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Биомедицина – молодая и быстро развиваю-
щаяся наука. Термин “биомедицина” возник
лишь в начале XX века: согласно 12-му изданию
медицинского словаря Дорланда (1923 год), био-
медицина – это клиническая медицина, основан-
ная на принципах физиологии и биохимии [1].
Бурное развитие биомедицинской науки нача-
лось в 1950-х годах, когда она становится тесно
связанной с исследованиями влияния патологи-
ческих сред на организм человека: например,
космоса (запуск космической программы СССР
и США), радиоактивных осадков от ядерных экс-
периментов (первые испытания ядерного ору-
жия) [2]. Сегодня биомедицина – это базирующе-
еся на фундаментальных достижениях естествен-
ных наук (физиологии, молекулярной биологии,
генетики, эмбриологии, биохимии, биомехани-
ки, бионики и пр.) направление медицины, объ-
ектом исследования которого является организм
человека, его строение и функции в норме и пато-
логии, различные патологические состояния, а
также методы их диагностики и лечения.

Развитие биомедицины всегда тесным обра-
зом было связано с коллоидной химией. Особый
интерес к различным коллоидным системам как
материалам для биомедицины вызван тем, что
коллоиды присутствуют повсеместно в теле чело-
века (клетки, межклеточная жидкость, кровь).
Рассмотрение человеческого организма с точки
зрения коллоидной химии отражает известный
афоризм чл.-корр. АН СССР Ивана Ивановича
Жукова: “Человек – ходячий коллоид”. Коллои-
ды, состоящие из распределенных в дисперсион-
ной среде дискретных частиц, капель или пузырь-

ков дисперсной фазы, размер которых в одном из
измерений составляет от 1 до 1000 нм, могут ока-
зывать на человека как положительное, так и не-
благоприятное воздействие. Поэтому исследова-
ние поведения различных коллоидных систем в
организме является принципиально важной на-
учной задачей. Имеющиеся на данный момент
теоретические основы образования, разрушения и
устойчивости дисперсных систем позволяют регу-
лировать структуру и физико-химические свойства
коллоидных объектов в зависимости от постав-
ленных биомедицинских задач. Так, например,
активное применение находят гели и губчатые
полимерные материалы для замещения мягких
тканей. Металлические наночастицы и комплексы
тяжелых металлов используют в качестве контра-
стирующих агентов для магнитно-резонансной то-
мографии. Однако, более всего фокус исследовате-
лей смещен в область нано- и микро- размерных
систем адресной доставки лекарств – капсул, ми-
целл, липосом и др. Объединение подходов визу-
ализации и терапии при создании носителей при-
вело к активному развитию тераностики.

Применение коллоидных объектов в качестве
средств доставки различных биологически-актив-
ных веществ (БАВ), в том числе лекарственных
препаратов, открыло новые перспективы в повы-
шении биодоступности последних. Многочис-
ленные исследовательские работы, проводимые
как зарубежными, так и российскими научными
группами, показали, что наноразмерные частицы
быстро захватываются фагоцитирующими клетка-
ми и аккумулируются в легких, печени, селезенке,
лимфоузлах и прочих органах с высоким содержа-
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нием макрофагальных элементов, что объясняет
высокую эффективность наночастиц с химиотера-
певтическими средствами при лечении различ-
ных заболеваний [3].

Коллоидный журнал регулярно знакомит ши-
рокую аудиторию читателей с работами по при-
менению дисперсных систем в различных областях,
в том числе и биомедицине [4–14]. Специальный
выпуск “Коллоидные объекты в биомедицине”,
подготовленный редакционной коллегией журна-
ла, объединил в себе как обзорные, так и исследо-
вательские работы, в которых авторы уделили
внимание разнообразным коллоидным систе-
мам, в том числе бислойным липидным везику-
лам (липосомам), липидным наночастицам, поли-
мерным наночастицам, мицеллам, наноэмульсиям,
липидным монослоям на границе жидкость/воздух,
металлическим и неорганическим наночастицам,
гидрогелям, а также поверхностям с иерархиче-
ской шероховатостью и экстремальным смачива-
нием. Ниже представлен краткий обзор каждой
из работ, вошедших в выпуск.

В работе [15] Быков с соавт. исследовали дина-
мические поверхностные свойства модельных си-
стем на основе цвиттер-ионного фосфолипида
дипальмитоил фосфатидилхолина (ДПФХ) на
поверхности растворов полиэлектролитов, ими-
тирующих свойства легочных поверхностно-ак-
тивных веществ (ПАВ). Легочные ПАВ, состоя-
щие из многокомпонентной смеси липидов и бел-
ков, играют важную роль при дыхании, так как
препятствуют слипанию стенок альвеол за счет
снижения поверхностного натяжения на границе
жидкость/воздух. Известно, что уменьшение по-
верхностного натяжения на границе жидкость/воз-
дух происходит за счет образования липидно-бел-
ковых комплексов, однако механизм их образова-
ния, а также природа взаимодействий липидов и
белков до сих пор до конца не изучена. Проведен-
ные авторами исследования позволили устано-
вить, что электростатических взаимодействий меж-
ду липидом и полиэлектролитом недостаточно для
образования комплексов липид/полиэлектролит,
способных поддерживать низкие значения поверх-
ностного натяжения при деформациях. Кроме того,
поверхностной активности полиэлектролита и гид-
рофобных взаимодействий между поли(стирол-
сульфонатом) и ДПФХ также оказалось недоста-
точно для образования комплексов.

Обзорная статья Ефимовой и Сыбачина [16]
посвящена обсуждению современных тенденций
в создании стимул-чувствительных коллоидных
систем на основе липидных бислойных везикул
(липосом) для адресной доставки различных БАВ
с регулируемой скоростью их высвобождения.
Отметим, что разработка носителей БАВ, способ-
ных контролируемо высвобождать загруженное
вещество под воздействием определенного внеш-

него стимула (изменения температуры и/или pH,
приложения электромагнитного поля, облучения
и пр.), является актуальной задачей в биомедици-
не на протяжении уже несколькиx десятилетий.
Липосомы, способные под внешним воздействи-
ем изменять структуру, размер, поверхностный
заряд, фазовое состояние и др., успели зареко-
мендовать себя как перспективные средства до-
ставки БАВ для лечения онкологических и ин-
фекционных заболеваний. Обзор включает в себя
несколько разделов, которые посвящены термо-,
фото-, редокс-, рН- и магниточувствительным
липосомам, а также применению последних в те-
раностике.

Работа Климович и соавт. [17] посвящена ис-
следованию влияния “возраста” ультрамалых на-
ночастиц золота (2.5–3.5 нм), синтезированных
методом Даффа, на их взаимодействие с частица-
ми холестерической жидкокристаллической дис-
персии (ХЖКД) ДНК. Известно, что введение
металлических наночастиц в ХЖКД ДНК может
приводить как к расширению функциональных
возможностей последних, так и оказывать нега-
тивное влияние на упорядочение молекул ДНК.
Авторы показали, что ультрамалые наночастицы
золота, хранившиеся 6 и 12 месяцев, способству-
ют большей деструкции структуры частиц ХЖКД
ДНК по сравнению с золотыми наночастицами,
срок хранения которых составлял 1 месяц. Наблю-
даемый эффект может быть связан не только с по-
степенным переходом кристаллической структуры
исследуемых металлических наночастиц из ква-
зиметаллического состояния в металлическое, но
и с изменением в течение времени химии их по-
верхности.

В обзоре Меркуловой и соавт. [18] рассмотре-
ны различные коллоидные системы на основе
биодеградируемых полимерных носителей, при-
меняемые для адресной доставки этопозида – про-
тивоопухолевого препарата широкого спектра дей-
ствия. Использование наносомальных форм это-
позида позволяет повысить его растворимость в
физиологической среде, биодоступность, а также
снизить нежелательные побочные эффекты, к ко-
торым относятся миелосупрессия (лейкопения и
тромбоцитопения). В обзоре обсуждаются такие
коллоидные носители для доставки этопозида как
твердотельные наночастицы на основе синтетиче-
ских (поли(лактид-со-гликолид), поли(ε-капролак-
тон) и др.) и природных (сывороточный альбумин,
хитозан и пр.) полимеров, а также различные поли-
мерные мицеллы, обладающие значительным по-
тенциалом для повышения противоопухолевой
активности препарата. Особое внимание в пред-
ставленном обзоре авторы уделяют взаимосвязи
физико-химических свойств наносомальных форм
этопозида и их поведения в организме, а также тех-
нологическим подходам, позволяющим регули-
ровать параметры носителей.
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В работе [19] Мищенко и соавт. получили на-
ноэмульсии (НЭ) на основе парафинового масла,
а также твердые липидные наночастицы (ТЛН)
на основе стеариновой кислоты, стабилизиро-
ванные ПАВ (а именно, Tween 60 и Span 60), ха-
рактеризующиеся высокой агрегативной устой-
чивостью (более 90 сут) и низкой цитотоксично-
стью на клеточных линиях аденокарциномы
молочной железы человека (MCF7) и рака тол-
стой кишки человека (HTC116). В свою очередь,
широко известные противоопухолевые препара-
ты доксорубицин и тимохинон, загруженные в
полученные НЭ и ТЛН, обладали большим цито-
токсическим эффектом по сравнению со свобод-
ными лекарственными агентами. Кроме того, ав-
торы показали, что синтезированные в работе НЭ
и ТЛН с размером порядка 30 и 50 нм соответ-
ственно, успешно накапливаются в ядрах рако-
вых клеток линии глиомы головного мозга крысы
(C6) и MCF7 уже через час после инкубирования,
что является преимуществом подобных систем в
рамках доставки противоопухолевых препаратов.

Обзорная статья Мурашовой [20] посвящена од-
ному из типов лиофильных коллоидных систем –
микроэмульсиям (МЭ) на основе биосовмести-
мого ПАВ лецитина. Благодаря самопроизволь-
ному образованию (при определенных условиях)
и высокой термодинамической стабильности по-
добные системы могут выступать в качестве пер-
спективных средств доставки различных БАВ.
Однако их применение в биомедицинской обла-
сти часто ограничено вследствие использования
на этапе формирования МЭ токсичных со-ПАВ в
высокой концентрации (как правило, массовое
соотношение лецитин : со-ПАВ составляет 1 : 1)
и/или не биосовместимых масел. В обзоре подроб-
но рассмотрены различные стратегии, направлен-
ные на снятие ограничений по применению МЭ на
основе лецитина в медицине, в том числе использо-
вание природных (рапсового, подсолнечного,
оливкового и пр.) и синтетических (коммерче-
ских “MCT”, “Peceol” и др.) биосовместимых ма-
сел, применение менее токсичных со-ПАВ (на-
пример, коммерчески доступных Brij 96V,
Tween 80, Тритон X-100 и пр.) вместо короткоце-
почечных алифатических спиртов, кислот и ами-
нов. Показаны возможные применения МЭ ле-
цитина для местной анестезии и трансдермаль-
ной доставки различных лекарственных веществ.

Статья Омрана и соавт. [21] посвящена иссле-
дованию влияния биологической загрязненности
медных поверхностей с экстремальным смачива-
нием на их антибактериальные свойства. Работа
направлена на решение одной из актуальных про-
блем современной медицины, а именно, поиск и
разработку материалов, обладающих бактерицид-
ным действием по отношению к бактериальным
инфекциям или препятствующих передаче бакте-
рий, попадающих на их поверхность, при со-

прикосновении с ними. Авторы показали, что
синергизм антибактериальных свойств меди и
особенностей поверхностей с иерархической
шероховатостью является перспективным ре-
шением в рамках борьбы с внутрибольничными ин-
фекциями. Так, бактерицидная эффективность
контрольных медных и супергидрофильных мед-
ных пластин, а также напыленных медных пле-
нок по отношению к штамму Staphylococcus aureus
оказалась близка к 100% и не менялась после их
загрязнения пептонным раствором (имитация
белкового загрязнения) и потожировыми выделе-
ниями. В свою очередь, супергидрофобные медные
поверхности (угол смачивания равен 170.7 ± 0.25°)
обладали меньшей бактерицидной эффективно-
стью, однако вследствие эффекта несмачиваемо-
сти и низкой адгезии клеток к поверхности дольше
оставались не контаминированными, что также де-
лает их перспективными материалами в рамках
борьбы с внутрибольничными инфекциями.

