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Резюме

Обоснование.  Для фотохимиотерапии различных заболеваний исполь-
зуются средства на  основе фуранокумаринов. Доступным источником 
фуранокумаринов для создания лекарственных препаратов может быть 
борщевик Сосновского.
Цель исследования.  Получить стабильные эмульсии, содержащие фурано-
кумарины, из борщевика Сосновского и оценить их фотоцитотоксичность.
Материалы и методы.  Фуранокумарины для получения эмульсий экстра-
гировали хлороформом из сока надземной части борщевика Сосновского. 
Хлороформный экстракт очищали с помощью градиентной колоночной 
хроматографии на силикагеле. Экстрактивную фракцию, содержащую фура-
нокумарины, анализировали с помощью высокоэффективной жидкостной 
хроматографии с ультрафиолетовым (УФ) детектированием.
Экстракт с высоким содержанием 8-метоксипсоралена использовали 
для  получения двух видов эмульсий. Экстракт растворяли в персиковом 
масле и эмульгировали в воде твином-80 (эмульсия № 1) и в водно-глицери-
новом растворе лецитином (эмульсия № 2).
Эмульсии тестировали на темновую и фотоиндуцированную токсичность 
для фибробластов лёгких человека. Доза УФ-излучения для фотоактивации 
фуранокумаринов составила 9 Дж/см2. В качестве фотосенсибилизатора 
сравнения использовали раствор хлорина е6.
Результаты.  Полученные эмульсии содержали 1 мг/мл 8-метоксипсорале-
на. Обе эмульсии были гомогенными при макро- и микроскопической визуали-
зации, сохраняли стабильность при хранении в различных температурных 
условиях в течение 14 дней. Эмульсия № 2 не проявляла темновой токсич-
ности и вызывала статистически значимое угнетение жизнеспособности 
клеток при УФ-облучении и концентрации 12,5–31,3 мкг/мл. Эмульсия № 1 
оказывала токсическое действие на клетки независимо от УФ-облучения 
из-за содержания в составе твина-80. По данным флуоресцентной микро-
скопии, фототоксическое действие эмульсии №  2 проявлялось главным 
образом за счёт апоптоза, в отличие от действия хлорина е6, при котором 
имелись более выраженные признаки некроза клеток.
Заключение.  Разработанные экспериментальные эмульсионные формы 
фуранокумаринов борщевика Сосновского являют собой пример перспек-
тивных лекарственных фотосенсибилизаторов растительного проис-
хождения для фототерапии различных заболеваний в сфере дерматологии 
и онкологии.

Ключевые слова:  эмульсия, фуранокумарины, борщевик Сосновского, УФ-
излучение, твин-80, лецитин, апоптоз

Для цитирования:  Шляпкина В.И., Куликов О.А., Бродовская Е.П., Аль-хадж Аюб А.М., 
Агеев В.П., Пятаев Н.А. Получение эмульсионных форм фуранокумаринов борщевика 
Сосновского и оценка их фототоксического действия in vitro. Acta biomedica scientifica. 
2023; 8(3): 161-171. doi: 10.29413/ABS.2023-8.3.18



Acta Biomedica Scientifica, 2023, Vol. 8, N 3

162
Pharmacology and pharmacy Фармакология и фармация 

Obtaining emulsions of furanocoumarins from Sosnowsky’s hogweed 
and in vitro assessment of their phototoxic effect 

Shlyapkina V.I.,  
Kulikov O.A.,  
Brodovskaya E.P.,  
Al-khadj Aioub A.M.,  
Ageev V.P.,  
Pyataev N.A.

National Research Ogarev  
Mordovia State University 
(Bolshevistskaya str. 68, Saransk 430005, 
Russian Federation)

