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Ранее мы показали, что производные таксифолина – пентаглутарат таксифолина и конъюгат такси-
фолина с глиоксалевой кислотой – улучшают механические свойства материалов, полученных на
основе коллагена. В процессе деградации таких материалов в окружающую среду высвобождаются
биологически-активные полифенолы. Для оценки проникновения полифенолов через поврежден-
ную кожу было использовано два подхода. В случае пентаглутарата таксифолина и таксифолина
(использовали для сравнения) в структуру полифенола была введена флуоресцентная метка. В слу-
чае конъюгата получали флуоресцентный аналог. Было показано, что нанесение полифенольных
соединений на поврежденный участок кожи приводит к формированию на его поверхности флуо-
ресцирующего слоя. Было обнаружено, что флуоресцентные производные таксифолина и пентаглу-
тарата таксифолина накапливаются в волосяных фолликулах. В случае таксифолина флуоресцен-
ция наблюдалась в более глубоких слоях дермы, чем в случае пентаглутарата таксифолина, свиде-
тельствуя о лучшем проникновении таксифолина. Флуоресцентный аналог накапливался в
придатках кожи в меньшей степени, чем другие соединения. Таким образом, полученные данные
говорят о накоплении полифенолов в волосяных фолликулах, из которых они могут постепенно вы-
свобождаться в окружающую ткань. В целом, полученные результаты свидетельствуют о том, что
биологически активные полифенолы способны оказывать пролонгированное действие при мест-
ном применении. Это может иметь важное значение при лечении ожогов, в частности, при лечении
ожогов II степени, при которых неповрежденными остаются многие деривативы кожи. 
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По данным Всемирной организации здраво-
охранения, ожоги занимают четвертое место по
частоте среди прочих травм [1]. Согласно данным
Росстата, в России в 2022 г. зарегистрировано до
203900 случаев химических и термических ожо-
гов [2]. Около трети пациентов с ожоговыми трав-
мами направляется на лечение в специализиро-
ванные стационарные отделения, большая часть
пациентов проходит лечение в амбулаторных
условиях [3]. Материалы на основе биополиме-
ров животного происхождения (фибрин, фибро-
ин, гиалуроновая кислота, спидроин и др.) полу-
чили широкое распространение для лечения ран.
Среди таких биополимеров наибольшее практи-
ческое применение в медицине нашел коллаген
[3–6]. Коллаген является основным структурным
белком соединительной ткани. Он продуцирует-

ся фибробластами и вовлечен во все фазы регене-
рации ткани. Коллаген биосовместим с тканями
организма реципиента, биоразлагаем, нетокси-
чен, обладает низкой иммуногенностью [6, 7]. На
его основе могут быть получены различные
структуры (гели, губки, пленки). Тем не менее,
проводятся постоянные исследования, направ-
ленные на получение новых материалов на осно-
ве данного биополимера. Многие из них нацеле-
ны на преодоление высокой скорости биодегра-
дации материалов, полученных на основе
коллагена, ведется постоянный поиск агентов,
позволяющих стабилизировать структуру колла-
геновых материалов [8–10]. Кроме того, коллаге-
новая матрица рассматривается как средство ло-
кальной доставки биологически активных ве-
ществ [11–13]. В частности, интерес представляет
включение в состав коллагеновой матрицы анти-
коагулянтов, гликозаминогликанов, антисепти-
ков, антибиотиков, стимуляторов регенерации