Обзор Пашировой и соавт. [22] посвящен об-
суждению такого важного параметра коллоидных
дисперсий как концентрация наночастиц и его
значения для биомедицинского применения по-
добных систем. Поскольку концентрация вводи-
мых в организм наночастиц влияет на различные
биологические эффекты, в том числе образова-
ние белковой короны, поглощение и интернали-
зацию с клетками и пр., прецизионное определе-
ние концентрации наночастиц крайне важно при
их использовании в рамках диагностики и/или
терапии in vivo. В работе подробно описаны пре-
имущества и недостатки различных методов опре-
деления концентрации наночастиц, таких как мик-
роскопия, оптические методы, в том числе УФ-
видимая спектроскопия, турбидиметрия, дина-
мическое рассеяние света и анализ траектории
частиц, гравиметрия, а также их комбинаций.

Работа Филипповой с соавт. [23] направлена
на получение агрегативно устойчивых водных
коллоидных растворов диоксида церия. Нано-
кристаллический CeO2 и материалы на его основе
находят свое применение в различных биомеди-
цинских областях (в качестве контрастирующих
агентов, компонентов противораковых препара-
тов и пр.) благодаря прекрасной биосовместимо-
сти CeO2, его избирательной цитотоксичности, а
также ферментоподобной активности. Однако, ста-
билизация водных золей нанокристаллическо-
го CeO2 по-прежнему остается актуальной зада-
чей, для решения которой авторы предлагают ис-
пользовать биосовместимый лиганд L-яблочную
кислоту, обладающую антиоксидантной актив-
ностью. В работе успешно получены устойчивые
водные золи CeO2, стабилизированные L-яблоч-
ной кислотой в различных мольных соотношениях
лиганд : CeO2 (соотношение варьировали от 0.2 до
2), обладающие ферментоподобной активностью
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по отношению к пероксиду водорода. Кроме то-
го, показано, что наночастицы CeO2, модифици-
рованные L-яблочной кислотой, обладают боль-
шей энзимоподобной активностью (до 4.5 раз в
зависимости от соотношения лиганд : CeO2) по
сравнению с немодифицированными наночасти-
цами CeO2.

Работа Широких с соавт. [24] посвящена полу-
чению и изучению агрегативной устойчивости
биосовместимых НЭ на основе углеводородного
масла, ТЛН на основе стеариновой кислоты, а
также наноструктурированных липидных нано-
частиц, содержащих углеводородное масло и сте-
ариновую кислоту (массовое соотношение ком-
понентов смеси 1 : 1). Авторы показали, что ис-
следуемые системы, стабилизированные ПАВ
Tween 60 и Span 60, устойчивы к агрегации более
30 сут, кроме того, инкапсулирование липофиль-
ного лекарственного агента лютеина в получен-
ные частицы не приводит к снижению их агрега-
тивной устойчивости. Важным результатом с
практической точки зрения является рост биодо-
ступности инкапсулированного в наночастицы
лютеина по сравнению со свободным препара-
том, которую оценивали по их влиянию на вос-
становление скорости кровотока девятидневных
куриных эмбрионов при моделировании гемиче-
ской гипоксии. После нанесения НЭ, ТЛН, а так-
же наноструктурированных липидных наночастиц,
нагруженных лютеином, в течение 5–10 мин на-
блюдали тенденцию к восстановлению скорости
кровотока, что показывает перспективность ис-
следуемых систем для доставки липофильных ле-
карственных агентов.

Обзорная статья Фоминой и соавт. [25] посвя-
щена гидрогелям на основе амфифильных блоч-
ных сополимеров поли(этиленгликоля) (ПЭГ) и
поли(лактида), а также ПЭГ и поли(лактида-со-
гликолида), которые являются перспективными
материалами для различных биомедицинских
применений. В обзоре подробно освещены во-
просы синтеза биосовместимых сополимеров –
основы гидрогелей, способов получения гидроге-
лей, взаимосвязи их физико-химических, меха-
нических свойств и молекулярного состава сопо-
лимеров, а также рассмотрены конкретные приме-
нения гидрогелевых материалов на практике в
качестве имплантатов мягких тканей, средств ад-
ресной доставки лекарств, материалов для трех-
мерной печати.

В заключение хотелось бы отметить, что, к со-
жалению, в рамках одного специального выпуска
невозможно охватить все тематики, связываю-
щие коллоидную химию и биомедицину. Число
отечественных научных групп, активно работаю-
щих в области применения коллоидных систем
как материалов для биомедицины, существенно
больше количества статей, вошедших в выпуск.

Тем не менее, представленные здесь обзоры и
оригинальные работы позволяют оценить широ-
ту и междисциплинарность обсуждаемого на-
правления, а также обозначить канву современ-
ных тенденций и перспективных направлений
исследования. Надеемся, что публикация данно-
го выпуска будет способствовать тесному сотруд-
ничеству ученых физико-химиков, работающих
по коллоидной тематике, и исследователей в обла-
сти биомедицины, а также дальнейшему обсужде-
нию коллоидных систем как современных мате-
риалов для биомедицины на страницах Колло-
идного журнала.
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Легочный сурфактант, состоящий из сложной смеси липидов и белков, играет ключевую роль в
обеспечении функциональных свойств органов дыхания. Для поддержания низких значений по-
верхностного натяжения при постоянных деформациях растяжения/сжатия липиды образуют ком-
плексы с белками. Однако, до сих пор неизвестно за счет каких взаимодействий происходит обра-
зование комплексов, что значительно затрудняет разработку синтетических аналогов природного
легочного сурфактанта. В данной работе с помощью методов поверхностной реологии и эллипсо-
метрии были исследованы динамические свойства нанесенных модельных монослоев фосфолипи-
дов на поверхности растворов синтетических полиэлектролитов. Было показано, что для эффектив-
ного образования комплексов и поддержания низких значений поверхностного натяжения одних
электростатических или гидрофобных взаимодействий между липидами и макромолекулами ока-
зывается недостаточно.

Ключевые слова: легочный сурфактант, липиды, полиэлектролиты, поверхностная упругость
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ВВЕДЕНИЕ
Легочный сурфактант состоит из липидов и

белков [1, 2]. Раствор легочного сурфактанта по-
крывает поверхность альвеол легких, обеспечи-
вая их функциональность за счет поддержания
низких значений поверхностного натяжения при
растяжении и практически нулевых значений по-
сле сжатия [2, 3]. Недостаточное количество ле-
гочного сурфактанта приводит к различным забо-
леваниям легких, в частности, к появлению респи-
раторного дистресс-синдрома новорожденных [4,
5]. В процессе лечения данного заболевания, вы-
званного недостатком собственного сурфактанта,
применяются природные препараты легочного сур-
фактанта, полученные из легких домашних живот-
ных (быка, теленка, свиньи) [6]. Кроме того, эти
препараты применялись для лечения пациентов
при тяжелом течении коронавирусной инфекции
COVID-19 [7, 8]. Так как природные препараты
имеют ряд недостатков (высокая стоимость, про-
изводственные ограничения, риск наличия в со-
ставе иммуногенов и про-воспалительных медиа-
торов), на разработку синтетического аналога на-
правлено большое количество исследований [9,
10]. Основная сложность на пути создания синте-

тического аналога заключается в отсутствии по-
нимания механизма действия легочного сурфактан-
та [11]. Дополнительная информация о механизме
может быть получена при исследовании динамиче-
ских поверхностных свойств модельных систем.

Известно, что главным компонентом сурфак-
танта является насыщенный цвиттер-ионный фос-
фолипид дипальмитоил фосфатидилхолин (ДПФХ),
который формирует на поверхности раздела фаз
жидкость/газ высоко упорядоченный монослой и
позволяет достигать крайне низких значений
поверхностного натяжения при сжатии [12]. По-
этому ДПФХ используется в качестве главного
компонента модельной системы легочного сурфак-
танта [1, 3]. При периодических деформациях рас-
тяжения-сжатия монослой ДПФХ может терять
способность к снижению поверхностного натяже-
ния из-за необратимого коллапса и медленной ад-
сорбции дополнительных молекул из объема [13,
14]. В составе сурфактанта также присутствуют дру-
гие фосфолипиды, которые способствуют пере-
стройке структуры монослоя при деформациях за
счет образования многофазной структуры: нано- и
микродоменов жидко-конденсированной фазы
(ЖК), распределенных по жидко-растянутой фазе
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(ЖР) [15]. Важной функциональной особенно-
стью отрицательно заряженных фосфолипидов
(например, дипальмитоил глицерофосфоглице-
рина (ДПФГ)) является способность к формиро-
ванию комплексов с поверхностно-активными
белками (“surfactant proteins” SP-B и SP-C), входя-
щими в состав легочного сурфактанта [1–3, 14–16].
Данные комплексы фосфолипидов и белков
препятствуют необратимому коллапсу монослоя
при деформациях, однако механизм их образова-
ния и действия слабо изучен [17].

Белки являются природными полиэлектроли-
тами, несущими на себе положительный и отри-
цательный заряды, поэтому изучение взаимодей-
ствий между монослоем липидов и синтетически-
ми полиэлектролитами с различными знаками
зарядов и поверхностной активностью помогает
понять какие взаимодействия между компонен-
тами играют ключевую роль при образовании
комплексов [18–21]. Ранее было обнаружено зна-
чительное влияние электростатических и гидро-
фобных взаимодействий на поверхностные свой-
ства нанесенных монослоев липидов со знаком
заряда противоположным, чем у находящихся в
объеме раствора синтетических полиэлектролитов
(полистиролсульфоната натрия (ПСС) и полидиал-
лилдиметиламмоний хлорида (ПДАДМАХ)) [22–
24]. Однако большая часть исследований была
направлена на изучение равновесных поверх-
ностных свойств в области высоких поверхност-
ных натяжений, в то время как внутренняя поверх-
ность легких характеризуется низкими значениями
поверхностного натяжения, а поверхностный слой
находится вдали от равновесного состояния. Рас-
сматривать полиэлектролиты ПСС и ПДАДМАХ
в качестве синтетических аналогов не представ-
ляется возможным из-за простой структуры мак-
ромолекул по сравнению с белками SP-B и SP-C.
В то же время целью данной работы было определе-
ние влияния макромолекул, характеризующихся
разным знаком зарядов функциональных групп и
степенью гидрофобности, на свойства модельного
монослоя легочных липидов в условиях, близких
к физиологическим. В настоящей работе прове-
дены исследования динамических поверхностных
свойств в области высоких и низких значений по-
верхностного натяжения нанесенных модельных
монослоев фосфолипидов на поверхности раство-
ров полиэлектролитов. В процессе исследования
рассмотрено влияние гидрофобных и электроста-
тических взаимодействий между макромолекулами
полиэлектролита и молекулами фосфолипидов на
поведение модельной системы при периодических
деформациях растяжения и сжатия поверхностного
слоя, имитирующих процесс дыхания.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали: ДПФХ, димиристоил-
фосфатидилэтаноламин (ДМЭА), ДПФГ, ПСС и
ПДАДМАХ (Sigma-Aldrich, Германия) без допол-
нительной очистки (рис. 1). Для создания растворов
липидов с концентрацией 1 мг/мл был взят хлоро-
форм (Sigma-Aldrich, Германия), очищенный мето-
дом перегонки. Из растворов липидов в хлоро-
форме готовили смеси ДПФХ/ДПФГ, ДП-
ФХ/ДМЭА в объемном соотношении 3/1 путем
смешения ранее приготовленных растворов. В
качестве водной фазы выступал фосфатный бу-
фер с pH 7 и добавлением NaCl, прокаленного
при температуре 750°C в муфельной печи. Добав-
ление NaCl необходимо для достижения условий
изотонического раствора (0.9 мас. %). Монослой
липидов формировали на поверхности водной фа-
зы методом прикапывания фиксированных объе-
мов растворов липидов в органическом растворите-
ле. Под нанесенный монослой липида впрыскива-
ли концентрированный раствор полиэлектролита
для достижения необходимого содержания в под-
ложке (для ПДАДМАХ 0.2 мас. %, а для ПСС от
0.02 до 0.2 мас. %). Затем, после часа ожидания зна-
чения поверхностного натяжения достигали равно-
весных значений, и проводили измерения динами-
ческих поверхностных свойств монослоя липи-
дов на поверхности раствора полиэлектролита.
Для изучения поверхностных свойств в области
высоких поверхностных натяжений впрыскива-
ние полиэлектролита осуществляли под моно-
слой фосфолипидов с нулевым поверхностным
давлением. Для исследования области низких по-
верхностных натяжений полиэлектролит впрыс-
кивали под монослой с поверхностным натяже-
нием монослоя липидов около 30 мН/м. Все из-
мерения проводили при 25°C.

Поверхностное натяжение измеряли методом
пластинки Вильгельми с использованием пла-
стинки из фильтровальной бумаги шириной 10
мм. Величина поверхностного давления связана с
поверхностным натяжением и определяется вы-
ражением (1):

(1)

где γw – поверхностное натяжение на межфазной
границе водный раствор буфера−воздух, γ – по-
верхностное натяжение раствора полиэлектроли-
та или нанесенного монослоя.

