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РНК та інші речовини від клітин-донорів до клі-

тин-реципієнтів [2].  
Завдяки своїй структурі, складу і специфіці 

походження, ЕПН рослинного походження мо-

жуть не розпізнаватися імунною системою орга-

нізму людини, що може збільшити їх цикл цир-

куляції та біодоступність [3]. Враховуючи їх неі-

муногенність, низьку токсичність та біосуміс-

ність, ЕПН рослинного походження можуть ви-

користовуватись як новий тип високоефективних 

носіїв для доставлення екзогенних біомолекул та 
активних інгредієнтів, таких як miRNA, позаклі-

тинні білки та низькомолекулярні сполуки фар-

мацевтичного призначення. 
ЕПН рослинного походження, як правило, 

отримують з різних частин рослин або культур 

рослинних клітин відповідно до їхніх фізико-хі-

мічних властивостей. Для їх ізолювання викори-

стовують такі основні методи, як ультрацентри-

фугування, центрифугування в градієнті густини 

сахарози, ультрафільтраційне центрифугування, 

полімерне осадження, хроматографію та техно-

логію мікрофлюїдного розділення. Однак всі ці 

методи мають певні переваги та недоліки. Зок-

рема, при застосуванні методу центрифугування 

враховують різницю в щільності та розмірах між 

екзосомами та іншими компонентами, щоб розді-

лити їх за допомогою різних відцентрових сил. 

Наприклад, за допомогою низької швидкості ви-

даляють домішки та залишки клітин, тоді як за 

використання високої швидкості відокремлюють 

везикули та осаджують екзосоми. Метод центри-

фугування простий у використанні, він дозволяє 

екстрагувати та виділити більшу кількість екзо-

сом, ніж інші методи [1]. 
ЕПН рослинного походження мають фі-

зико-хімічні властивості та характеристики, по-

дібні до властивостей екзосом тварин, які вивча-

ють методами динамічного розсіювання світла 

(ДРС) та трансмісійної електронної мікроскопії 

(ТЕМ). Морфологія ЕПН, як правило, має блюд-

цеподібну або чашеподібну форму при їх дослі-

дженні за допомогою ТЕМ [4]. Однак морфологія 
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Мета. Розробити методичні підходи щодо

ефективного  ізолювання  екзосомоподібних  на-

новезикул з рослин кропиви дводомної (Urtica di-
oica L.) з урахуванням їх чистоти, кількості та пе-

рвинних характеристик. Методи. Отримання ек-

зосомоподібних  нановезикул  із  зеленої  біомаси

кропиви  дводомної  та  їх  характеризацію  прово-

дили за допомогою методів механічної та кріого-

могенізації,  центрифугування,  динамічного  роз-

сіювання світла та трансмісійної електронної мі-

кроскопії. Результати.  У  результаті  проведеної

роботи  підібрано  умови,  здійснено  ізолювання

різними  методами  екзосомоподібних  нановези-

кул  із  зеленої  біомаси  кропиви  дводомної  та  їх

первинну характеризацію. Висновки. Продемон-

стровано придатність протестованих методів для

отримання  екзосомоподібних  нановезикул  із  зе-

леної біомаси U. dioica. Отримані різними мето-
дами та їх модифікаціями екзосомоподібні нано-
везикули  суттєво  не  відрізняються  за  розмірами

та будовою. Певні відмінності у результатах дос-

ліджень  за  використання  динамічного  розсію-

вання світла та трансмісійної електронної мікро-

скопії  знаходяться  в  межах  відтворюваності  ме-

тодів.

Ключові  слова: екзосоми, екзосомоподібні
нановезикули,  методи  ізолювання, Urtica dioica
L.,  динамічне  розсіювання  світла,  трансмі-

сійна електронна мікроскопія ультрацентрифугу-

вання.

Початок бойових дій в Україні у 2014 р., а

також початок повномасштабної війни у 2022 р.,

зробили актуальним завдання  з  розробки нових,

ефективних та безпечних, методів лікування ран,

опіків   та   інших   порушень   шкірних   покривів.