Сокращения: DfTf – конъюгат таксифолина с глиоксалевой
кислотой, TfG5 – пентаглутарат таксифолина. 
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и пр. [6, 14–20]. Для улучшения механических
свойств материалов на основе коллагена поли-
пептидные цепи данного биополимера сшивают.
Существует несколько способов сшивки коллаге-
на: физический, химический и ферментативный.
Достоинства и недостатки данных способов по-
дробно рассмотрены в следующих работах [8, 10,
21]. Можно отметить следующее. Преимуще-
ством физических и ферментативных способов
сшивки является получение нетоксичных мате-
риалов с повышенной устойчивостью к деграда-
ции. Однако, по сравнению с химическим спосо-
бом, сшивка биополимеров с помощью данных
методов является наименее эффективной. Хими-
ческий способ позволяет получать материалы с
более высокой степенью сшивки и равномерным
распределением сшивок внутри материала [8].
Важно отметить, что свойства получаемых мате-
риалов зависят от используемого кросс-сшиваю-
щего агента [8, 22]. В некоторых случаях природа
кросс-сшивающего агента также определяет и не-
гативные свойства материалов. В частности, вве-
дение кросс-сшивающего агента в структуру ма-
териала может приводить к формированию ток-
сичных продуктов при деградации материала (в
организме). Примером такого кросс-сшивающе-
го агента является глутаральдегид, один из пер-
вых агентов, используемых для сшивки коллаге-
новых цепей [15, 23–25]. Помимо этого, кросс-
сшивающий агент может приводить к формиро-
ванию структуры материала, которая является
неблагоприятной для прикрепления, распласты-
вания и миграции клеток. В качестве примера
можно привести 1-этил-3-(3-диметиламинопро-
пил)карбодиимид/N-гидроксисукцинимид (EDC/
NHS). Данный агент сшивает полипептидные це-
пи коллагена непосредственно между собой.
Сшивка формируется в результате реакции кон-
денсации между карбоксильными группами глу-
таминовой/аспарагиновой кислот и амино-груп-
пами лизина (полипептидных цепей). Использо-
вание данного кросс-сшивающего агента
позволяет получать биосовместимые и нетоксич-
ные материалы с улучшенными механическими
свойствами. Однако формирование сшивки за
счет карбоксильных групп глутаминовой кисло-
ты полипептида приводит к нарушению взаимо-
действие клеток с поверхностью материала, сни-
жению их прикрепления и миграции [26]. Таким
образом, на сегодняшний день продолжаются ис-
следования, направленные на поиск новых
кросс-сшивающих агентов, позволяющих полу-
чать материалы с новыми уникальными свой-
ствами. Особый интерес представляют природ-
ные нетоксичные кросс-сшивающие агенты [8], в
частности, полифенолы [27–31]. Данные, пред-
ставленные в литературе, свидетельствуют о том,
что полифенолы стабилизируют структуру колла-
гена и улучшают механические свойства материа-

лов, полученных на основе данного биополимера
[27, 32, 33]. В основе такой стабилизации могут
лежать как межмолекулярные взаимодействия
[29, 34], так и ковалентные связи полипептид-по-
лифенол [24, 29, 35–38]. В качестве перспектив-
ных полифенольных кросс-сшивающих агентов
рассматривают процианидины [35, 39], теафла-
вины [40], дубильную кислоту [9, 30, 41] и др. [31].
Следует также отметить, что полифенолы сами по
себе могут формировать различные материа-
лы/структуры и представляют огромный интерес
в качестве основы для создания новых биомеди-
цинских материалов [29, 41, 42]. Кроме того,
существуют данные, согласно которым флавоно-
иды [43–45] и их производные [46, 47], а также
материалы, включающие в свой состав полифе-
нольные соединения [18, 19, 48], способствуют
лучшему заживлению ран, что также является ве-
сомым аргументом в пользу использования дан-
ных соединений для создания новых материалов
для регенеративной медицины.

Ранее нами было показано, что включение в
состав коллагеновых материалов производных
таксифолина, конъюгата таксифолина с глиокса-
левой кислотой (DfTf) и пентаглутарата таксифо-
лина (TfG5) (рис. 1) приводит к уменьшению
скорости деградации материалов по сравнению с
нативным коллагеном [49–51]. Полученные ма-
териалы являются нетоксичными [50]. Фиброб-
ласты NIH/3T3 прикрепляются к поверхности
полученных материалов и распластываются на
поверхности материала, содержащего TfG5. Была
показана миграция клеток через полученные ма-
териалы. Интересно, что увеличение доли DfTf в
материале приводит к ингибированию миграции
клеток через материал, тогда как увеличение доли
TfG5 в материале, напротив, приводит к значи-
тельному увеличению миграции клеток через не-
го [50]. В целом, полученные нами данные свиде-
тельствуют о том, что материалы, полученные на
основе коллагена и производных таксифолина,
могут представлять интерес для регенеративной
медицины, в том числе для разработки материа-
лов, обеспечивающих направленную регенера-
цию тканей. 