Динамическую поверхностную упругость из-
меряли с помощью метода осциллирующего ба-
рьера на реометре межфазного сдвига (KSV NIMA,
Финляндия). Метод основан на регистрации пе-
риодических изменений поверхностного натяже-
ния в результате изменения площади межфазного
слоя, вызываемого периодическими колебания-
ми двух барьеров. Ванна Ленгмюра была оснаще-
на барьерами с дополнительной гибкой тефлоно-

w – ,π = γ γ
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вой лентой, чтобы исключить нежелательное пе-
ретекание монослоя под барьерами при высоких
поверхностных давлениях (низких поверхност-
ных натяжениях) [25]. Частота колебаний площа-
ди поверхности составляла 30 мГц. Амплитуда
гармонических колебаний площади поверхности
варьировалась от 4 до 32%. Измерения поверх-
ностного натяжения производили с использова-
нием пластинки Вильгельми, которая была под-
вешена в центре над ванной Ленгмюра, парал-
лельно барьерам с целью уменьшения влияния
поверхностных сдвиговых деформаций. При ма-
лой амплитуде гармонических колебаний площа-
ди модуль динамической поверхностной упруго-
сти определяется соотношением (2):

(2)

где εRe, εIm – действительная и мнимая части по-
верхностной упругости соответственно, δ – раз-
ность фаз между колебаниями поверхностного
натяжения и площади поверхности, ∆γ – измене-
ние поверхностного натяжения,  измене-
ния площади поверхности относительно началь-
ной площади A0. В области малых поверхностных
давлений мнимая часть динамической поверх-
ностной упругости оказывалась мала, и на графи-
ках представлены результаты измерений модуля
поверхностной упругости.

В случае больших деформаций 
поведение системы оказывается нелинейным, и

Δε = ε + ε = ε δ + ε δ =
ΔRe Im

0

γcos sin ,
А/A

i i

Δ −0А/A  

( )Δ >0А/A  5%

использование соотношения (2) в таких условиях
для определения динамической упругости стано-
вится невозможным. Однако существует подход,
который позволяет в этих условиях определять
эффективную динамическую упругость в области
крайне высоких поверхностных давлений [26–
28]. Для получения поверхностной упругости в
широкой области поверхностных давлений при-
меняется подход разложения напряжений [26]:
строятся графики Лиссажу (зависимости поверх-
ностного натяжения от относительной деформа-
ции площади) для различных периодических де-
формаций с разными амплитудами колебаний, из
них определяются максимумы и минимумы для
каждой фигуры Лиссажу. По формуле (3) рассчи-
тываются значения эффективной динамической
поверхностной упругости:

(3)

где γn+1 и γn – значения поверхностного натяже-
ния в максимуме (минимуме) для различных де-
формаций An+1 и An соответственно.

В работе был использован нуль-эллипсометр
Multiskop (Optrel GBR, Германия) для эллипсо-
метрических измерений поверхности исследуе-
мых систем. Длина волны составляла 632.8 нм
при постоянном значении угла падения 49°, близ-
ком к углу Брюстера. Известно, что разность (∆surf)
между эллипсометрическим углом ∆ для исследуе-
мого раствора и чистой воды зависит от показателя

+
+

= −
−

±γ γ 0 1
ef 1

1

)(A Aε ( ) ,
(A A )n n

n n

Рис. 1. Структурные формулы фосфолипидов ДПФХ (а), ДМЭА (б), ДПФГ (в); полиэлектролитов ПСС (г),
ПДАДМАХ (д).
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преломления поверхностного слоя и пропорцио-
нальна количеству вещества на поверхности [29].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Исследования однокомпонентных монослоев
ДПФХ, ДПФГ и ДМЭА на растворе фосфатного
буфера с помощью эллипсометрии показали, что
даже небольшое увеличение поверхностного дав-
ления после нанесения липида приводит к значи-
тельному росту значений ∆surf для всех трех липидов
(рис. 2а). Это связано с изменением показателя пре-
ломления при переходе нанесенного монослоя от
газообразного к ЖР состоянию, который происхо-
дит при поверхностных давлениях меньше 1 мН/м.
Дальнейшее увеличение поверхностной концен-
трации и давления приводит к постепенному уве-
личению значений ∆surf. Затем в области перехода
от ЖР к ЖК состоянию монослоя вновь наблюда-
ются резкие изменения значений. Эти результаты
хорошо согласуются с данными поверхностной
упругости. При малых амплитудах колебания по-
верхностной площади были получены величины
динамической поверхностной упругости моно-
слоя ДПФХ в области низких значений поверх-
ностного давления (рис. 2б, черные закрашенные
квадраты). На рис. 2 показано, что с возрастанием
поверхностной концентрации молекул липида по-
верхностное давление и упругость увеличивают-
ся. Затем в диапазоне поверхностных давлений
около 10 мН/м для монослоя ДПФХ наблюдается
минимум поверхностной упругости. Это связано
с двумерным фазовым переходом от ЖР к ЖК со-
стоянию поверхностного слоя. Образование до-
менов ЖК фазы приводит к появлению релакса-
ционного процесса, причиной которого является
обмен молекулами между ЖР и ЖК фазами. Так
как обмен молекулами между разными фазами
происходит с меньшим характеристическим вре-
менем, чем период колебаний площади поверхно-
сти, то поверхностная упругость снижается при по-
явлении неоднородностей. При последующем уве-
личении поверхностного давления до 50 мН/м
монослой находится в ЖК состоянии с плотной
упаковкой, что приводит к увеличению упругости
до 250–300 мН/м. Сравнение динамической по-
верхностной упругости в области низких значе-
ний поверхностного давления чистых монослоев
ДМЭА с результатами для ДПФХ показало, что в
диапазоне давлений от 0 до 17 мН/м поведение
монослоев ДПФХ и ДМЭА не имеет различий:
для обоих монослоев в области 10 мН/м наблюда-
ется минимум, связанный с фазовым переходом
ЖР−ЖК (рис. 2б). При более высоких значениях
давления упругость ДМЭА становится значитель-
но выше, чем упругость ДПФХ. Это может быть
связано с фазовым переходом из ЖК в твердооб-
разную фазу [30]. Молекулы ДПФХ не образуют
твердой фазы в этой области поверхностных давле-

ний. При сравнении поведения монослоев ДПФХ и
ДПФГ (рис. 2б) наблюдается смещение миниму-
ма в области низких давлений для монослоя
ДПФГ (15 мН/м) относительно ДПФХ (10 мН/м),
это объясняется меньшей упорядоченностью и
электростатическим отталкиванием между отри-
цательно заряженными молекулами ДПФГ в мо-
нослое. При повышенном давлении (30 мН/м)
поверхностная упругость монослоя ДПФГ сни-
жается относительно значений ДПФХ, что также
подтверждает предположение о меньшей плотно-
сти упаковки молекул ДПФГ по сравнению с мо-
нослоем ДПФХ.

Для исследования упругости монослоя ДПФХ
в области высоких поверхностных давлений (от
50 до 72 мН/м) были проведены измерения эф-
фективной поверхностной упругости с помощью
подхода, основанного на больших деформациях
площади поверхности (рис. 3). Для этого на по-
верхности буфера формировали монослой с по-
верхностным давлением около 32 мН/м и подвер-
гали серии деформаций с большими амплитудами
колебания барьеров. В области низких поверхност-
ных давлений значения эффективной упругости
хорошо согласуются с данными поверхностной
упругости, полученными с помощью стандартного
метода (рис. 2б). При поверхностных давлениях
40–50 мН/м эффективная поверхностная упру-
гость достигает максимума 250–300 мН/м. Даль-
нейшее возрастание поверхностного давления до
60 мН/м ведет за собой снижение упругости, что
является следствием изменения структуры по-
верхностного слоя. Это может быть вызвано об-
разованием многослойной структуры за счет вы-
теснения молекул липида в подслой. В области
крайне низких поверхностных натяжений или вы-
соких поверхностных давлений (60–70 мН/м) по-
верхностная упругость остается выше 50–100 мН/м
вплоть до коллапса монослоя, который происхо-
дит при нулевом поверхностном натяжении. Эти
результаты хорошо согласуются с данными преды-
дущих исследований [31].

Результаты измерений поверхностной упруго-
сти для смешанных монослоев ДПФХ и ДПФГ, в
котором около 25% молекул липида ДПФХ в соста-
ве монослоя заменены на липид ДПФГ, несущий
на себе отрицательный заряд, оказывались близки к
данным для чистого монослоя ДПФХ в области ма-
лых поверхностных давлений до 40 мН/м (рис. 3).
Вероятно, из-за близкой молекулярной структу-
ры и поверхностных свойств этих двух липидов,
присутствие дополнительного липида не препят-
ствует двумерным фазовым переходам в поверх-
ностном слое. Однако в диапазоне низких поверх-
ностных давлений заметно слабое смещение мини-
мума в область более высоких давлений (от 10 к
12 мН/м), что можно связать с нарушением упорядо-
ченности в упаковке смешанного монослоя (рис. 3).
Кроме того, при добавлении ДПФГ снижение по-
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верхностной упругости происходит при больших
поверхностных давленияx и высоких поверхност-
ных концентрациях. В результате при поверхност-
ных давлениях около 60 мН/м эффективная по-
верхностная упругость монослоя ДПФХ/ДПФГ
оказалась больше, чем для ДПФХ. Можно пред-
положить, что молекулы ДПФГ затрудняют струк-
турные превращения в поверхностном слое и за-
медляют релаксационные процессы. Таким обра-
зом, введение дополнительного липида может
приводить к увеличению поверхностной упруго-
сти при высоких поверхностных давлениях. Ана-
логичные результаты были получены для двух-
компонентного монослоя ДПФХ и ДМЭА (рис. 3,
серые треугольники). Различие заключалось
только в более резком снижении поверхностной
упругости при достижении высоких значений по-
верхностного давления. Следует отметить, что
ДМЭА является цвиттер-ионным липидом, однако
имеет меньшую плотность положительного заряда
по сравнению с молекулой ДПФХ (рис. 1а, 1 б).

Дополнительно были проведены исследования
поверхностных свойств полиэлектролитов ПСС и
ПДАДМАХ. В результате были получены зависимо-
сти поверхностного натяжения от десятичного лога-
рифма концентраций полиэлектролита (мас. %).
При увеличении концентрации растворов ПСС
(0.02–0.2 мас. %) поверхностное натяжение сни-
жалось до 60 мН/м (рис. 4, треугольники). Поли-
электролит ПДАДМАХ, в отличие от ПСС, не об-
ладает поверхностной активностью в исследуемой
области концентраций: поверхностное натяжение
было постоянным при варьировании концентра-
ции ПДАДМАХ и близким к поверхностному на-
тяжению воды (рис. 4, круги). Эллипсометриче-
ские измерения также согласуются со сделанными
выводами о поверхностной активности поли-

электролитов ПДАДМАХ и ПСС. Для раство-
ров ПДМДАХ значения ∆surf были близки к нулю.
При этом для раствора ПСС (0.2 мас. %) ∆surf рас-
тет со временем и достигает 0.85º в состоянии рав-
новесия, что свидетельствует об адсорбции макро-
молекул ПСС на поверхность.

Далее были проведены исследования динами-
ческой и эффективной поверхностной упругости
для монослоев ДПФХ на поверхности ПДАД-
МАХ с концентрацией (0.2 мас. %). Было пока-
зано, что результаты практически совпадают с
данными для монослоя на чистом буфере во всей
области поверхностных давлений (рис. 5, 6а). Это

Рис. 2. Зависимости ∆surf (а) и динамической поверхностной упругости (б) от поверхностного давления для нанесен-
ных монослоев ДПФХ (черные квадраты), ДМЭА (светло-серые треугольники), ДПФГ (серые круги) на буфере при
Т = 25°C.

0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0 40302010

Δ s
ur

f

Поверхностное давление, мН/м

(а)

0

400

200

150

300

250

350

100

50

0 40302010

У
пр

уг
ос

ть
, м

Н
/м

Поверхностное давление, мН/м

(б)

Рис. 3. Зависимости динамической и эффективной
поверхностных упругостей для нанесенных моносло-
ев ДПФХ (черные закрашенные и пустые квадраты
соответственно), ДПФХ/ДПФГ 3/1 (светло-серые за-
крашенные и пустые круги соответственно),
ДПФХ/ДМЭА 3/1 (серые закрашенные и пустые тре-
угольники соответственно) от поверхностного давле-
ния на буфере при Т = 25°C.
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указывает на отсутствие влияния полиэлектроли-
та на поверхностные свойства. Кроме того, отсут-
ствие взаимодействия между полиэлектролитом
и липидом также подтверждается при рассмотре-
нии фигур Лиссажу (рис. 6б), которые практиче-
ски совпадают для монослоя ДПФХ на чистом бу-
фере и растворе полиэлектролита. Дополнитель-
но была измерена разность эллипсометрических
углов ∆surf для монослоя ДПФХ в присутствии
ПДАДМАХ в условиях периодических деформа-
ций растяжения-сжатия. Было показано, что ве-
личина ∆surf для монослоя на поверхности раство-
ра полиэлектролита не отличается в пределах по-
грешности от значений, полученных для монослоя
ДПФХ на буфере в аналогичных условиях (рис.
7). Следовательно, ПДАДМАХ, не обладающий
собственной поверхностной активностью, не
оказывает большого влияния на свойства моно-
слоя ДПФХ.