Corresponding author:  
Vasilisa I. Shlyapkina,  
e-mail: shlyapkina.98@mail.ru

Received: 21.12.2022
Accepted: 31.05.2023
Published: 11.07.2023

Abstract

Background.  Furanocoumarin-based drugs are used for photochemotherapy 
of various diseases. Sosnovsky’s hogweed can be an available source of furanocou-
marins for the development of drugs.
The aim of the study.  To obtain stable emulsions containing furanocoumarins 
from Sosnowski’s hogweed and to evaluate their photocytotoxicity.
Materials and methods.  To obtain the emulsions, furanocoumarins were ex-
tracted with chloroform from the sap of the aerial part of the Sosnowski’s hogweed. 
The chloroform extract was clarified by silica gel gradient column chromatography. 
The extractive fraction containing furanocoumarins was analyzed by high perfor-
mance liquid chromatography with ultraviolet (UV) detection.
An extract with a high content of 8-methoxypsoralen was used to prepare two 
types of emulsions. The extract was dissolved in peach oil and emulsified in water 
with tween-80 (emulsion No. 1) and  in an aqueous glycerin solution with lecithin 
(emulsion No. 2).
The emulsions were tested for dark and photo-induced toxicity for human lung 
fibroblasts. The dose of UV radiation for the photoactivation of furanocoumarins 
was 9 J/cm2. A solution of chlorine e6 was used as a comparison photosensitizer.
Results.  The obtained emulsions contained 1  mg/ml 8-methoxypsoralen. Both 
emulsions were homogeneous at macro- and microscopic visualization, remained 
stable when stored under various temperature conditions for 14  days. Emulsion 
No.  2 did not show dark toxicity and caused a  statistically significant inhibition 
of cell viability under UV irradiation at a concentration of 12.5–31.3 µg/mL. Emul-
sion No. 1 had a toxic effect on cells regardless of UV irradiation due to the content 
of tween-80. According to fluorescent microscopy, the phototoxic effect of emulsion 
No. 2 was manifested mainly due to apoptosis, in contrast to the effect of chlorine e6, 
in which there were more pronounced signs of cell necrosis.
Conclusion.  The developed experimental emulsions of furanocoumarins from Sos-
novski’s hogweed are an example of promising medicinal photosensitizers of plant 
origin for phototherapy of various dermatological and oncological diseases.

Key words:  emulsion, furanocoumarins, Sosnowski’s hogweed, UV  radiation, 
tween-80, lecithin, apoptosis
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Обоснование

Одними из широко применяемых в медицине 
для фотохимиотерапии веществ являются фуранокума-
рины, среди которых клинически доказанный эффект 
имеется у производных псоралена (5-метоксипсора-
лен (5-MOП), 8-метоксипсорален (8-MOП) и др.) [1]. Сре-
ди растений, содержащих высокие концентрации псо-
ралена и его производных, выделяется борщевик Со-
сновского [2]. В ряде регионов земного шара, в том чис-
ле и в России, борщевик Сосновского, как и другие виды 
гигантских борщевиков, признан опасным фитоинвазив-
ным видом и повсеместно истребляется [3]. Так как бор-
щевик Сосновского широко распространён и быстро на-
ращивает фитомассу, то его растительное сырьё весь-
ма доступно для заготовки и фармацевтического ис-
пользования.

В настоящее время источником фуранокумаринов 
для производства фотосенсибилизирующего препара-
та Аммифурин является растение амми большая (Ammi 
majus). Её плоды содержат около 2 % фуранокумари-
нов. Препараты из амми используются как антипсори-
атические средства для ПУВА-терапии (PUVA – psoralen 
and ultraviolet A) [4].

Амми большая уступает борщевику Сосновского 
по  фитомассе для получения фуранокумаринов. Фу-
ранокумарины амми локализованы преимущественно 
в плодах растения и смешаны с большим количеством 
гидрофобных сопутствующих веществ [4]. Амми боль-
шую в диком виде можно встретить только в условиях 
тёплого климата [5, 6] и в других регионах она требует 
специальных условий культивирования.

Фуранокумарины – очень липофильные вещества, 
но для реализации фотобиологического потенциала 
они должны находиться в водной среде [7]. В различ-
ных исследованиях фуранокумарины тестируются в виде 
спиртовых растворов или растворов диметилсульфок-
сида (ДМСО) [8, 9], где фуранокумарины остаются ста-
бильными в высоких концентрациях (более 1  мг/мл) 
при условии наличия не менее 80 % ДМСО в раствори-
теле. Решить проблему растворимости фуранокумари-
нов в воде можно путём создания эмульсионной фор-
мы [10]. Получение эмульсионной формы фуранокума-
ринов может привести к изменению или исчезновению 
нативного фотосенсибилизирующего эффекта, вызыва-
емого самим растением [11]. До настоящего времени не 
разрабатывались и не использовались эмульсии фура-
нокумаринов на основе лекарственного растительного 
сырья. В связи с этим становится актуальным контроль 
специфической активности действующих веществ, в на-
шем случае фуранокумаринов.