Важным также является то, что в процессе де-
градации материалов в окружающую среду вы-
свобождается биологически-активный полифе-
нол [49–55]. Ранее нами было показано, что про-
изводные таксифолина, в частности коньюгаты
таксифолина с карбонильными соединениями,
усиливают регенерационные процессы после хи-
мического ожога кожи, индуцированного уксус-
ной кислотой [56, 57]. В связи с вышесказанным
представлялось интересным оценить проникно-
вение полифенолов в области повреждения. Так
как для стабилизации коллагеновых материалов
использовали биологически-активные DfTf и
TfG5, целью настоящей работы являлась оценка
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проникновения данных полифенолов через ко-
жу, поврежденную уксусной кислотой. Для срав-
нения также оценивали проникновение исходно-
го флавоноида, таксифолина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение флуоресцентных аналогов полифено-
лов. Получение и характеристика конъюгата так-
сифолина с глиоксалевой кислотой и пентаглута-
рата таксифолина подробно описаны в работах
[52, 53, 54] и [49, 51] соответственно. Для оценки
проникновения полифенолов в области повре-
ждения было использовано два подхода. Первый
подход основан на введении в структуру соедине-
ний флуоресцентной метки (для таксифолина и
TfG5). Второй – на получении флуоресцентного
аналога полифенола (для DfTf).

Введение флуоресцентной метки в структуру
таксифолина. Для введения флуорофора в струк-
туру полифенола использовали N-метилизатое-
вый ангидрид. Кратко, в 5 мл безводного тетра-
гидрофурана растворяли 304 мг (1 ммоль) такси-
фолина, 195 мг (1.1 ммоль) N-метилизатоевого
ангидрида и 2 мг (0.05 ммоль) NaOH. Смесь пере-
мешивали при нагревании в течение 5 ч. После
охлаждения смесь вливали в 100 мл холодной ди-

стилированной воды. Далее продукт N-метил-
антранилат таксифолина (Rf = 0.741, бензол : аце-
тон : этанол – 8 : 2 : 1) отфильтровывали и сушили
под вакуумом. Флуоресцентные свойства продук-
та реакции: λex = 356 нм; λem = 438 нм.

Введение флуоресцентной метки в структуру
TfG5. TfG5 подвергали частичному гидролизу до
тетраглутарата таксифолина [58] после чего полу-
чали смешанный глутарат/антранилат таксифо-
лина. Кратко, 200 мг (0.23 ммоль) пентаглутарата
таксифолина растворяли в 10 мл водного раствора
серной кислоты (10%) и перемешивали при ком-
натной температуре в течение 2 ч. Далее раствор
нейтрализовали карбонатом натрия и экстраги-
ровали продукт бензолом. Экстракт упаривали
под вакуумом, осушали над P2O5 и перерастворя-
ли в 5 мл ТГФ. Затем к смеси добавляли 44.5 мг
(1.1 ммоль) N-метилизатоевого ангидрида и 2 мг
(0.05 ммоль) NaOH. Смесь перемешивали при на-
гревании в течение 5 ч. После охлаждения смесь
вливали в 100 мл холодной дистилированной во-
ды. Далее смешанный N-метилантранилат/глута-
рат таксифолина (Rf = 0.584, бензол : ацетон : эта-
нол – 8 : 2 : 1) отфильтровывали и промывали хо-
лодным водно-спиртовым (80 : 20) раствором.
Флуоресцентные свойства продукта реакции:
λex = 362 нм; λem = 435 нм.