Затем для усиления взаимодействия между мак-
ромолекулами полиэлектролита и поверхностным
слоем к монослою ДПФХ был добавлен липид,
который будет иметь знак заряда, противополож-
ный полиэлектролиту ПДАДМАХ. Ранее было
показано, что ПДАДМАХ адсорбируется на мо-
нослое отрицательно заряженного липида [22]. В
данной работе были проведены исследования сме-
шанных монослоев ДПФХ и ДПФГ на поверхности
раствора ПДАДМАХ. Результаты измерений для
монослоев ДПФХ/ДПФГ (3/1) на поверхности
раствора ПДАДМАХ (0.2 мас. %) указывают на
отсутствие влияния полиэлектролита, несмотря
на присутствие противоположно-заряженного
липида в поверхностном слое. Зависимости эф-
фективной поверхностной упругости и отклика
поверхностного слоя на деформации (рис. 6а, 6б)
для смешанного монослоя на буфере и растворе
полиэлектролита практически совпадают. Следо-

вательно, одних электростатических взаимодей-
ствий между модельным монослоем липидов и мак-
ромолекулами оказывается недостаточно для обра-
зования комплексов, которые бы препятствовали
снижению поверхностного давления (увеличению
поверхностного натяжения) при растяжении.

На следующем этапе было проведено исследо-
вание влияния поверхностно активного поли-
электролита ПСС на поведение монослоя ДПФХ.
При малых деформациях были получены значе-
ния динамической поверхностной упругости в
области малых поверхностных давлений для мо-
нослоя ДПФХ на растворах ПСС разной концен-
трации (рис. 8). Для самого разбавленного рас-
твора ПСС с концентрацией 0.02 мас. %, при ко-
торой он практически не проявляет собственной
поверхностной активности, зависимость поверх-
ностной упругости монослоя ДПФХ близка к соот-
ветствующей зависимости на поверхности чистого
буфера. Однако соответствующий двумерному фа-
зовому переходу минимум на зависимости поверх-
ностной упругости в присутствии полиэлектро-
лита становился менее выраженным и был сме-
щен в область более высоких поверхностных
давлений. Это связано с встраиванием макромоле-
кул в структуру липидного монослоя, когда концен-
трация молекул липида на поверхности мала. С
увеличением концентрации полиэлектролита его
влияние на свойства монослоя ДПФХ увеличива-
ются. При С = 0.05 мас. % минимум поверхност-
ной упругости возникает в области давлений око-
ло 30 мН/м, а при концентрации 0.2 мас. % мини-
мум поверхностной упругости отсутствует. Таким
образом, в области малых поверхностных давлений
происходит адсорбция полиэлектролита ПСС на
поверхности раздела фаз. После адсорбции ПСС
гидрофобные сегменты макромолекул оказыва-

Рис. 4. Зависимости поверхностного натяжения от
десятичного логарифма концентраций полиэлектро-
лита (мас. %) ПСС (треугольники), ПДАДМАХ (кру-
ги) при Т = 25°C.
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ются близки к углеводородным хвостам липида,
между которыми могут происходить гидрофоб-
ные взаимодействия, что может препятствовать
формированию упорядоченных структур молеку-
лами ДПФХ. Отсутствие высоко упорядоченных
доменов в структуре монослоев подтверждает не
только исчезновение минимума поверхностной
упругости, но и более низкие значения упругости
по отношению к значениям, полученным для мо-

нослоя ДПФХ в отсутствии ПСС, в области сред-
них поверхностных давлений 30–35 мН/м.

Присутствие ПСС в поверхностном слое при
низких давлениях подтверждается изменением
формы фигур Лиссажу при больших деформаци-
ях (рис. 9б). При рассмотрении фигур Лиссажу
видно, что в растянутом состоянии с относительной
деформацией 20% поверхностное давление моно-
слоя ДПФХ на ПСС поднимается до 20 мН/м, в то
время как давление монослоя на чистом буфере
составляет 10 мН/м. Дело в том, что при кон-
центрации ПСС 0.2 мас. % полиэлектролит имеет

Рис. 6. (а) Зависимости эффективной поверхностной упругости от поверхностного давления для нанесенных моно-
слоев ДПФХ (черные закрашенные звезды), ДПФХ/ДПФГ 3/1 (черные пустые круги) на растворе ПДАДМАХ
0.2 мас. % и ДПФХ/ДПФГ 3/1 на растворе буфера (серые закрашенные круги). (б) Фигуры Лиссажу для монослоев
ДПФХ (черные закрашенные звезды), ДПФХ/ДПФГ 3/1 (черные пустые круги) на растворе ПДАДМАХ 0.2 мас. % и
ДПФХ/ДПФГ 3/1 на растворе буфера (серые закрашенные круги) при деформации площади 20%. Исследования про-
ведены при Т = 25°C.
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Рис. 7. Зависимости ∆surf от поверхностного давле-
ния, измеренные в статических условиях для ДПФХ
на буфере (пустые черные квадраты) и при колебани-
ях площади поверхности для ДПФХ на буфере
(закрашенные черные квадраты), ПДАДМАХ 0.2 мас.
% (серые круги), ПСС 0.2 мас. % (светло-серые тре-
угольники).
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Рис. 8. Зависимости поверхностной динамической
упругости от поверхностного давления для нанесен-
ного монослоя ДПФХ на растворах ПСС с концен-
трацией 0 (закрашенные квадраты), 0.02 (круги), 0.05
(треугольники), 0.2 мас. % (ромбы) при Т = 25°C.
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возможность снижать поверхностное натяжение
(увеличивать давление) на 20 мН/м за счет соб-
ственной поверхностной активности. Таким обра-
зом, при растяжении и уменьшении поверхностно-
го давления макромолекулы полиэлектролита
адсорбируются на поверхности, а при сжатии,
вероятно, вытесняются с нее. При высоких по-
верхностных давлениях результаты измерений
эффективной поверхностной упругости на рас-
творе полиэлектролита с высокой концентрацией
ПСС (0.2 мас. %) и на растворе буфера оказыва-
ются близки друг к другу (рис. 9а). Это хорошо со-
гласуется с результатами измерений отклика по-
верхностного слоя на периодические сжатия/рас-
тяжения, которые представлены в виде фигур
Лиссажу (рис. 9б). В максимально сжатом состоя-
нии значения поверхностного давления для мо-
нослоя достигают 72 мН/м как в присутствии по-
лиэлектролита, так и без него. Значения ∆surf для
ДПФХ на ПСС в области высоких поверхностных
давлений в пределах погрешности совпадают с
∆surf для монослоя ДПФХ на буфере (рис. 7). Это
подтверждает наши предположения о том, что
макромолекулы ПСС вытесняются с поверхности
при сжатии монослоя ДПФХ до высоких давле-
ний, а затем адсорбируются при растяжении бла-
годаря собственной гидрофобности, когда по-
верхностное давление приближается к 20 мН/м.
Можно предположить, что одной поверхностной
активности полиэлектролита недостаточно для
образования комплексов между ДПФХ и макро-
молекулой полимера.

Следующим шагом стало исследование влия-
ния дополнительного липида совместно с ДПФХ,
которое может привести к усилению взаимодей-

ствия макромолекул полиэлектролита с поверх-
ностным слоем из-за менее упорядоченной
структуры липидного монослоя. Были проведены
исследования поверхностных свойств смешанного
монослоя ДПФХ/ДМЭА на поверхности раствора
ПСС. Результаты измерений эффективной по-
верхностной упругости (рис. 9а) и форма отклика
поверхностного слоя на деформации (рис. 9б)
указывают на отсутствие образования комплек-
сов между смешанным монослоем липидов и
макромолекулами ПСС. Как и в случае одноком-
понентного монослоя ДПФХ, присутствие ПСС в
подложке (0.2 мас. %) препятствует снижению по-
верхностного давления ниже 15 мН/м при растяже-
нии поверхностного слоя. В результате этого на-
блюдаются более низкие значения эффективной
поверхностной упругости по сравнению с результа-
тами, полученными для смешанного монослоя на
буфере в этой области поверхностных давлений.
В области высоких поверхностных давлений кри-
вые (рис. 9а) для смешанного монослоя на буфере
и на растворе ПСС оказываются близки друг к
другу. Можно предположить, что при сжатии с
поверхности вытесняются только макромолеку-
лы полиэлектролита, а молекулы дополнительно-
го липида ДМЭА остаются на поверхности.

ВЫВОДЫ

В данной работе были изучены динамические
поверхностные свойства липидов, входящих в со-
став легочного сурфактанта, на поверхности рас-
творов полиэлектролитов ПСС и ПДАДМАХ. Было
показано, что цвиттер-ионный ДПФХ, составля-
ющий основу легочного сурфактанта, не образует

Рис. 9. (а) Зависимости эффективной поверхностной упругости от поверхностного давления для нанесенных моно-
слоев ДПФХ (черные закрашенные ромбы), ДПФХ/ДМЭА 3/1 (черные пустые ромбы) на растворе ПСС 0.2 мас. % и
ДПФХ/ДМЭА 3/1 на растворе буфера (серые треугольники). (б) Фигуры Лиссажу для монослоев ДПФХ (черные за-
крашенные ромбы), ДПФХ/ДМЭА 3/1 (черные пустые ромбы) на растворе ПСС 0.2 мас. %, ДПФХ/ДМЭА 3/1 на рас-
творе буфера (серые треугольники) при деформации площади 20%. Исследования проведены при Т = 25°C.
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комплексы как с положительно, так и с отрица-
тельно заряженными макромолекулами поли-
электролитов. Кроме того, присутствие в поверх-
ностном слое липида с зарядом противоположным
знаку заряда полиэлектролита, не обладающего
собственной поверхностной активностью, не
приводило к изменению поверхностных свойств.
Можно предположить, что для образования ком-
плексов полиэлектролит/липид, способствую-
щих поддержанию низких значений поверхност-
ного натяжения при деформациях, одних электро-
статических взаимодействий между молекулами
липида и макромолекулами полиэлектролита
оказывается недостаточно. Дополнительно было
показано, что одной только поверхностной ак-
тивности полиэлектролита и гидрофобных взаи-
модействий между сегментами макромолекул и
молекулами липида также недостаточно для об-
разования комплексов.
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Разработка новых эффективных способов борьбы с тяжелыми заболеваниями, среди которых осо-
бое место занимают онкологические и инфекционные, остается актуальной задачей биомедицины
и биотехнологии. В настоящее время усилия ученых сосредоточены на поисках лекарственных си-
стем, обеспечивающих высокую эффективность лечения при минимальном воздействии на орга-
низм. Развитие этого направления привело к созданию стимул-чувствительных липосом, которые
могут высвобождать инкапсулированное лекарство в ответ на определенный стимул: температуру,
pH, электромагнитное поле, свет и др. Под воздействием стимула липидные бислойные везикулы
изменяют структуру, размер, поверхностный заряд или фазовое состояние, что приводит к контро-
лируемому высвобождению лекарственного препарата в определенном месте в организме, что поз-
воляет добиться более точной и эффективной доставки. В данном обзоре обсуждаются современ-
ные тенденции в разработке стимул-чувствительных систем на основе липосом для контролируе-
мой доставки биологически активных веществ.

Ключевые слова: липосома, стимул-чувствительные, доставка лекарств, биомедицина, биотехноло-
гия, инкапсулированное вещество, тераностика
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ВВЕДЕНИЕ

Разработка новых эффективных способов борь-
бы с тяжелыми заболеваниями, среди которых осо-
бое место занимают онкологические и инфекцион-
ные, остается актуальной задачей биомедицины и
биотехнологии. В настоящее время усилия уче-
ных сосредоточены на поисках лекарственных
систем, обеспечивающих высокую эффектив-
ность лечения при минимальном воздействии на
организм. Среди проблем, ограничивающих при-
менение многих препаратов, – малая биодоступ-
ность и низкая растворимость, риски развития
побочных эффектов, а также резистентности и
множественной лекарственной устойчивости,
возникающих при длительной терапии [1]. Пре-
одолеть эти трудности (хотя бы частично) можно,
помещая лекарство в нано- или микроразмерный
контейнер [2–4]. Такой прием позволяет заметно
повысить биодоступность малорастворимых ле-
карств, увеличить время циркулирования в кро-
вотоке и предотвратить их преждевременное раз-
ложение компонентами крови [5].