Эффективная лекарственная форма фуранокума-
ринов при доступном виде сырья для её изготовления 
может широко использоваться как средство для ПУВА-
терапии или как противоопухолевое средство в борь-
бе с  кожными неоплазиями – например, микроэмуль-
сия для транскутанной доставки фуранокумаринов, со-
держащая различные эмульгаторы (изопропилмири-
стат, твин-80, спан-80, октандиол) [10]. Микроэмульсии 

8-метоксипсоралена предназначены для ПУВА-терапии 
как локальные фотосенсибилизаторы. При этом вопрос 
о соотношении темновой и фотоиндуцированной ток-
сичности в таких работах рассматривается несправед-
ливо мало.

Существует мнение, что простая эмульсия для фото-
сенсибилизатора не пригодна без использования поли-
мерных покрытий для эмульсионных капель, при этом 
не  сравнивается фотосенсибилизирующее действие 
простых и полимер-ассоциированных эмульсий [11].

Для локального применения предложено использо-
вание наноэмульсий фуранокумаринов, где в качестве 
масляной фазы применяется эфирное масло. Показано, 
что, несмотря на мелкодисперсный состав (около 30 нм) 
полученной эмульсии, она также хорошо удерживается 
в коже [12]. Однако мы не можем, к примеру, говорить 
о парентеральном применении таких эмульсий.

У исследователей, предлагающих эмульсионные со-
ставы для накожного нанесения, достаточно большой 
выбор растворителей, так как фуранокумарины могут 
растворяться во многих эфирных и жирных маслах. Од-
нако если фотосенсибилизатор необходимо ввести па-
рентерально, то спектр возможных для применения ма-
сел резко сужается. Необходимость введения фотосен-
сибилизатора внутрисосудистым способом может быть 
продиктована более выраженным эффектом, в отличие 
от поверхностного нанесения, что неоднократно показа-
но различными исследователями [13, 14]. Парентераль-
ная лекарственная форма фотосенсибилизатора необ-
ходима и для внутриопухолевого введения при терапии 
нерезектабельных опухолей [15, 16] либо при доставке 
активирующего излучения через оптоволокно в ткань 
опухоли [17].

Целью данной работы явилось получение стабиль-
ных эмульсий, содержащих фуранокумарины, выделен-
ные из борщевика Сосновского, и оценка их фотоцито-
токсичности.

Материалы и методы

Источником растительного сырья служила надзем-
ная часть Heracleum sosnowskyi Manden. Растение опре-
деляли, согласно руководству «The giant hogweed best 
practice manual. Guidelines for the management and con-
trol of an invasive weed in Europe» (2005). Фракцию фура-
нокумаринов извлекали из сока надземной части. Про-
цесс экстракции, очистки и высокоэффективной жид-
костной хроматографии (ВЭЖХ) осуществляли по опи-
санной ранее методике [18], схема которой показана 
на рисунке 1.

Из экстрактивной фракции, содержащей фураноку-
марины, были приготовлены две эмульсии с разными 
эмульгирующими агентами. Для изготовления эмуль-
сий высушенный экстракт, содержащий 100 мг 8-МОП, 
растворяли при нагревании в 10 мл персикового масла 
(Мирролла, Россия). С нагретым масляным раствором 
экстракта проводилась дальнейшая работа по изготов-
лению эмульсий.
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При первом способе изготовления эмульсии фурано-
кумаринов (эмульсия № 1) использован в качестве стаби-
лизатора водный 2,5%-й раствор полисорбата 80 (Твин-
80) (Sigma-Aldrich, США). При интенсивном перемешива-
нии и постоянной температуре 25 °С к 5 мл раствора по-
лисорбата по каплям добавляли 1 мл (0,916 г) масляно-
го раствора фуранокумаринов борщевика Сосновского 
с концентрацией 8-МОП 6,125 мг/мл. Готовая смесь пе-
ремешивалась в течение 10 минут, затем подвергалась 
воздействию ультразвука (50 Вт) в течение 10 минут. Все-
го было проведено 3 повторяющихся цикла эмульгиро-
вания. Качество образовавшейся эмульсии контроли-
ровали с помощью световой микроскопии в три этапа: 
1)  сразу после приготовления; 2)  после хранения в хо-
лодильнике в течение 96 ч при температуре 4 °С; 3) после 
хранения при температуре 20–22 °С в течение 14 дней.