Рис. 1. Структуры полифенольных соединений: Tf – таксифолин, DfTf – конъюгат таксифолина с глиоксалевой
кислотой, TfG5 – пентаглутарат таксифолина.
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Получение флуоресцентного аналога DfTf. Флуо-
ресцентный аналог DfTf был получен в результате
дегидратации полифенола с последующей цикли-
зацией [59]. Кратко, 100 мг DfTf растворяли в 1 мл
охлажденной концентрированной серной кисло-
ты. Смесь перемешивали при нагревании (120°C)
в течение одного часа. После охлаждения смесь
вливали в 50 мл холодной дистилированной воды.
Выпавший продукт (Rf = 0.750, бензол : ацетон :
: этанол – 8 : 2 : 1) промывали холодным диэтило-
вым эфиром и сушили под вакуумом. Флуорес-
центные свойства продукта реакции: λex = 344 нм;
λem = 408 нм.

Оценка проникновения полифенолов через
кожу, поврежденную уксусной кислотой. Исследо-
вание проводили на крысах-самцах линии Вистар
массой 250–300 г. За сутки до эксперимента у всех
животных удаляли волосяной покров на участке
спины размером 20 см2. Для получения химиче-
ского ожога к коже спины, лишенной волосяного
покрова, на 40 с прикладывали марлевый тампон,
смоченный ледяной уксусной кислотой (площадь
воздействия — 1 см2). Все манипуляции над жи-
вотными производили под эфирным наркозом.

Обработку раневой поверхности исследуемыми
препаратами проводили дважды: первый раз –
спустя 1 ч после нанесения ожога, второй раз –
спустя 24 ч после нанесения ожога. Забор образ-
цов проводили спустя один час после последней
обработки. В качестве контрольных использова-
ли крыс, раневую поверхность которых обраба-
тывали водно-спиртовым раствором, используе-
мым для растворения флуоресцентных производ-
ных полифенольных соединений. Забор образцов
проводили спустя один час после последней об-
работки. Образцы ткани заключали в среду для
замораживания Tissue-Tek O.C.T. и помещали в
жидкий азот на 2 мин. После чего образцы храни-
ли при температуре –80°С. Блоки ткани резали на
серийные срезы толщиной 10 мкм при –18°C.
Срезы приклеивали к предметному стеклу и изу-
чали с помощью флуоресцентной станции Eclipse
Ti-E (Nikon, Япония). Для световой микроско-
пии срезы окрашивали смесью азура и эозина [56,
57]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Установлено, что нанесение полифенольных

соединений на поврежденный участок кожи при-

Рис. 2. Репрезентативные микрофотографии поперечных срезов поврежденных участков кожи крыс в контроле и
после нанесения флуоресцентных производных полифенолов: (а, б) – контроль, обработка водно-спиртовым
раствором; (в, г) – обработка флуоресцентным производным таксифолина; (д, е, и, к) – обработка флуоресцентным
производным DfTf; (ж, з, л, м) – обработка флуоресцентным производным TfG5; (а, в, д, ж, и, л, м) –
флуоресцентные микрофотографии срезов; (б, г, е, з, к) – микрофотографии срезов, окрашенных азуром и эозином.
Маркером обозначена область повреждения с отсутствующим эпидермисом. Масштабный отрезок – 100 мкм. 
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водит к формированию на его поверхности флуо-
ресцирующего слоя (рис. 2). Наибольшей интен-
сивностью флуоресценции обладает слой,
образованный после обработки раны модифици-
рованным TfG5 (рис. 2), что свидетельствует о
высокой концентрации исследуемого полифено-
ла в данной области. Слой, формирующийся по-
сле обработки модифицированным таксифоли-
ном, также обладает сильной флуоресценцией
(рис. 2). Однако неравномерный характер рас-
пределения наводит на мысль о переходе полифе-
нола из поверхностного слоя в более глубокие об-
ласти дермы. Наименьшая интенсивность флуо-
ресценции наблюдается для слоя,
сформированного после обработки раны произ-
водным DfTf. При этом наиболее интенсивная
флуоресценция слоя наблюдается в поврежден-
ной области, где все еще обнаруживается эпидер-
мис (рис. 2). На участках кожи, где эпидермис
выявить не удается, покрывающий рану слой
практически не флуоресцирует (данные не пред-
ставлены). Это может быть связано с тем, что в та-
ких областях раны (с разрушенным эпидерми-
сом) флуоресцирующее соединение легче прони-
кает вглубь дермы, распределяясь в ее слоях, в
результате чего уменьшается концентрация флу-
оресцирующего соединения и, как следствие,
возможность его обнаружения без применения
специальных методов анализа. Другой причиной
могут служить различные взаимодействия и хи-
мические превращения флуоресцентного соеди-
нения, в результате которых образуются соедине-
ния, не обладающие флуоресценцией. Кроме то-
го, наблюдается проникновение флуоресцентных
производных полифенолов в волосяные фолли-