Останніми  роками  з  цією  метою  отримали  ши-

роке   використання   екзосомоподібні   нановези-

кули (ЕПН) рослинного походження — нанороз-

мірні  частинки,  вкриті  фосфоліпідним  подвій-

ним шаром, діаметром від 10 до 1000 нм [1]. Бу-

дучи давно визнаними медіаторами клітинної ко-

мунікації, ЕПН відіграють значну роль у ній, про

що свідчить їх здатність переносити білки, ДНК,
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деяких везикул може бути змінена внаслідок пе-

вних маніпуляцій, що передбачають фіксацію, 

дегідратацію та фарбування зразків.  
На сьогодні дослідники виділили ЕПН з ім-

биру, грейпфрута, пшениці, чорниці та більшості 

їстівних овочів та фруктів, з різноманітних рос-

лин, що застосовуються у традиційній китайсь-

кій медицині тощо [1]. Однак, незважаючи на кі-

лька десятиріч наукових досліджень, далеко не з 

кожного виду рослин (навіть лікарських) були 

отримані та досліджені ЕПН. Поза увагою дослі-

дників залишилися багато лікарських рослин, зо-

крема більшість видів кропиви, препарати, з яких 

характеризуються кровоспинною та протизапа-

льною дією, а також використовуються для заго-

ювання ран. 
Отже, експериментальне порівняння мето-

дів ізолювання ЕПН із кропиви дводомної є важ-

ливим для розробки ефективних способів препа-

ративного отримання ЕПН з метою їх подаль-

шого практичного застосування для пришвид-

шення загоєння порушених шкірних покривів, 

які зможуть покращити клінічні результати ліку-

вання ран та опіків у пацієнтів. Тому, метою даної 

роботи було проведення серії досліджень з отри-

мання ЕПН із зеленої біомаси U. dioica з викори-

станням різних методів та аналізу ізольованих 

ЕПН для відбору найбільш ефективного підходу 

для їх ізолювання. 
 
Матеріали і методи 
ЕПН ізолювали із зеленої біомаси рослин 

кропиви дводомної (Urtica dioica L.) з викорис-

танням раніше запропонованих методів [5–9] з 

деякими модифікаціями, враховуючи вихідний 

рослинний матеріал, обраний нами в дослі-

дженні. В якості буфера використовували розчин, 

до складу якого входило 5,0 мМ Тріс, 1,3 мМ 

ЕДТА та 0,32 М сахарози (рН 7,0). Всі маніпуля-

ції проводилися при температурі +4°С. Спочатку 

зібрані зелені частини (молоді листя з черешками 
та верхівкові бруньки) кропиви дводомної відми-

вали від бруду, видаляли зайву вологу за допомо-

гою фільтрувального папіру і заморожували при 

-20°С для зберігання та подальшого викорис-

тання. Перед проведенням досліджень, матеріал 

розморожували за кімнатної температури, зважу-

вали (приблизно 40 г) і піддавали гомогенізації 

одним з трьох наступних методів.  
Згідно з першим методом [5], до листя у 

фарфоровій ступці додавали 5,5 г кварцового пі-

ску та 100 мл буфера, і розтирали до однорідного 

стану (зразок № 1).  

Згідно з другим методом [8], до листя у фа-

рфоровій ступці додавали рідкий азот і розтирали 

до однорідного дрібного порошку, додаючи азот у 
міру випаровування. Після досягнення ступкою 

кімнатної температури додавали 100 мл буферу і 

розмішували до однорідної маси (зразок № 2). 
Згідно з третім методом [9], до наважки ли-

стя у пластиковому стакані додавали 100 мл бу-

фера, охолоджували у кризі, що тане і гомогені-

зували за допомогою блендера (15000 об/хв, 300 

Вт) протягом 5 хв імпульсами по 30 с з інтерва-

лами 30 с (зразок № 3). 
Після гомогенізації одним з трьох методів, 

однорідну масу центрифугували при 3500 g про-

тягом 15 хв, збирали супернатант; осад проми-

вали 50 мл буфера з наступним центри-фугуван-

ням за тих самих умов; супернатанти відбирали, 
а осад видаляли. Об’єднані опалесцюючі супер-