Второй вариант эмульсии фуранокумаринов (эмуль-
сия № 2). Изготовление водной фазы происходило пу-
тём добавления к 5 мл деионизованной воды 0,1315 г 
глицерина (Sigma-Aldrich, США); смесь перемешивалась 
на магнитной мешалке при температуре 70–75 °С. Парал-
лельно изготавливалась масляная фаза из 0,1 г лецити-
на (фосфатидилхолин, EPCS 10 8018–1/130, Lipoid, Гер-

мания) и 0,916 г масляного раствора фуранокумаринов 
борщевика, полученного по вышеописанному методу. 
Смесь перемешивалась при температуре 90 °C до полу-
чения однородной массы. К водной фазе при интенсив-
ном перемешивании и температуре 70–75 °C медленно 
прикапывалась масляная фаза. Полученная эмульсия 
перемешивалась при температуре 70–75  °C в течение 
10  минут. Затем смесь была подвергнута гомогениза-
ции с помощью ультразвука (200 Вт – 1 мин; цикл 2 с/2 с) 
до формирования эмульсионных глобул.

Исследование цитотоксичности эмульсий проводи-
ли на клеточной культуре фибробластов лёгких челове-
ка (HLF, human lung fibroblasts) ФГБУ «Национальный ис-
следовательский центр эпидемиологии и микробиоло-
гии им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России. В экспоненци-
альную фазу роста клетки рассеивались в 96-луночный 
планшет в концентрации 5 тыс. клеток/лунка и инкубиро-
вались в течение 24 ч в стандартных условиях на среде 
DMEM с добавлением 10 % FBS (fetal bovine serum) и ан-
тибиотиков (пенициллин-стрептомицин) при 5%-м СO2 
и температуре 37 °С.

Фототоксические реакции фуранокумаринов индуци-
ровали с помощью ультрафиолетовой (УФ) лампы 365 нм 

РИС. 1.  
Схема выделения фракции фуранокумаринов из сока борще-
вика Сосновского. ВЭЖХ экстрактивных фракций осущест-
влялась в изократическом режиме (хроматограф Gilson 
(Франция), колонка Kromasil C18 4,5 мм × 5 мкм × 250 мм). Под-
вижная фаза: вода/ацетонитрил (1:1). Скорость потока 
0,8 мл/мин. Детектирование при длине волны 250 нм. Про-
граммное обеспечение «Миллихром» (Россия). Аналитические 
стандарты: 5-метоксипсорален, 8-метоксипсорален (Sigma-
Aldrich, США)

FIG. 1.  
Scheme for isolating the furanocoumarin fraction from the Sos-
novsky’s hogweed sap. High-efficiency liquid chromatography 
of extractive fractions was carried out in isocratic mode (chro-
matography system by Gilson (France); Kromasil C18 column 
4.5 mm × 5 µm × 250 mm). Mobile phase: water/acetonitrile (1:1). 
Flow rate 0.8 ml/min. Detection at wavelength 250 nm. Software 
“Millichrome” (Russia). Analytical standards: 5-methoxypsoralen, 
8-methoxypsoralen (Sigma-Aldrich, USA)
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мощностью 40 Вт (Camelion LH26-FS/BLB/E27, Китай), ко-
торую располагали на фиксированном расстоянии 20 см 
от клеток-мишеней, чтобы получить постоянную интенсив-
ность излучения 35 мВт/см2. Интенсивность излучения из-
меряли с помощью радиометра ThorLabs PM100D (Герма-
ния). Фотоцитотоксическое воздействие эмульсий опре-
деляли при концентрациях 8-МОП в лунке планшета: 125, 
62,5, 31,3, 15,6, 7,8, 3,9, 2 и 1 мкг/мл. Через 4 часа [19] по-
сле внесения эмульсий клетки облучали УФ-излучением.

Для контроля фотодинамического стресса исполь-
зовали фотосенсибилизатор из группы порфиринов 
хлорин  е6. Раствор хлорина  е6 (50  мкг/мл) готовили 
в ДМСО (50 мг/мл) и хранили в темноте при 4 °С. Для ин-
дукции фотодинамического действия с помощью хло-
рина е6 использовали концентрации в лунке планшета: 
6,3–0,05 мкг/мл [20, 21]. При этом клетки облучали из-
лучением светодиодной лампы с длиной волны 660 нм.

Дозу излучения подбирали эмпирически по результа-
там контрольного опыта без внесения тестируемых аген-
тов. Через 1 ч после облучения клетки трипсинизирова-
ли и переносили в 96-луночный планшет со средой. Через 
24 ч инкубации оценивали жизнеспособность клеток с по-
мощью МТТ-теста [22]. Твин-80 и лецитин вносились от-
дельно для оценки их вклада в цитотоксическое действие. 
Контроль фототоксического действия каждого фотосенси-
билизатора проводился относительно клеток, которые по-
сле внесения тестируемых субстанций помещались в тем-
ноту. Жизнеспособность клеток во всех эксперименталь-
ных группах оценивали относительно контрольной серии 
лунок (негативный контроль), в которые не помещался 
тест-компонент и не производилось облучение.