кулы, что указывает на трансфолликулярный
транспорт данных соединений (рис. 2). В случае
таксифолина флуоресценция наблюдается в бо-
лее глубоких слоях дермы по сравнению с TfG5
(рис. 2), свидетельствуя о его лучшем проникно-
вении в кожу. Флуоресцентный аналог DfTf на-
капливался в придатках кожи в меньшей степени,
чем другие соединения (рис. 2). На рис. 3 пред-
ставлена относительная интенсивность флуорес-
ценции в различных участках поперечных срезов
кожи крыс.

Таким образом, данные свидетельствуют о
том, что после обработки поврежденного участка
кожи исследуемыми соединениями на поверхно-
сти раны формируется слой, из которого возмож-
но дальнейшее проникновение полифенолов в
глубокие слои дермы. Кроме того, выявлено про-
никновение полифенолов в волосяные фоллику-
лы, что указывает на трансфолликулярный транс-
порт данных соединений. Наиболее глубокое
проникновение было отмечено для модифициро-
ванного таксифолина. Следует отметить, что ас-
социация волосяных фолликуллов с сальными
железами, стволовыми клетками, близость ка-
пилляров и пр. делает волосяные фолликулы
удобной мишенью для введения лекарственных
препаратов [60, 61]. Кроме того, волосяные фол-
ликулы рассматриваются как резервуары, из ко-
торых соединение высвобождается постепенно,
оказывая пролонгированное действие [60, 61]. В
целом, полученные результаты свидетельствуют о
том, что биологически-активные полифенолы
способны оказывать пролонгированное действие
при местном применении. Это может иметь важ-
ное значение при лечении ожогов, в частности,

Рис. 3. Относительная интенсивность флуоресценции в различных участках поперечных срезов кожи крыс: Tf –
таксифолин, DfTf – конъюгат таксифолина с глиоксалевой кислотой, TfG5 – пентаглутарат таксифолина.
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при лечении ожогов II степени (по МКБ-10), при
которых неповрежденными остаются многие де-
ривативы кожи [3].
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 Penetration of Polyphenols through Acetic Acid-Damaged Skin 
 V.S. Shubina* and Yu.V. Shatalin* 
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Our previous research has shown that derivatives of taxifolin, pentaglutarate of taxifolin and a conjugate of
taxifolin with glyoxalic acid improve the mechanical properties of the collagen-based materials. During the
degradation process of these materials, the biologically active polyphenols are released into the surrounding
medium. To evaluate the penetration of polyphenols through burn-injured skin, two approaches were used.
In case of pentaglutarate of taxifolin and taxifolin (they were used for comparison), polyphenols were labeled
by fluorescent probe. In case of a conjugate, the f luorescent analogue was obtained. It was shown that the
application of polyphenols on the damaged area of skin leads to the formation of f luorescent layer on its sur-
face. It was found that hair follicles accumulate f luorescent derivatives of taxifolin and pentaglutarate of tax-
ifolin. In regard to taxifolin, the f luorescence was observed in the deeper skin layers than that recorded for
pentaglutarate of taxifolin, suggesting that taxifolin penetrate the skin more effectively.   The fluorescent an-
alogue accumulation in skin appendages showed lower values than that of other compounds. Thus, the data
obtained demonstrate that polyphenols accumulate in hair follicles, from which they can be gradually re-
leased into the surrounding tissue. On the whole, our findings suggest that biologically active polyphenols are
able to exert prolonged effects when they are used for topical application. This may be important while treat-
ing burns, especially second-degree burns, in which many skin appendages remain intact.
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