тканевого препарата «НИКА-
ЭМ» на основе эмбриональной ткани 
птиц по 12 параметрам, выбранным с уче-
том, биохимических особенностей сырья и 
специфики технологического цикла. Прин-
ципиальным моментом методологической 
схемы являлось определение степени го-
могенизации и диспергирования субстан-
ций, а также интегративный подход к оцен-
ке биологической активности препарата 
на организм, через расчет адаптационно-
го потенциала печени, как тест-системы. 
На основе проведенных аналитических и 
экспериментальных исследований изучен 
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Abstract:  The objective characteristics of the tissue preparation based of fetal tissues requires the 
evaluation of their quality, both with regard to the general mandatory requirements laid down in 
regulatory documents to verify the preparations based on animal origin raw materials, as well as indicators 
taking into account the biochemical features of embryonic materials and specificity of technological 
manipulation. An assessment of the new tissue preparation «NIKA-EM», obtained on the basis of 
embryonic tissues of birds. We used common criteria and modern innovative methods of assessing the 
quality of drugs. The fundamental point of the study was evaluation of the physicochemical properties 
of the preparation, the degree of homogenization and dispersion of substances, as well as an integrative 
approach to the determination of the biological activity of the preparation in the body, through the 
calculation of adaptive capacity of the liver, both test systems. Studied a number of characteristics that 
allow the preparation «NIKA-EM» qualify for standardization as an effective biologically active tissue 
preparation.
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УДК 591.2 

Пронина Г.И., Корягина Н.Ю.

ИЗМЕНЕНИЯ КЛЕТОЧНЫХ СТРУКТУР 
ГИДРОБИОНТОВ ПРИ ПАТОЛОГИИ
Ключевые слова: речные раки, рыбы, аксолотли, изменения клеток крови, лейкопоэз, патоло-
гия.

Резюме: Проведено изучение морфологических изменений клеток и их процентное соотноше-
ние в циркулирующих жидкостях гидробионтов: гемолимфе или крови при патологии. Исследо-
вались речные раки – Astacusastacus, рыбы: карась– Carassiusgibelio, карп – Cyprinus carpio L, ак-
солотли – Ambystomamexicanum. Определялись: гемоцитарная и лейкоцитарная формула, цито-
химический показатель лизосомального катионного белка в фагоцитах. Выявлено, что при ржа-
вопятнистом заболевании речных раков происходит увеличение содержания катионного белка 
в лизосомах гемоцитов примерно в 2 раза. Изменения 15-20% клеток крови молоди карпа с жи-
ровой дистрофией печени выражаются в разрушении и деформации эритроцитов, вакуолиза-
ции и эозинофилии их цитоплазмы эритроцитов; цитолизе и кариорексисе нейтрофилов и эо-
зинофилов. При этом отмечается снижение доли зрелых нейтрофилов за счет увеличения эози-
нофилов (с 0,3 до 1,0%) в лейкограмме. У карасей с неполным альбинизмом – прозрачным че-
шуйчатым покровом отмечается слабая осмотическая резистентность мембран клеток крови, 
что проявляется микроскопически в их лизисе при окраске по Паппенгейму. У карпов со слабым 
креплением чешуи, вероятно, врожденное свойство, повышен процент нейтрофилов в лейко-
грамме, но снижено содержание лизосомального катионного белка, отражающего неспецифиче-
ский кислород независимый клеточный иммунитет. У аксолотлей с нарушениями регенерации 
конечности в лейкограмме примерно 2 раза увеличена доля миелобластов – усиление лейкопоэ-
за и эозинофилов с 6,3% (в контрольной группе) до 13,1%.

the Сenter for collective use of scientific equipment FSAEI of HPE «North-Caucasian Federal 
University», 1, Pushkin str., Stavropol, Russia, 355009; e-mail: l_timchenko@mail.ru

Piskov S.I., Ph.D. of Biology, Leading Researcher of problem scientific-research Laboratory 
«Experimental immunomorphology, immunopathology, immunobiotechnology» in the Сenter 
for collective use of scientific equipment FSAEI of HPE «North-Caucasian Federal University», 
1, Pushkin str., Stavropol, Russia, 355009; e-mail: piskovsi77@mail.ru

Dukhina L.L., Graduate student of the second year of training of the Department of physics, 
mathematics and biotechnology SBEI HPE «Stavropol State Medical University»

Areshidze D.A., Ph.D. of Biology, Head of the Laboratory of  experimental biology and 
biotechnology of scientific-educational Center of the state educational Institutions of the 
Ministry of education of «Moscow State Regional University»; e-mail: Nihilist78@mail.ru

Avanesyan S.S., Senior Researcher of problem scientific-research Laboratory «Experimental 
immunomorphology, immunopathology, immunobiotechnology» in the Сenter for collective use 
of scientific equipment FSAEI of HPE «North-Caucasian Federal University», 1, Pushkin str., 
Stavropol, Russia, 355009

Sizonenko M.N., Junior Researcher of problem scientific-research Laboratory «Experimental 
immunomorphology, immunopathology, immunobiotechnology» in the Сenter for collective use 
of scientific equipment FSAEI of HPE «North-Caucasian Federal University», 1, Pushkin str., 
Stavropol, Russia, 355009; e-mail: risha_veresk@mail.ru

Kozlova M.A., Junior Researcher of the Laboratory experimental biology and biotechnology 
of scientific-educational Center of the state educational Institutions of the Ministry of education 
of «Moscow State Regional University»; e-mail: kozozaka@mail.ru