Через 24 ч инкубации среду заменяли на 5%-й рас-
твор МТТ (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил). МТТ 
восстанавливался до кристаллов формазана, что оце-

нивалось с помощью инвертированного микроскопа 
(Микромед, Россия). Затем среду удаляли и добавля-
ли 150  мкл ДМСО и шейкировали в течение 20  минут 
при 37 °С. Оптическую плотность измеряли на приборе 
Varioskan Lux (Thermo Fisher Scientific, США) при длине 
волны 570 нм против 650 нм референсной. Результаты 
оптической плотности (ОD, optical density) отображали 
в % ОD (образца) / ОD (контроля).

Данные представлены в виде среднего значения 
±  стандартная ошибка среднего (SEM, standard error 
of mean) для > 3 независимых экспериментов или значе-
ний концентрации полумаксимального ингибирования 
(IC50, half maximal inhibitory concentration) и их 95%-х до-
верительных интервалов, полученных с помощью нели-
нейной регрессии. Различия между экспериментальными 
группами сравнивали с помощью статистической обра-
ботки данных, используя t-критерий Стьюдента и крите-
рий ANOVA. Критический уровень статистической значи-
мости различий составил 5 % (р < 0,05). Все статистиче-
ские анализы проводились с использованием программ-
ного обеспечения SPSS Statistics 10.0 (IBM Corp., США).

Результаты

При помощи ВЭЖХ экстракта была найдена фракция 
с высоким содержанием фуранокумаринов (8- и 5-ме-
токсипсоралена). Внешний вид хроматограмм показан 
на рисунке 2.

Время удержания веществ экстракта борщевика 
Сосновского соответствовало времени удержания ана-
литических стандартов 8- и 5-МОП. Согласно калибро-
вочному графику (зависимости площади пика от кон-
центрации), построенному с использованием раствора 

РИС. 2.  
Хроматограммы раствора фуранокумаринов (8- и 5-меток-
сипсоралена) в ацетонитриле (а) и экстракта сока борще-
вика Сосновского, содержащего высокие концентрации этих 
же фуранокумаринов (б)

FIG. 2.  
Chromatograms of a solution of furanocoumarins  
(8- and 5-methoxypsoralen) in acetonitrile (а) and of the ex-
tract of Sosnovsky’s hogweed sap containing high concentrations 
of the same furanocoumarins (б)

        
			        а 							              б
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5- и 8-МОП в ацетонитриле, концентрация 8-МОП в ис-
ходном соке составила 506 мг/л, а 5-МОП – 23 мг/л.

Исходя из преобладания в соке борщевика Соснов-
ского 8-МОП, данный фуранокумарин был взят в качестве 
дозируемого действующего вещества в составе эмульсий.

При концентрации 8-МОП в персиковом масле 
6,125 мг/мл при комнатной температуре (20 °C) не об-
разовывалось игольчатых кристаллов фуранокумари-
нов и получался стабильный масляный раствор, однако 
при помещении раствора в холодильник при темпера-
туре 4 °C происходило выпадение игольчатых кристал-
лов. Концентрация в масляном растворе 8-МОП, кото-
рая при температурах 20 °С и 4 °С не приводила к появ-
лению кристаллов, составила 3 мг/мл. Полученный экс-
периментально предел растворимости экстрактивных 
фуранокумаринов в масле схож с таковым, полученным 
B. Baroli и соавт. для химических субстанций [10].

Количество ингредиентов эмульсий указано в та-
блице 1. Обе эмульсии содержали 8-МОП в концентра-
ции 1 мг/мл.

Полученные эмульсии имели гомогенный вид визу-
ально и при микроскопии. Образцы эмульсии сохраня-
ли стабильность в течение срока хранения 14 дней и бо-
лее в диапазоне температур 4–20 °С.

УФ-излучение оказало статистически значимое ин-
гибирующее влияние на развитие HLF-клеток при дозе 
22 Дж/см2; таким образом, предельной безопасной до-
зой данного излучения была 18 Дж/см2 (рис. 3а). Одна-
ко данная доза имела большую ошибку среднего, и нами 
была принята доза УФ-излучения 9 Дж/см2 как индиффе-
рентная для данного типа клеток. Излучение светодио-
да с длиной волны 660 нм не вызывало статистически 
значимого снижения жизнеспособности клеток до дозы 
30 Дж/см2 (рис. 3а) и в данной мощности было исполь-
зовано для фотоактивации хлорина е6.