Благодаря впечатляющему прогрессу в мате-
риаловедении и фармацевтике за последние деся-
тилетия был разработан широкий спектр наноно-
сителей для лекарственных средств [6–8]. На се-
годняшний день описаны десятки систем
различного состава, архитектуры и морфологии
для инкапсулирования и доставки биоактивных
веществ: неорганические частицы [9, 10], мицел-
лы [11–13], дендримеры и полимерные микро-
сферы [14–16], (био)коллоиды [17, 18], везикулы
и т.д. Размер таких носителей обычно изменяется
в интервале от нескольких десятков до несколь-
ких сотен нанометров, что позволяет осуществ-
лять системное (внутривенное) или местное (че-
рез слизистую оболочку) введение и способствует
их диффузии внутри клетки. Среди перечисленных
наноконтейнеров для доставки и контролируемо-
го высвобождения биологически активных ве-
ществ наиболее широкое использование получи-
ли липосомы – сферические бислойные липид-
ные везикулы [19, 20]. В настоящее время на
фармацевтическом рынке представлено большое
количество липосомальных препаратов для про-
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тивоопухолевой, противовирусной и противо-
микробной терапии [21–24].

Развитие этого направления привело к созда-
нию стимул-чувствительных липосом, которые
могут высвобождать инкапсулированное водо-
растворимое лекарство в ответ на определенный
(часто внешний) стимул, например температуру,
ультразвук, электромагнитное поле, свет
и др. [25–27]. Под воздействием стимула липид-
ные бислойные везикулы изменяют структуру,
размер, поверхностный заряд или фазовое состо-
яние, что приводит к контролируемому высво-
бождению лекарственного препарата в опреде-
ленном месте в организме, что позволяет добить-
ся более точной и эффективной доставки
лекарственных веществ/субстанций/агентов.
Стимул-чувствительные системы для доставки
лекарств на основе липидных бислойных везикул
обладают рядом преимуществ над системами, ис-
пользующими другие виды наночастиц. Это свя-
зано с тем, что липосомы сходны с клеточными
природными мембранами по составу, биосовме-
стимы и биодеградируемы, не токсичны и более
устойчивы к разрушению в кровотоке. Кроме то-
го, липосомы могут быть легко получены, а также
функционализированы для улучшения специ-
фичности и эффективности доставки биологиче-
ски активных веществ [28].

В данном обзоре обсуждаются современные
тенденции в разработке стимул-чувствительных
систем на основе липосом для контролируемой
доставки биологически активных веществ. Осо-
бое внимание уделено методам, приводящим к
получению рН-чувствительных липосом, способ-
ных быстро высвобождать инкапсулированное
вещество после попадания контейнера в области
с пониженным значением рН, например, в опу-
холи, места воспалений или внутриклеточное
пространство. Подробно рассмотрены пред-
ставляющие большой интерес для исследовате-
лей магнито-чувствительные липосомы, содер-
жащие магнитные наночастицы.

Одной из важнейших задач современной нау-
ки, возникающей при создании систем для до-
ставки лекарств, является возможность контро-
лируемого высвобождения препарата. Часто при
попадании контейнера в целевые ткани не на-
блюдается высвобождения лекарственного веще-

ства в достаточной концентрации. Поэтому в на-
стоящее время активно разрабатываются системы,
чувствительные к патологическим изменениям,
например, в микроокружении опухоли или очагах
воспалений. Среди подобных физиологических
отличий чаще всего используют более низкие
значения рН, повышенную температуру, изме-
ненный редокс-потенциал [29]. Стимул-чувстви-
тельные липосомы сохраняют свою структуру и
свойства во время циркуляции в организме, но
способны образовывать большое количество де-
фектов в бислое или полностью разрушаться при
попадании в специфические условия раковой
опухоли или места сильных/обширных/
существенных воспалений. При этом кинетика
высвобождения заключенного в контейнер био-
активного препарата определяется многими фак-
торами, в частности, концентрацией и природой
инкапсулированного вещества, зарядом и соста-
вом липидного комплекса, размером и структу-
рой липосом, а также внешними факторами, та-
кими как температура, pH и др.

Термочувствительные липосомы
Термочувствительные липосомы способны

удерживать лекарство в течение определенного
периода времени, высвобождая содержимое в
условиях локальной гипертермии: 41–45°С [30,
31]. Для получения подобных липосом использу-
ют липиды, температура фазового перехода кото-
рых лежит в пределах 38–42°С. При температуре
фазового перехода липиды переходят из гелевого
(твердого) в жидкокристаллическое (жидкое) со-
стояние. Жидкое и твердое состояния мембран
различаются набором параметров, одним из ко-
торых является подвижность липидов. В твердом
состоянии подвижность липидных молекул как
целого резко ограничена: углеводородные цепи
имеют максимально вытянутую транс-конфор-
мацию и находятся в состоянии плотнейшей упа-
ковки. При фазовом переходе плавление углеводо-
родных цепей сопровождается резким увеличением
их вращательной и колебательной подвижности за
счет гош-транс-изомеризации, что приводит к разу-
порядочению упаковки липидов, что, как правило,
сопровождается образованием дефектов в бислое и
изменением проницаемости мембраны (рис. 1)
[32–34].

Размер сквозных ионных каналов достаточен
для прохождения большинства гидратированных
ионов и гидрофильных органических веществ,
составляющих основу множества лекарственных
препаратов: радиус трансмембранных пор в ли-
посомах достигает 1–3 нм [35].

В табл. 1. приведены значения температуры
фазового перехода Тпл некоторых фосфолипидов,
наиболее часто применяемых для получения термо-
чувствительных липосом [36, 37].

Рис. 1. Изменение структуры липидного бислоя при
фазовом переходе.

Твердое состояние Жидкое состояние

Температура
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Использование смеси липидов с отличающи-
мися температурами плавления в различных со-
отношениях позволяет создавать системы с необ-
ходимыми температурами фазовых переходов.
Например, для липосом, содержащих дипаль-
митоилфосфатидилхолин (ДПФХ) и дистеро-
илфосфатидилхолин (ДСФХ) в соотношении
ДПФХ/ДСФХ = 3/1, температура плавления со-
ставляет 42–44°С [30]. Состав липидной мембра-
ны обычно подбирают таким образом, чтобы тем-
пература фазового перехода не превышала 42°С,
не вызывая значительного повреждения клеток
тканей в результате гипертермии.

Одновременное использование термочувстви-
тельных липосом с локальным нагревом может уве-
личивать избирательность действия препарата [38].

Введение в мембрану на основе ДПФХ лизо-
форм липидов, имеющих отличающуюся от ци-
линдрической форму молекулы, увеличивает
скорость высвобождения препарата, так как та-
кие молекулы вызывают более эффективное де-
фектообразование в бислое при фазовом перехо-
де. Одним из примеров подобных систем, про-
шедших все стадии клинических испытаний и
рекомендованных для использования в медицин-
ской практике, является препарат для лечения ра-
ка печени ThermoDox [39]. В состав ThermoDox
входят лизолецитин и противоопухолевый агент
доксорубицин. ThermoDox способен всего лишь
за 20 с высвобождать до 50% активного вещества
при температуре 39–42°С, что более чем на поря-
док превышает эффективность классического
липосомального доксорубицина Doxil. Несмотря
на активные исследования в данной области, тер-
мочувствительные липосомы до сих пор не на-
шли широкого применения, так как гипертермия
может приводить к значительному повреждению
тканей.

Создание термочувствительных липосомаль-
ных систем возможно также и с помощью форми-
рования комплексов традиционных липосом по-
лимером, обладающим термочувствительностью.
Обычно в роли такого полимера используется по-
ли-N-изопропилакриламид (ПНИПАМ) или его
сополимеры [40, 41]. Гели на основе ПНИПАМ
могут адсорбировать липосомы на своей “поверх-
ности” за счeт гидрофобных или электростатиче-
ских взаимодействий, формируя мультилипо-
сомальные коллоидно стабильные системы [42,
43]. Увеличение температуры выше нижней
критической температуры растворения поли-
мера приводит к коллапсу микрогеля и, как ре-
зультат, механическому разрушению контакти-
рующих мембран липосом в адсобированном
слое. В этом случае происходит высвобождение
инкапсулированного в липосомы лекарства.

Фоточувствительные липосомы

Фоточувствительные липосомы высвобожда-
ют терапевтические средства при воздействии из-
лучения разной длины волны: ультрафиолетового
(УФ), видимого и ближнего инфракрасного
(ИК). Среди других внешних стимулов воздей-
ствие светом является одним из наиболее привле-
кательных методов получения отклика. Это воз-
действие не инвазивно, может быть удаленным и
точечным, что позволяет эффективно контроли-
ровать скорость высвобождения лекарственного
средства путем изменения длины волны, времени
и интенсивности воздействия. Другое преимуще-
ство фоточувствительных липосом заключается в
том, что фотохимические процессы не требуют
использования дополнительных реагентов или
катализаторов, а большинство побочных продук-
тов, если таковые имеются, безвредны и не явля-
ются токсичными [44]. Фотодинамическая тера-
пия является относительно новым терапевтиче-
ским методом, который хорошо зарекомендовал
себя для лечения различных видов рака кожи, та-
ких как базальноклеточная карцинома и др. [45].
При контроле проникновения света внутрь чело-
веческого тела учитываются такие параметры как
диаметр луча, длина волны, продолжительность
воздействия, измеряемая интенсивность и т. д. Од-
ним из примеров фоточувствительных липосомаль-
ных препаратов является Visudyne®, разработан-
ный Novartis Ophthalmicis, для лечения влажной
формы возрастной макулодистрофии, характери-
зующейся образованием хориоидальной неовас-
куляризации [46].

Существует несколько подходов к созданию
фоточувствительных липосом [47, 48]. Запускае-
мое светом высвобождение лекарственного сред-
ства вызывается обратимыми или необратимыми
структурными модификациями фоточувствитель-
ных носителей. Одним из способов является встра-
ивание в мембрану липосом синтетических фото-
триггеров, например, производных азобензола.
Другой метод основан на использовании фотохи-
мически модифицированного липида в качестве
одного из компонентов бислоя. Воздействие УФ-
излучения на двойные связи таких липидов способ-
ствует изменению конформации углеводородных
цепей, что приводит к нарушению в упаковке липи-
дов в мембране и увеличивает ее проницаемость.
Примером одного из фотоизомеризуемых липи-

Таблица 1. Температуры фазового перехода (Тпл) не-
которых фосфолипидов

Фосфолипид Тпл, °С

Дипальмитоилфосфатидилхолин 41
Дистеароилфосфатидилхолин 53
Димиристоилфосфатидилэтаноламин 48
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дов является (1,2-(4'-н-бутилфенил)азо-4'-(γ-фе-
нилбутироил))-глицеро-3-фосфохолин, который
встраивают в мембрану в низких концентрациях. В
термодинамически выгодной транс-форме данный
липид представляет собой компактную молекулу,
легко встраивающуюся в липидный бислой. При
УФ-воздействии фотохромный липид переходит в
состояние, в котором доминирует цис-изомер,
способствующий быстрому высвобождению ин-
капсулированного вещества [49].

Другим способом получения фоточувстви-
тельных систем на основе липосом является их
нековалентное связывание с полиэлектролитами,
модифицированными фоточувствительными
группами [50]. Действие УФ-излучения приводит
к фотоизомеризации таких групп, изменению
сродства молекул к липидному бислою, а следо-
вательно – нарушению его структуры и высво-
бождению инкапсулированного препарата. Облу-
чение фоточувствительного источника протонов
может вызывать значительное изменение рН сре-
ды, сопровождающееся резким изменением кон-
формации макромолекул полиэлектролита, что
также приводит к разрушению липосом.

Хотя фоточувствительные липосомы могут кон-
тролируемо высвобождать содержимое в соответ-
ствующих условиях, их применение в клинической
практике ограничено низкой стабильностью в
плазме, поэтому в настоящее время исследователи
сфокусированы на разработке фотолипосом с дли-
тельной циркуляцией в кровотоке. Другим огра-
ничивающим фактором является потенциальная
токсичность и/или канцерогенность производ-
ных азобензола, используемых в качестве фотот-
риггеров. Большинство фоточувствительных ли-
посом откликается лишь на воздействие УФ-
излучения, что также является серьезным ограни-
чивающим фактором. Наиболее эффективно ис-
пользование фоточувствительных липосом при ле-
чении кожных и глазных заболеваний, когда ближ-
нее УФ-излучение имеет достаточную прони-
кающую способность. В тех случаях, когда требу-
ется большая глубина проникновения, используют
инициирование ближним ИК-светом, способным
проникать глубоко в мягкие ткани. Следует учиты-
вать, что длительное облучение УФ может быть
опасным для человеческого организма. Другим не-
достатком является отсутствие возможности про-
мышленного масштабирования фоточувствитель-
ных систем доставки, что также препятствует их
клиническому применению.