натанти центрифугували при 14000 g протягом 

30 хв. Зібраний у такий спосіб частково освітле-

ний супернатант піддавали ультрацентрифугу-

ванню при 100000 g протягом 120 хв. Отриманий 

осад ЕПН ділили на дві рівні частини. Одну час-

тину використовували для дослідження за допо-

могою ТЕМ, другу — ресуспендували в буфері з 

перемішуванням на вортексі та використовували 

в той самий день для дослідження методом ДРС. 
Окремо було досліджено вплив додатко-

вого етапу гомогенізації на якість ізольованих 

ЕПН, описаний у [9]. Для цього, три однакові 

порції рослинного матеріалу піддали гомогеніза-

ції згідно з третім методом, після чого одну зали-

шали у якості контрольної (зразок №4), іншу до-

датково гомогенізували за допомогою ультраго-

могенізатора IKA T18 basic Ultra Turrax (IKA-
Werke GmbH & Co. KG, Німеччина) на 25000 

об/хв (зразок №5), а ще одну гомогенізували до-

датково за допомогою ультразвукового випромі-

нювача Bandelin SonoPlus (BANDELIN electronic 
GmbH & Co. KG, Німеччина) з насадкою 

UW2070, робочою частотою 20 кГц та ефектив-

ною потужністю 70 Вт (зразок №6). Подальшу 

обробку зразків №4–6 проводили, як зазначено 

вище. 
Характеристичні розміри ЕПН (гідродина-

мічний діаметр) оцінювали за допомогою при-

ладу ZetaSizer-3 (Malvern Instruments, Велика 

Британія) з корелятором Multi8 computing corre-
lator type 7032 ce, оснащений гелій-неоновим ла-

зером ЛГ-111 з довжиною хвилі 633 нм і потуж-

ністю 25 мВт. Реєстрацію розсіюваного від су-

спензії лазерного опромінення проводили протя-

гом 1 хв 5-разово під кутом розсіювання 90°. Ав-

токореляційну функцію обробляли за допомогою 
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стандартної комп’ютерної програми PCS-Size 
mode v 1.61. 

Дослідження за допомогою ТЕМ прово-

дили, використовуючи електронний мікроскоп 

H-600 (Hitachi, Японія) за прискорювальної на-

пруги 75 kV та збільшення до 80000. Зразок на-

носили на формварову сітку 200 меш, вкриту ка-

рбоном, і негативно контрастували 1 % розчином 

ураніл ацетату. 
 
Результати та обговорення 
Результати дослідження отриманих нано-

везикул за допомогою ДРС були подібними для 

всіх протестованих нами методів ізолювання 

ЕПН. Нижче (рис.; табл.) наведено характеристи-

чні профілі та дані, отримані для зразка ЕПН № 4. 
Як видно з рисунка і таблиці, розподіл час-

тинок за розмірами згідно з даними ДРС різ-

ниться залежно від параметрів вимірювання. 

Якщо визначення виконують за об’ємом части-

нок, то він розподіляється між малими (пік 1 з се-

реднім розміром 46,7 нм; 84,3 % об’єму) і вели-

кими (пік 2 з середнім розміром 632,7 нм; 15,7 % 
об’єму) нановезикулами; якщо визначення вико-

нують за кількістю частинок, домінують малі на-

новезикули (пік 1 з середнім розміром 30,0 нм; 