МТТ-тест в группе с применением фотодинамиче-
ского фотосенсибилизатора хлорина е6 показал стати-
стически значимые изменения жизнеспособности кле-
ток HLF за  счёт фотосенсибилизирующего действия. 
В  концентрациях 1,6–6,3  мкг/мл хлорин  е6 обладал 

Т аб  л ица     1
Состав полученных эмульсий 
фуранокумаринов борщевика Сосновского

T a b le    1
Composition of obtained emulsions 
of furanocoumarin from Sosnowsky’s hogweed

Состав образца эмульсии № 1 (мас. %)

Вода Персиковое масло 8-МОП Твин-80

82,7 15,15 0,1 2,05

Состав образца эмульсии № 2 (мас. %)

Вода Глицерин Персиковое масло 8-МОП Лецитин

81,3 2,12 14,89 0,1 1,63
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РИС. 3.  
Изменение жизнеспособности клеток HLF под действием 
различных доз УФ (365 нм) и красного (660 нм) излучения (а); 
фотодинамическое воздействие хлорина е6 на клетки HLF 
(б): + – статистически значимые различия со значениями 
контрольной группы, без внесения тестируемых веществ 
и облучения; * – статистически значимые различия со значе-
ниями без облучения при той же концентрации хлорина е6

FIG. 3.  
Change in the viability of HLF cells under various doses of ultravi-
olet (365 nm) and red (660 nm) radiation (а); photodynamic effect 
of chlorin e6 on HLF cells (б): + – statistically significant differenc-
es from the values in the control group, without the test substanc-
es introduction and irradiation; * – statistically significant differenc-
es from the values without irradiation and at the same concentra-
tion of chlorin e6
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выраженной токсичностью в отношении клеток HLF, 
так как при данных концентрациях жизнеспособность 
клеток была статистически значимо снижена относи-
тельно группы негативного контроля в обоих режимах 
культивирования (рис. 3б). Начиная с концентрации хло-
рина е6 1,6 мкг/‌мл начинало проявляться фотосенсиби-
лизирующее действие хлорина, так как здесь жизнеспо-
собность клеток была статистически значимо меньше 
(р < 0,01), чем при темновом режиме (рис. 3б). При более 
низких концентрациях хлорина е6 его фототоксичность 
продолжала присутствовать во всех разведениях (0,05–
0,8 мкг/‌мл), о чём говорит низкая жизнеспособность кле-
ток (на уровне 68–75 %), имевшая статистически значи-
мые отличия от таковой в группе клеток, получивших 
хлорин в тех же концентрациях, но не подвергшихся об-
лучению светодиодом (рис. 3б). При концентрации хло-
рина е6 0,4 мкг/мл и облучении статистически значимых 

различий с темновым режимом зафиксировано не было, 
однако относительно интактных клеток наблюдалась 
более низкая жизнеспособность при р < 0,001 (рис. 3б).

Из рисунка 4а видно, что эмульсия № 1 оказывает ци-
тотоксическое действие на клетки в достаточно низких 
концентрациях. При этом видно, что нет существенной 
разницы в выживаемости клеток без УФ-облучения и по-
сле его воздействия. До концентрации в среде 8-МОП 
2 мкг/мл эмульсия № 1 проявляет статистически значи-
мую цитотоксичность. Однако если учесть собственную 
токсичность твина-80 (рис. 4б), то видно, что она повто-
ряет в целом токсичность эмульсии № 1.

Эмульсия № 2 без УФ-облучения не оказывала токси-
ческого действия на клетки. В отличие от эмульсии № 1, 
в составе эмульсии № 2 в качестве эмульгатора исполь-
зовался лецитин, который не проявил собственной ци-
тотоксичности в исследованных концентрациях. Леци-
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РИС. 4.  
Жизнеспособность клеток HLF по данным МТТ-теста 
при воздействии эмульсионных фуранокумаринов борщеви-
ка Сосновского (а) и использованных эмульгаторов (б) (тем-
новая и фотоиндуцированная токсичность): + – статисти-
чески значимые различия со значением контрольной группы, 
без внесения тестируемых веществ и облучения; * – стати-
стически значимые различия со значением без УФ-облучения 
при той же концентрации тестируемых веществ

FIG. 4.  
Viability of HLF cells according to the MTT test under the influ-
ence of emulsion furanocoumarins from Sosnowsky’s hogweed 
(а) and of used emulsifiers (б) (dark and photo-induced toxicity): 
+ – statistically significant differences from the values in the control 
group, without the test substances introduction and irradiation; 
* – statistically significant differences from the values without UV ir-
radiation and at the same concentration of test substances
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тин, исследованный изолированно от других компонен-
тов эмульсии, не вызывал статистически значимых изме-
нений жизнеспособности культуры HLF как в условиях 
темноты, так и при УФ-облучении (рис. 4б).