Редокс-чувствительные липосомы
Принцип работы редокс-чувствительных ли-

посом основан на разнице в окислительно-вос-
становительных потенциалах, которая существу-
ет между окислительной средой снаружи клетки и
восстановительной внутри нее. Глутатион явля-

ется восстановителем, в котором тиоловые груп-
пы нейтрализуют накопление активных форм
кислорода в раковых тканях. Он защищает био-
логические системы, окисляясь до дисульфида
глутатиона, который восстанавливается обратно
с помощью глутатионредуктазы. Соотношение
восстановленной (ВФГ) и окисленной форм (ОФГ)
глутатиона в клетке является одним из важнейших
параметров, который показывает уровень окисли-
тельного стресса. Было обнаружено, что концен-
трация ВФГ в раковой ткани примерно в 100 раз
превышает таковую в здоровой ткани и в 100–
1000 раз в крови [51]. Повышенные уровни ВФГ в
раковых клетках по сравнению со здоровыми тка-
нями представляют собой существенный стимул
для стимул-чувствительной доставки лекарств. В
липосомы внедряют редокс-чувствительные
связи или линкеры, например, дисульфидные
связи. При их восстановлении до тиольных групп
целостность нарушается, и липосомы высвобож-
дают заключенное в них вещество [52].

Нойхаузер и соавт. (Noyhouzer et al.) использо-
вали модифицированные ферроценом однослой-
ные фосфолипидные липосомы в качестве стимул-
чувствительной системы для контролируемого вы-
свобождения лекарства с помощью окислительно-
восстановительного механизма внутри раковых
клеток HeLa [53]. Поскольку ферроценовые груп-
пы на поверхности запускали окислительно-вос-
становительные реакции, оценка высвобождения
лекарственного средства проводилась методом про-
точной цитометрии. При этом полученные резуль-
таты показали высокую специфичность метода.

Вэнг и соавт. (Wang et al.) разработали липосо-
мы, характеризующиеся высокой емкостью, на
основе дисульфидфосфатидилхолина, поли-
этиленгликоля (ПЭГ-2000) и холестерина для до-
ставки иринотекана [54], которые продемонстри-
ровали превосходную фармакокинетику по сравне-
нию с обычными липосомами, содержащими ири-
нотекан, а также со свободным препаратом.

В работе [55] описаны редокс-чувствительные
липосомы, построенные из диолеоилфосфатиди-
лэтаноламина, к полярной голове которого кова-
лентно присоединен фрагмент, содержащий хи-
нон. Больные клетки производят хиноновые ре-
дуктазы, которые восстанавливают хинон, что
способствует разрыву ковалентных связей и ин-
дуцирует высвобождение лекарственного веще-
ства из внутренней полости липосом.

Мирхади (Mirhadi et al.) с соавт. использовали
чувствительное к окислительно-восстановитель-
ному потенциалу соединение (10,10'-диселенди-
илбисдекановую кислоту) для повышения тера-
певтической эффективности липосом, нагружен-
ных доксорубицином [56]. Оптимальные составы
показали быстрое высвобождение 30% препарата
в присутствии 0.1% перекиси водорода при pH
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6.5. Был также разработан многокомпонентный
состав (с гиалуроновой кислотой) для усиленного
синергетического противоопухолевого воздей-
ствия [57].

Использование окислительно-восстановитель-
ных стимулов высвобождения лекарственных пре-
паратов является перспективным направлением
нанофармакологии. Однако существует ряд слож-
ностей, связанных с гетерогенной природой опухо-
левых клеток, что не позволяет установить специ-
фические окислительно-восстановительные реак-
ции для всех типов опухолевых тканей. Кроме того,
поиск окислительно-восстановительных триггеров
для доставки нескольких лекарственных веществ,
которые высвобождались бы в разное время и с
разной скоростью, для таких систем представляет
собой сложную задачу.

рН-чувствительные липосомы

Особый интерес исследователей вызывает раз-
работка pH-чувствительных липосом, которые
для своего раскрытия не требуют внешнего воз-
действия: инкапсулированное вещество спонтан-
но высвобождается из липосом после попадания
их в области с пониженным значением рН – опу-
холи и места воспалений [58]. Известно, что во
многих опухолях и местах воспалений внеклеточ-
ные значения рН существенно отличаются от фи-
зиологических (7.4) и изменяются в интервале от
6 до 7.2, а в некоторых случаях демонстрируют
значения менее 6 [59].

Существует несколько основных подходов для
придания липосомам рН-чувствительности: из-
менение состава липидной мембраны, встраива-

ние в бислой pH-чувствительных соединений,
модификация поверхности липосом.

Некоторые липиды, у которых объeм поляр-
ной “головы” существенно меньше объeма, зани-
маемого “хвостами”, склонны образовывать об-
ращенную гексагональную фазу вместо упаковки
в бислойные структуры [60]. Устойчивый бислой
не может образоваться только из одного такого
липида, поэтому дополнительно вводят стабили-
затор, содержащий кислотную группу (как прави-
ло, карбоксильную). При подкислении среды эта
группа протонируется с погашением отрицатель-
ного заряда, наличие которого ранее стабилизи-
ровало липидный бислой (рис. 2). В результате мо-
лекулы липида стремятся образовать отдельную фа-
зу, разрывая участки мембраны липосомы, и через
образовавшиеся дефекты лекарство высвобожда-
ется [61].

Часто для синтеза pH-чувствительных липо-
сом используют “вставки” – сайт-специфиче-
ские лиганды, олигопептиды. В работе [62] опи-
сано использование для этой цели олигопептида
из 30 звеньев с повторящимся фрагментом глута-
милаланиллейцилаланина (ГАЛА). При физио-
логических значениях рН эта молекула распола-
гается на поверхности липосомальной мембраны,
а при более кислых значениях рН слои ГАЛА про-
тонируются, принимают форму спиралей и внед-
ряются в липосому с образованием пор, через ко-
торые содержимое липосом высвобождается во
внешнюю среду.

Такие лиганды, как гиалуроновая и фолиевая
кислоты, трансферрин и др., распознают и связы-
ваются со специфическим рецептором, сверхэкс-
прессированным на клетках-мишенях, запуская
эндоцитоз и обеспечивая эндосомальную лока-

Рис. 2. Образование дефектов в липидном бислое при протонировании гемисукцината холестерина.
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лизацию [63, 64]. Например, Миязаки и соавт.
(Miyazaki et al.) разработали модифицированные
гиалуроновой кислотой рН-чувствительные ли-
посомы с целевыми свойствами в отношении
клеток, экспрессирующих CD44 [65]. Было проде-
монстрировано более эффективное высвобождение
доксорубицина, чем в случае немодифицирован-
ных липосом.

Оригинальный подход к созданию рН-чув-
ствительных липосом был предложен авторами
работы, в которой в мембрану липосом встраива-
ли специально синтезированные липидоподобные
соединения, способные изменять конформацию
своих алкильных радикалов при понижении рН
внешнего раствора [66–69]. Такие перестройки в
молекуле “конформационного переключателя”
вызывали нарушение упаковки гидрофобной части
липидного бислоя и высвобождение инкапсулиро-
ванных в липосомы водорастворимых веществ. Од-
нако быстрое высвобождение было возможно толь-
ко в том случае, если мембрана содержала значи-
тельные количества переключателя (30 вес. % и
более), что приводило к нежелательному повы-
шению (цито)токсичности липосом.

Еще одним типом конформационных пере-
ключателей, реагирующих на изменение pH, яв-
ляются производные 3,7-диазобицикло[3.3.1]но-
нан-9-она (биспидинона). Эти вещества изменяют
конформацию при добавлении солей двухвалент-
ной меди. Эффект обусловлен комплексообразо-
ванием с ионами меди, что в итоге приводит к
ослаблению упаковки алкильных цепей в мем-
бране и повышению проницаемости липидного

бислоя, сопровождающееся высвобождением
инкапсулированного вещества [70].

Недавно был описан новый тип рН-чувстви-
тельного переключателя, представляющий собой
производное литохолевой кислоты со стероид-
ным ядром и двумя ионными группами, катион-
ной и анионной [71]. При изменении кислотно-
сти внешнего раствора молекулы переключателя
меняют свою ориентацию в липидном бислое,
что приводит к нарушению упаковки липидов в
бислое и формированию в нем дефектов, через
которые происходит высвобождение водораство-
римого инкапсулированного вещества (рис. 3).
Вращение переключателя в мембране развивает-
ся очень быстро и сопровождается количествен-
ным вытеканием инкапсулированного в липосо-
мах водорастворимого биологически активного
вещества [72]. Принципиально, что для выхода
лекарства достаточно встроить в мембрану 3 вес.
% переключателя. Показано, что эффективность
работы переключателя определяется природой
ионных групп, присоединенных к стероидному
ядру [73], а скорость высвобождения инкапсу-
лированного вещества в первые минуты после
подкисления максимальна для производного ли-
тохолевой кислоты, содержащего амино- и
карбоксильные группы [72]. Для повышения эф-
фективности доставки и увеличения терапевтиче-
ского эффекта липосомы концентрируют на по-
верхности биодеградируемых носителей [74, 75]. В
настоящее время усилия исследователей сосредо-
точены на поиске наиболее оптимального носи-
теля для рН-чувствительных липосом.

Рис. 3. Схематичное представление работы рН-чувствительного переключателя- амфифильного производного литто-
холевой кислоты.
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Часто поверхность pH-чувствительных липо-
сом модифицируют полимерами, содержащими
чувствительные к рН среды группы, способные к
диссоциации в ответ на изменение этого
параметра. Диссоциация групп приводит к вы-
свобождению терапевтического средства рядом с
опухолью, при этом полимерная оболочка защи-
щает здоровые клетки от токсического воздей-
ствия препарата. Некоторые полимеры могут
дестабилизировать фосфолипидный бислой, дру-
гие – индуцировать слияние липосомы с мембра-
ной клеток [76, 77].

Липосомальные контейнеры, как правило, мо-
дифицируют производными ПЭГ для увеличения
продолжительности циркуляции в кровеносном
русле. Таким образом получают так называемые
липосомы-невидимки (“stealth” липосомы), вре-
мя жизни которых в кровотоке составляет не-
сколько дней [78, 79]. Введение функциональных
сшивок между цепями ПЭГ и липидами, форми-
рующими бислой, позволяет получить рН-чув-
ствительные контейнеры. В работе [80] описано
связывание ПЭГ и фосфатидилэтаноламина гид-
разоновым мостиком. При пониженных значе-
ниях рН происходит гидролиз гидразона, оболоч-
ка отщепляется от мембраны, что индуцирует вы-
свобождение биоактивного вещества.

Еще одно направление связано с использова-
нием новых материалов для модификации поверх-
ности липосом. Например, модификация малеи-
мидом позволяет избежать полной деградации
после эндоцитоза при доставке в лизосомы рако-
вых клеток. В работе [81] установлено, что ис-
пользование рН-чувствительных липосом, по-
крытых полидофамином, существенно улучшает
эффективность инкапсулированного 5-фторура-
цила по сравнению со свободным лекарством.

рН-чувствительные липосомы являются пер-
спективными системами для контролируемой до-
ставки лекарственных средств в целевые области
организма. Кроме того, использование подобных
липосом позволяет уменьшить эффективную дозу

препарата, снизить токсичность и побочные эф-
фекты от лечения. В настоящее время разработано
большое количество pH-чувствительных липосом,
поэтому требуется проведение клинических испы-
таний с наиболее оптимальными системами.