відсутність піку 2 означає, що кількість великих 

частинок становить менш ніж 0,1 % від загальної 

величини). Отримані результати корелюють із 

даними літературних джерел [10, 11] про те, що 

розміри ЕПН рослинного походження знахо-

дяться в діапазоні від 30 до 400 нм. 
Результати ТЕМ зразків № 1–6 підтверджу-

ють утворення ЕПН (структур з двошаровою лі-

підною мембраною) з середніми розмірами як 

20–70 нм, так і близько 500 нм. Літературні дані 

також свідчать про утворення ЕПН, негомоген-

них за розмірами (наприклад, піки 35 і 218 нм ро-

змірів ЕПН за методом ДРС у [11]). Про отри-

мання ЕПН у широкому діапазоні розмірів (від 30 

до 150 нм) також зазначено у роботі [12]. 
Резюмуючи, слід зазначити, що найзручні-

шим методом для отримання ЕПН із зеленої біо-

маси кропиви дводомної виявився третій метод 

(за яким було отримано зразки № 3 та 4), який пе-

редбачає гомогенізацію матеріалу за допомогою 

блендера. Він є досить простим у виконанні та 

призводить до порівняно прийнятного виходу 

ЕПН. Також саме цей метод найчастіше зустріча-

ється в публікаціях, що містять описи методів 

ізолювання ЕПН [1, 11–13]. 

 

  
A B 

Рис. Залежність долі частинок в зразку ЕПН № 4 від їх середнього розміру, отримана за допомогою ДРС, 

для різних параметрів визначення: А — об’єм частинок; В — кількість частинок. На абсцисах розмір частинок в 

нм; на ординатах доля частинок з таким розміром у %. 
 
Таблиця. Характеристики піків залежності долі частинок в зразку ЕПН № 4 від їх середнього 

розміру, отриманих  за допомогою ДРС, для різних параметрів визначення 
Параметр визначення Номер піка Площа піка, % Положення 

максимуму, нм 
Ширина піку, нм 

Об’єм частинок 1 84,3 46,7 41,2 

2 15,7 632,7 788,6 
Кількість частинок 1 100,0 30,0 26,8 

2 - - - 
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Висновки 
Вперше проведено дослідження з ізолю-

вання ЕПН з такої лікарської рослини, як кропива 

дводомна. За результатами проведених дослі-

джень всі запропоновані методи виявилися при-

датними для отримання ЕПН із зеленої біомаси 
цього виду рослин. Ізольовані нами різними ме-

тодами ЕПН були приблизно подібними за розмі-

рами та будовою. Отримані дані підкреслюють 

важливість подальшої розробки  ефективних 

способів препаративного отримання ЕПН з ме-

тою їх подальшого застосування для пришвид-

шення загоєння порушених шкірних покривів, 

які зможуть покращити клінічні результати ліку-

вання ран та опіків у пацієнтів. 
Роботу виконано частково за фінансової підтримки 
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DEVELOPMENT   OF   METHODOLOGICAL   APPROACHES    TO   OBTAINING    OF    EXOSOME-LIKE
NANOVESICLES FROM URTICA DIOICA L.
Aim. To develop methodological approaches for the effective isolation of exosome-like nanovesicles from dioecious nettle
(Urtica dioica L.) plants, taking into account their purity, quantity and primary characteristics. Methods. The preparation
of exosome-like nanovesicles from the green biomass of nettle and their characterization was carried out using mechanical
and cryo-homogenization, centrifugation, dynamic light scattering, and transmission electron microscopy. Results. As a
result  of  this  work,  conditions  were  selected,  exosome-like  nanovesicles  were  isolated  from  the  green  biomass  of
dioecious nettle by various methods, and their primary characterization was carried out. Conclusions. The suitability of
the tested methods for the preparation of exosome-like nanovesicles from green biomass of U. dioica was demonstrated.
The  exosome-like  nanovesicles  obtained  by  different  methods  and  their  modifications  are  quite  similar  in  size  and
structure.  Certain  differences  in  the  results  of  the  studies  using  dynamic  light  scattering  and  transmission  electron
microscopy are within the limits of the methods reproducibility.
Keywords: exosomes, exosome-like nanovesicles of plant origin, isolation methods,  Urtica dioica L., dynamic light
scattering, transmission electron microscopy, ultracentrifugation.