При использовании эмульсии № 2 в сочетании с УФ 
можно наблюдать явное фототоксическое действие 
в  отношении клеток при концентрациях 8-МОП 125, 
62,5 и  31,3  мкг/мл. В данных концентрациях эмульсия 
№ 2 снижала жизнеспособность клеток до 38 ± 9, 25 ± 6 
и 41 ± 3 % соответственно против 86 ± 6 % (р < 0,01), 
110 ± 1 % (p < 0,001) и 87 ± 3 % (p < 0,001) в тех же кон-
центрациях, но в условиях темноты (рис. 4б).

Относительно интактных клеток негативного кон-
троля клетки, получившие эмульсию № 2 в фоторежи-
ме, также имели статистически значимо более низкие 
показатели жизнеспособности. Так при концентраци-
ях 8-МОП 31,3, 62,5 и 125 мкг/мл и УФ-облучении жиз-
неспособность клеток была статистически значимо 
ниже, чем в контроле при уровне статистической зна-
чимости 0,017, 0,0048 и 0,018 соответственно (рис. 4а).

При более низких концентрациях (1–15,6  мкг/мл) 
эмульсия №  2 не угнетала жизнеспособности клеток 
как в условиях темноты, так и при воздействии УФ. В свя-
зи с этим можно заключить, что концентрация 8-МОП 
31,3 мкг/мл для данного типа клеток оказалась предельной 
для реализации фототоксического действия эмульсии № 2.

Флуоресцентная микроскопия показала, что в боль
шом проценте случаев клетки теряли жизнеспособность 
вследствие апоптоза (рис. 5). Апоптозные клетки на ран-
них и поздних стадиях были обнаружены во всех экспе-
риментальных группах. Без вмешательства в культуру 
клеток процент клеток в состоянии апоптоза составил 
7 ± 3 %, после УФ-облучения (9 Дж/‌см2) он увеличился 
до 15 ± 3,5 %, но это увеличение не было статистически 
значимым. Отличительной особенностью клеток с при-
знаками апоптоза в группе с  эмульсией №  2 и хлори-
ном е6 после фотоактивации было наличие пузырьков 
на  клеточной мембране. Почти все клетки этих групп 
имели этот признак после облучения (рис. 5). Наиболь-
шее количество апоптотических клеток можно было на-
блюдать в группе с эмульсией № 2 после УФ-облучения, 
где 84 ± 6 % всех клеток имели признаки апоптоза. Не-
кротические клетки с кариорексисом и монотонной 
красной и бурой цитоплазмой встречались наиболее 
обширно в группах с эмульсией № 1 и твином-80 в 25 % 
и 28 % случаев соответственно.

При этом количество клеток с признаками апопто-
за и некроза статистически значимо не увеличивалось 
при УФ-облучении (рис. 5). Увеличение клеток с призна-

ками апоптоза и некроза при воздействии УФ-облучения 
на  клетки, обработанные эмульсией №  2, было схоже 
с таковым при воздействии хлорина е6, когда после об-
лучения красным светом в  среднем 55  ±  2  % клеток 
были в состоянии апоптоза, а 14 ± 1 % – в состоянии не-
кроза. В группе с обработкой лецитином в концентрации 
2,5 мг/‌мл пузырьки на клеточной мембране были край-
не редки, и морфологическая картина данной группы не 
изменилась после УФ-облучения.

Введение лецитина в среду с клетками приводи-
ло к появлению 24 ± 2 % клеток с признаками апопто-
за (рис. 5). В то же время УФ-облучение мало изменило 
морфологию клеток при внесении лецитина при нали-
чии 40 ± 8 % клеток в состоянии апоптоза.

Концентрация полумаксимального ингибирования 
8-МОП в составе эмульсии № 1 не уменьшалась, а уве-
личивалась при облучении клеток УФ (табл. 2), что, по-
видимому, было обусловлено превалирующей для данной 
эмульсии токсичностью твина-80, которая не позволила 
выявить фотосенсибилизирующее действие 8-МОП in vitro.

Эмульсия № 2 реагировала на УФ-облучение и вы-
раженно снижала жизнеспособность клеток. При отсут-
ствии УФ эмульсия № 2 оказалась не токсична для кле-
ток, и IC50 в темноте для данной эмульсии не достига-
лась (табл. 2).