Магниточувствительные липосомы

Одним из наиболее широко используемых
внешних воздействий на липосомальные нано-
контейнеры является магнитное поле. Сами ли-
посомы не обладают магниточувствительностью,
поэтому для получения отклика на внешнее маг-
нитное поле требуется дополнительная модифика-
ция липосом магнитными наночастицами. Наибо-
лее подходящими объектами для такой модифи-
кации являются суперпарамагнитные частицы,
для которых магнетизм проявляется только при
воздействии магнитного поля. Обычно это нано-
частицы состоят из железа, кобальта, никеля и пр.
металлов и их оксидов [82]. Размер наночастиц,
при котором проявляется суперпарамагнетизм
обычно не превышает 50 нм. Эта предельная ве-
личина превышает размер липидного бислоя и
соизмерима со средним размером малых монола-
меллярных липосом. Можно выделить три основ-
ных типа липосомальных контейнеров, модифици-
рованных магнитными наночастицами: 1) гидро-
фильные наночастицы распределены внутри
водной полости липосом; 2) гидрофобные наноча-
стицы распределены в липидном бислое; 3) по-
верхность липосом модифицирована магнитны-
ми наночастицами (рис. 4а–4в). Отдельно можно
выделить системы, в которых достаточно круп-
ные суперпарамагнитные наночастицы с диамет-
ром от 14–20 нм модифицированы липидным
бислоем. В этом случае наночастица занимает
практически весь внутренний объем липосом
(рис. 4г). Обычно в таких частицах железо само-
стоятельно выполняет роль лекарственного пре-
парата в дополнение к приданию системе магни-
тоуправляемости [83], например, для повышения
доли железа в организме при анемии, вызванной

Рис. 4. Схема возможного распределения магнитных наночастиц в липосомах: гидрофильные наночастицы внутри
водной полости (а); гидрофобные наночастицы внутри липидного бислоя (б); гидрофильные наночастицы на поверх-
ности липосом (в); крупная наночастица, поверхность которой модифицирована липидным бислоем (г).

(а) (б) (в) (г)
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его недостатком [84]. Таким образом, для моди-
фикации липосом магнитными наночастицами
их желательный размер не должен превышать
14 нм.

Магнитные наночастицы смешанного оксида
Fe2+/Fe3+ (SPIONs – super paramagnetic iron oxide
nanoparticles) наиболее часто применяют для
модификации наноконтейнеров [85]. Данные на-
ночастицы получают методами лазерного пиро-
лиза, золь-гель синтеза, соосаждением солей желе-
за в щелочи, термическим разложением карбони-
лов железа – последние два метода являются
наиболее массовыми [86–90]. Другим распростра-
ненным оксидом железа, используемым для при-
дания магниточувствительных свойств нанокон-
тейнерам, является маггемит – гамма оксид желе-
за. Структурно маггемит сходен с магнетитом, но
обладает менее выраженными магнитными свой-
ствами. При этом маггемит более термодинами-
чески стабилен и не подвержен реакциям окисле-
ния и реакциям с участием радикалов, которые мо-
гут проходить в биологических средах при
применении магнетита [91]. Маггемит может быть
получен как путем окисления магнетита, так и пря-
мым синтезом высокотемпературного разложе-
ния, так и синтезом в присутствии циклодекстри-
нов в качестве стабилизаторов при комнатной
температуре [92, 93].

Формирующиеся частицы в отсутствие стаби-
лизатора склонны к агрегации. В качестве стаби-
лизаторов обычно применяют декстран, хитозан,
ПЭГ, поливиниловый спирт и низкомолекуляр-
ные поверхностно-активные вещества (ПАВ)
[94–97]. Обычно синтезированные наночастицы
измельчают воздействием ультразвука в присут-
ствии стабилизатора [93, 98, 99].

С момента представления магнитных наноча-
стиц как контрастирующих агентов в магнитно-
резонансной томографии (МРТ) было зареги-
стрировано множество коммерческих продуктов
на основе суперпарамагнитных оксидов железа –
Venofer®, Ferrlecit®, INFeD®, Dexferrum®, Fera-
heme™, Feridex®, Resovist®, GastroMARK™,
NanoTherm®, Combidex®, Clariscan®, Ferinject®
и др., которые получили разрешение для клини-
ческого применения. Однако в течение неболь-
шого промежутка времени были обнаружены по-
бочные действия, а также низкая клиническая
эффективность этих продуктов, что привело к за-
прету на их использование. На сегодняшний день
только две формуляции присутствуют на рынке –
Feraheme™ and NanoTherm® [100]. Причинами
такого результата стали слишком маленькие раз-
меры наночастиц, вследствие чего наблюдалось их
накопление в различных (не целевых) органах, на-
рушение их нормального функционирования, на-
рушение работы нейронов и вызываемые дей-
ствием этих наночастиц мутации. Применение

же более крупных наночастиц приводило к их аг-
ломерации, выпадению в осадок и, как следствие,
закупорке сосудов. Включение наночастиц в ли-
посомы позволяет избавиться от таких негатив-
ных последствий внедрения в организм магнит-
ных наночастиц.

Включение магнитных наночастиц в липосо-
мы может осуществляться следующим путeм: до-
бавление наночастиц на стадии приготовления
липосом к раствору липидов в органическом рас-
творителе в случае гидрофобных наночастиц и
добавление водной дисперсии гидрофильных на-
ночастиц к пленке липидов с последующим уда-
лением несвязанных наночастиц с помощью хро-
матографии [91, 101, 102]. Прямая модификация
поверхности липосом за счeт коньюгирования с
магнитными наночастицам применяется доволь-
но редко [101, 102], но бывает и эффективное ре-
шение модификации, например, за счeт электро-
статической адсорбции положительно заряжен-
ных наночастиц, стабилизированных маннозой,
на отрицательно заряженную поверхность липо-
сом путeм смешения водных дисперсий липосом
и наночастиц с последующим удалением несвя-
занных наночастиц центрифугированием [98].

В случае использования гидрофобных наноча-
стиц для создания магнитных липосом возникает
проблема соответствия размеров наночастиц и
бислоя. Уменьшение размера наночастиц ведeт к
ухудшению магнитныx свойств, с другой стороны,
размер включаемых в бислой наночастиц не должен
превышать его толщину  – 3–4 нм. Теоретические
расчеты показывают, что максимальный размер
наночастиц, которые можно включить в бислой
составляет 5 нм [103]. При этом в ряде статей со-
общается об успешном включении в липидный
бислой магнитных наночастиц размером от 6 до
15 нм [104, 105]. Для этого использовали наноча-
стицы оксида железа, стабилизированные олеи-
новой кислотой. Попытка смешать липиды и маг-
нитные наночастицы в органическом раствори-
теле с его последующим удалением и
диспергированием пленки в водно-солевом бу-
фере не привела к успешному включению круп-
ных наночастиц. Поэтому авторами [104] было
предложено использовать хлороформ в качестве
растворителя липидов и наночастиц, при этом про-
цедура приготовления липосом включала получе-
ние эмульсии в смеси водного буфера и хлороформа
с соотношением органической фазы к водной 9 : 1.
Далее методом ультразвуковой обработки была
получена стабильная эмульсия по типу масло в
воде. При нагревании этой эмульсии при 45°С в
течение получаса хлороформ испарялся, а обра-
зующиеся структуры представляли собой магнит-
ные липосомы с относительно невысокой полидис-
персностью. Структурно в таких липосомах нано-
частицы представляют собой обернутые липидной
мембраной включения, что вызывает значитель-
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ное деформирование последней. Поэтому в таких
системах наночастицы склонны не к симметрич-
ному распределению в мембране, а к агломерации
внутри бислоя с целью понижения поверхностной
энергии [105]. Таким образом, включенные в ли-
посомы крупные магнитные наночастицы форми-
руют янусоподобные структуры.

Основное применение магниточувствительные
липосомы нашли в целевой доставке лекарств.
Воздействие внешнего магнитного поля, вызыва-
емого постоянным магнитом, источником пере-
менного магнитного поля или микроволновым
излучением, позволяет аккумулировать липосо-
мальные наноконтейнеры в пораженных органах
и тканях [106]. При этом использование магнит-
ных липосом позволяет преодолевать гематоэн-
цефалический барьер (ГЭБ). ГЭБ образуется эн-
дотелиальными клетками капилляров головного
мозга, удерживаемыми близко друг к другу плот-
ными соединениями, что ограничивает парацел-
люлярный транспорт терапевтических средств.
Таким образом, лекарственные препараты могут
быть доставлены через ГЭБ только либо потому,
что они обладают высокой липофильностью, ли-
бо потому, что они способны использовать есте-
ственные транспортеры организма, ведущие к
внутриклеточному транспорту в мозге. При при-
ложении внешней магнитной силы для доставки
магнитных наночастиц в мозг частицы будут про-
никать через ГЭБ и далее в мозговую ткань. Ис-
следования безопасности такого перемещения
частиц через ГЭБ или нейроны не показали ника-
ких цитотоксических эффектов, разрушения нерв-
ных волокон или влияния на функцию нейрон-
ных цепей [107].

Наличие пары Fe2+/Fe3+ в магнетите делает воз-
можным создание липосомальных наноконтейне-
ров, способных помимо целевой доставки осу-
ществлять дополнительное воздействие на опу-
холевые клетки за счет взаимодействия с
перекисью водорода и генерации радикалов ОН·.
Авторами [108] была предложена комплексная
липосомальная система, содержавшая компонен-
ты для химиотерапии, химиодинамической тера-
пии, терапии голоданием и синергетической тера-
пии магнитным наведением. В состав липосом бы-
ли включены: а) партенолид, способный
индуцировать апоптоз опухолевых клеток и потреб-
лять избыточный глутатион, тем самым повышая
эффективность химиодинамической терапии;
б) глюкозооксидаза, которая может потреблять
внутриопухолевую глюкозу, снижать рН и повы-
шать уровень H2O2 в опухолевой ткани. Интегри-
рованные в липосомы магнитные наночастицы
выполняют две функции − эффективно катализи-
руют превращение H2O2 в высокотоксичный гид-
роксильный радикал (·OH) и обеспечивают маг-
нитное наведение.

Усиление эффективности целевой доставки
магнитных липосомальных наноконтейнеров мо-
жет быть достигнуто дополнительной векториза-
цией – модификацией поверхности липосом
белками или антигенами, обеспечивающими
специфическое связывание липосом с клетка-
ми-мишенями [109].

Также важным свойством модифицированных
магнитными наночастицами липосом является воз-
можность выступать в роли контрастирующих аген-
тов в МРТ [86, 110]. Сами липосомы не обладают
контрастом, который можно увидеть на МРТ-
снимках. Использование данного метода позво-
ляет неинвазивно оценить распределение липо-
сомальных наноконтейнеров в различных органах.
Также данный метод позволяет оценивать кинетику
накопления липосомальных наноконтейнеров. С
помощью модифицированных магнитными на-
ночастицами липосом оценивают эффективность
активного нацеливания наноконтейнеров путем
модификации поверхности липидного бислоя спе-
цифическими лигандами, например, производ-
ными фолиевой кислоты, содержание рецепторов
на которую у опухолевых клеток повышена. В
комбинации с другими методами анализа, напри-
мер, флуоресцентной микроскопией, можно оце-
нить локализацию как наноконтейнера, так и до-
ставляемого лекарства. Так оценивают локализа-
цию противоопухолевого антибиотика доксору-
бицина, обладающего флуоресценцией [111].

Отдельно стоит выделить способность магнит-
ных наночастиц разогреваться при действии пе-
ременного магнитного поля, что позволяет созда-
вать очаги локального нагрева в области нахожде-
ния подвергаемых воздействию наночастиц-
гипертермии [112].

Магнитожидкостная гипертермия была впер-
вые предложена Гилкристом и его коллегами. Суть
процедуры заключается во введении магнитных
наночастиц непосредственно в определенную
ткань или орган с последующим воздействием на
эту область переменного магнитного поля, что, в
свою очередь, приводит к ее разогреванию до тем-
пературы 45–47°C и, как следствие, гибели кле-
ток. Скорость и предельные температуры нагре-
ва, как правило, зависят от состава наночастиц,
их формы, размера и концентрации. При этом
сам нагрев происходит за счет релаксационных
процессов. А скорость этих процессов симбатно
регулируется амплитудой и частотой переменно-
го магнитного поля [101, 113–115]. При фиксиро-
ванной частоте в 310 кГц липосомальные нано-
контейнеры, содержащие во внутренней полости
наночастицы маггемита со средним размером 12
нм, оказались способны к разогреванию окружа-
ющего раствора от 20 до 27°С при напряженности
магнитного поля 200 Э; до 40°С при напряженно-
сти магнитного поля 400 Э и до 50°С при напря-
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женности магнитного поля 800 Э. При этом ис-
пользование дисперсии магнитных наноастиц, не
включенных в липосомы, также приводило к по-
вышению температуры, но в значительно меньшей
степени [115]. По-видимому, это связано с локаль-
ной концентрацией наночастиц во внутренней по-
лости липосом.

В то же время было показано, что сильное воз-
действие переменного магнитного поля может
привести к неспецифическому нагреву областей
без наночастиц вследствие вихревых токов. С це-
лью исключить негативное воздействие на здоро-
вые ткани были установлены ограничения пара-
метров магнитного воздействия при терапии с
помощью гипотермии, вызываемой магнитными
наночастицами. Обычно рекомендуемые частоты
магнитного поля составляют 100–200 кГц при
магнитной индукции 20 мТл.