Обсуждение

Таким образом, эмульсия № 2 оказывает фотоцито-
токсическое действие за счёт содержащихся в ней фу-
ранокумаринов борщевика Сосновского и не токсична 
для клеток человека в отсутствие УФ-излучения. Эмуль-
сия № 1 за счёт содержания твина-80 имеет собственную 
цитотоксичность. Твин-80, как было показано ранее, име-
ет мембранотоксические свойства [23]. Тем  не  менее, 
токсичность твина-80 не отменяет наличия у эмульсии 
№ 1 фотоиндуцированной токсичности, так как in vitro 
токсичность твина-80 может её перекрывать. Разработ-
ка стабильной эмульсионной формы в нашем исследова-
нии была направлена на перспективу использования фу-
ранокумаринов in vivo с целью создать доступную и про-
стую в изготовлении лекарственную форму для фотохи-
миотерапии [24]. Исследованная эмульсионная форма 
позволяет преодолеть трудности, связанные с гидрофоб-
ностью молекул фуранокумаринов, и эффективно стаби-
лизирует их в виде жидкой гетерогенной системы [25]. 
Лецитин, использованный для создания эмульсии № 2, 
проявил себя как фотонезависимый компонент, что со-

Эмульсия № 1 (8-МОП) Твин-80 Эмульсия № 2 (8-МОП) Лецитин Хлорин е6

1,2/10,5 51/69,5 –/36,8 –/– 4/2

Т аб  л ица     2
Отношение темновой и фотоиндуцированной 
концентрации (мкг/мл) полумаксимального 
ингибирования (IC50 темн/IC50 УФ/660) для 8-МОП 
в составе эмульсий, эмульгаторов и хлорина е6

T a b le    2
Ratio of dark and photoinduced concentration 
(µg/ml) of half maximal inhibition (IC50 dark/
IC50 UV/660) for 8-MOP in emulsions, emulsifiers 
and chlorin e6
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РИС. 5.  
Морфология и количественная оценка клеток HLF с признака-
ми апоптоза и некроза при воздействии фотосенсибилизато-
ров в темноте и при фотоактивации (объяснение в тексте)

FIG. 5.  
Morphology and quantitative evaluation of HLF cells with signs 
of apoptosis and necrosis under the influence of photosensitizers 
in the dark and upon photoactivation (explanation in the text)
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гласуется с данными литературы [26], и поэтому не пре-
пятствовал фототоксичному эффекту фуранокумаринов.

Несмотря на то, что борщевик Сосновского являет-
ся опасным интрадуцентом во многих регионах мира, 
тем не менее, его физиологические особенности и хи-
мический состав делают его уникальным и доступным 
источником сырья для получения высокоактивных фо-
тосенсибилизаторов, которые могут стать альтернати-
вой фталоцианинам в борьбе против различных заболе-
ваний, включая новообразования, требующих использо-
вания фотоактивных материалов [16]. Как показало наше 
исследование, фуранокумарины борщевика Сосновско-
го, в отличие от классического фотосенсибилизатора хло-
рина е6, оказывают фототоксическое действие на изоли-
рованные клетки – преимущественно за счёт активации 
апоптоза (рис. 5). Характерным морфологическим при-
знаком апоптоза клеток под влиянием фуранокумаринов 
борщевика Сосновского было наличие пузырьков на ци-
топлазматической мембране. Возможно, это дополняет 
механизм фотоцитотоксичности фуранокумаринов бор-
щевика и говорит об их мембранотоксическом действии 
[27]. Такой же механизм фототоксичности присущ фото-
сенсибилизаторам, производным порфирина, которым 
для активации необходимы кислород и активатор – свет 
[28]. Однако механизм фотосенсибилизирующего дей-
ствия фуранокумаринов связан с образованием под дей-
ствием УФ-излучения диапазона А-ковалентных моноад-
дуктов и межцепочечных сшивок в ДНК между пирими-
диновыми основаниями [29]. Этот механизм не является 
классическим фотодинамическим механизмом, прису-
щим хлорину е6 и другим фотосенсибилизаторам пор-
фиринового ряда.

Заключение

Разработанные экспериментальные эмульсионные 
формы фуранокумаринов борщевика Сосновского яв-
ляют собой пример перспективных лекарственных фо-
тосенсибилизаторов растительного происхождения для 
фототерапии различных заболеваний в сфере дермато-
логии и онкологии.
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