Способность магнитных наночастиц локально
повышать температуру при действии внешнего
магнитного поля используется для создания ли-
посомальных наноконтейнеров с контролируе-
мым высвобождением инкапсулированных пре-
паратов. В основе данного подхода лежит форми-
рование липосомальной мембраны из липидов,
претерпевающих фазовый переход при темпера-
туре 38°С и выше. При этом включение наноча-
стиц в мембрану приводит к снижению темпера-
туры фазового перехода липидов вследствие ло-
кального разупорядовачивания мембраны [116].
Авторами [117] было продемонстрировано, что ани-
зотропия магниточувствительных наночастиц,
включенных в липосомы, в значительной мере
усиливает эффект нагревания липидного бислоя.

Авторами [113] было продемонстрировано, что
использование липосом с магнитными наноча-
стицами, сформированными двухфазной систе-
мой Fe3O4 La0.75Sr0.25MnO3, загруженными антибио-
тиком – паклитакселом, значительно усиливает те-
рапевтический противоопухолевый эффект при
гипертермии, индуцированной внешним перемен-
ным магнитным полем, по сравнению с индиви-
дуальными магнитными липосомами и магнит-
ными липосомами, заполненными паклитакселом,
но без воздействия внешнего магнитного поля. При
этом стоит отметить, что противоопухолевое дей-
ствие гипертермии не такое эффективное по
сравнению с действием паклитаксела – при рав-
ных концентрациях липосом выживаемость опу-
холевых клеток линии L929 in vitro составила 70%
для магнитолипосом при действии переменного
магнитного поля, 50% для магнитолипосом, за-
полненных паклитакселом, без действия поля.
Кумулятивное применение магнитолипосом, за-
полненных паклитакселом, при воздействии маг-
нитного поля привело к тому, что выжило лишь
30% клеток. Отдельно стоит отметить данные по
экспериментам in vivo. Однократное введение до-

зы магнитолипосом с лекарством и использовани-
ем гипертермии привело к 2.5-кратному подавле-
нию роста опухоли у мышей, а двукратное введение
липосомального препарата привело к 3.6-кратному
подавлению роста опухоли. При этом магнитные
липосомальные наноконтейнеры успешно бы-
ли локализованы в области опухоли и не были об-
наружены в других органах мышей.

В работе [118] исследовали влияние воздей-
ствия переменного магнитного поля на липосо-
мы из ДПФХ, заполненные доксорубицином, со-
держащие магнитные частицы оксида железа на
внешней поверхности бислоя. Авторами отмече-
но, что наблюдалось частичное заглубление на-
ночастиц в бислой, однако, целостность липид-
ной мембраны не нарушалaсь. Воздействие
внешнего магнитного поля (202 кГц и 30 мT) не
привело к гибели клеток при использовании неза-
груженных антибиотиком липосом, в то время как
для системы, содержащей доксорубицин, наблю-
дался значительный эффект гибели опухолевых
клеток. Следует отметить, что цитотоксичность
таких липосом (при воздействии магнитного по-
ля) все равно оказалaсь меньше, чем цитотоксич-
ность неинкапсулированного доксорубицина.
Таким образом, главное преимущество данной
системы – это магнитоуправляемая локализация
антибиотика и его контролируемое высвобожде-
ние.

Контролируемое высвобождение лекарствен-
ного препарата из липосом, содержащих магнит-
ные наночатицы, можно осуществлять без индуци-
руемых фазовых переходов в липидной мембране, а
за счет механического нарушения целостности ли-
пидного бислоя или полного механического раз-
рушения липосом. Хомутовым с коллегами было
продемонстрировано, что модификация поверх-
ности липосом, сформированных из стеароил-
спермина и фосфатидилхолина наночастицами
магнетита, приводит к формированию коллоидно
стабильных липосом. Комплексы формируются
за счет взаимодействия фрагмента спермина с по-
верхностью наночастиц, не содержащих лигандов
(рис. 5). Такие липосомы способны инкапсули-
ровать доксорубицин и контролируемого высво-
бождать его при воздействии на суспензию ко-
роткочастотных импульсов [119, 120].

Структурная организация липосомальной мем-
браны существенно сказывается на эффективности
высвобождения инкапсулированных лекарств под
действием магнитного поля на наночастицы, вклю-
ченные в липидный бислой, и чем более упорядоче-
на исходная липидная мембрана: жидкокристалли-
ческая разупорядоченная, жидкокристаллическая
упорядоченная и гелеобразная, тем больше высво-
бождается гидрофильного содержимого из внут-
ренней полости во внешний раствор [121]. По-ви-
димому, это связано с релаксационными процесса-
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ми и подвижностью липидов в мембране, иными
словами способностью липидов быстро залечивать
формирующиеся в бислое дефекты.

Повышение эффективности действия магнито-
чувстивтельных липосомальных наноконтейнеров
может быть достигнуто за счет их дополнительного
концентрирования на коллоидном носителе, чув-
ствительнoм к воздействию ультразвука [122]. Та-
ким образом, при двойном воздействии магнита и
ультразвука повышается эффективность действия
инкапсулированного противоопухолевого ан-
тибиотика – доксорубицина, однако такое повы-
шение эффективности может быть связано не
столько с двойным воздействием, сколько с акку-
мулированием липосом на носителе, что было ра-
нее продемонстрировано авторами [123] – ли-
пoсомы, заполненные цисплатином, проявляли
цитотоксичность при аккумулировании на поли-
лактидных мицеллах, в то время как свободные
липосомы при той же концентрации липидов ци-
тотоксичности не проявляли.

Применение магниточувствительных 
липосом в тераностике

Уникальным свойством липосомальных нано-
контейнеров, модифицированных магнитными на-
ночастицами, является возможность их использо-
вания в тераностике – направлении медицины,
использующем лекарственные препараты, обес-
печивающие одновременную диагностику (обна-
ружение пораженных областей) и терапию (достав-
ка лекарства) [124]. Так, включение в липосомы, не-
сущие различные лекарственные молекулы и их
комбинации, наночастиц оксида марганца позво-
лило отследить с помощью МРТ распределение
наноконтейнеров в различных органах во време-
ни, эффективность накопления в опухолях, а так-
же зарегистрировать времена, через которые на-
блюдались уменьшения опухолевых областей.

Применение комбинации лекарственного пре-
парата и контрастирующего агента в липосомаль-
ном носителе может сказаться на эффективности
действия индивидуальных компонентов. Так, при-
менение фталоцианина цинка в качестве фо-
тосенсибилизатора способно увеличить эффек-
тивность контрастирования в МРТ ионов гадоли-
ния [125]. Однако природа этого эффекта
авторами не исследована. Включение наночастиц
маггемита в термочувствительные липосомы, в
которых для высвобождения инкапсулированно-
го доксорубицина использовали фототермическое
возбуждение лазером при 808 нм, позволило сни-
зить время, при котором наблюдалось взрывное вы-
свобождение антибиотика по сравнению с класси-
ческим нагреванием термочувствительных липо-
сом [111]. Для липосомальных тераностических
систем на основе оксида марганца и паклитаксела
как действующих веществ также было продемон-

стрировано кумулятивное повышение эффек-
тивности действия антибиотика [126]. Тераности-
ческая система обеспечивала более пролонгирован-
ное действие и бóльшую степень высвобождения
антибиотика, чем простая липосомальная форма
паклитаксела. При этом накопление липосомаль-
ного тераностического препарата в опухоли проис-
ходило дольше, чем для контрастирующего агента,
стабилизированного ПАВ, однако времена удержа-
ния контрастирующего агента в опухоли отлича-
лись практически в три раза (12 ч для стабилизиро-
ванного ПАВ MnO против 36 ч для липосомальной
формы).

Для создания липосом для тераностики могут
быть применены не только магнитные наноча-
стицы, но и ионы Gd3+. Сами ионы гадолиния яв-
ляются достаточно цитотоксичными, формиро-
вание хелатных комплексов с фосфолипидами,
встраиваемыми в мембрану липосом, например,
дистеароилглицерофосфоэтаноламин-N-диэти-
лентриаминпентауксусной кислотой, нивели-
рует эту токсичность [127].

Для тераностики возможна комбинация мето-
дов детектирования, например, сочетание МРТ и
флуоресценции, для этого в магниточувствитель-
ные липосомы вводят флуоресцентный краси-
тель, однако визуализация распределения липо-
сомальных наноконтейнеров in vivo уже не может
проводиться только неинвазивным методом и
требует хирургического вмешательства [128].

Повышение эффективности терапевтического
действия тераностических липосом может быть
достигнуто при дополнительном воздействии на

Рис. 5. Липосома, модифицированная наночастица-
ми магнетита. Схематическое изображение и микро-
фотографии атомно-силовой и просвечивающей
электронной микроскопии.
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липосомы, напрямую не затрагивающим вклю-
ченные магнитные наночастицы, например, сфо-
кусированное ультразвуковое воздействие, также
используемое для локальной гипертермии и обес-
печивающее более эффективное накопление на-
ноконтейнеров в опухолях за счет пассивного
транспорта через сосуды, расширенные в резуль-
тате воздействия ультразвука [129]. При этом осо-
бенно ярко эффект кумулятивного действия про-
является при наблюдении за действием лекарства
в течение длительного времени после одновремен-
ного воздействия переменного магнитного поля и
ультразвука. Также возможно придание тераности-
ческим липосомам на основе магнитных наноча-
стиц чувствительности к рН с целью увеличения
эффективности высвобождения лекарств в опу-
холевых областях с закисленной окружающей
средой [130]. Но для этого требуется еще одна ста-
дия модификации липосом рН-чувствительными
компонентами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Липосомы представляются одними из самых
безопасных и наиболее эффективных биоразла-
гаемых и биосовместимых наноконтейнеров, ко-
торые могут быть легко метаболизированы в орга-
низме. Подобные носители лекарственных средств
показали свою эффективность при лечении се-
рьезных заболеваний, в том числе онкологиче-
ских. Терапевтические преимущества противо-
опухолевых препаратов, инкапсулированных в
липосомы, включают снижение токсичности и по-
вышение эффективности лечения. Однако только
липосомального лекарственного средства-носите-
ля, нацеливающегося на опухолевые клетки с по-
мощью специфических лигандов, не всегда до-
статочно для достижения успешного лечения.
Липосомы способны реагировать на стимулы, что
делает их незаменимыми в терапии, ориентиро-
ванной на лечение конкретного заболевания. Ис-
пользование стимул-чувствительных липосом поз-
воляет достичь локализованного высвобождения
лекарственного препарата с минимальным си-
стемным воздействием. Актуальной современной
задачей представляется получение липосом, кото-
рые быстро реагируют на изменение стимула и вы-
свобождают большую часть заключенного во внут-
реннюю полость соединения за короткое время.
При разработке подобных систем следует учиты-
вать ограничения, связанные с возможной цито-
токсичностью модифицирующих липосому компо-
нентов. Не менее важно, чтобы липосомы, обеспе-
чив целевую доставку биоактивного вещества,
безопасно метаболизировались и/или выводились
из организма. При этом размер, поверхностный за-
ряд и функциональные группы, модифицирующие
липосому, должны поддерживать пролонгирован-
ную циркуляцию контейнера в кровотоке. Более

того, для липосомальных носителей, содержащих
несколько лекарственных носителей, крайне важно
управлять соотношением препаратов.

В настоящее время активно разрабатываются
комбинированные многофункциональные липо-
сомы, одновременно реагирующие на несколько
разных стимулов, такие как свет, pH, магнитное по-
ле, температура, окислительно-восстановительный
потенциал и др. Такие контейнеры могут быть в
перспективе использованы в персонализирован-
ной медицине, что приведет к существенному
улучшению качества жизни пациентов с серьез-
ными заболеваниями.

Липосомы являются одними из лучших средств
доставки биоактивных веществ, обладая рядом
преимуществ перед другими наноконтейнерами.
Несмотря на это, остается много вопросов, свя-
занных с внедрением подобных конструкций в
клиническую практику. Для перехода на крупно-
масштабное производство требуется проведение
серьезных исследований, включающих выбор ме-
тодики синтеза и оценки стоимости производ-
ства. Необходимо оценить специфичность и чув-
ствительность предложенного метода, детально
исследовать потенциальную безопасность и ток-
сичность продуктов биодеградации контейнера.
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Исследована корреляция между временем предварительной выдержки синтезированных по методу
Даффа ультрамалых наночастиц золота (НЧЗ) и структурными аспектами их взаимодействия с ча-
стицами холестерических жидкокристаллических дисперсий (ХЖКД) ДНК. Установлено, что “воз-
раст” НЧЗ в значительной мере определяет величину их деструктивного действия по отношению к
упорядоченной организации частиц ХЖКД ДНК. Наблюдаемый эффект может быть связан как с
постепенным совершенствованием кристаллической решетки (металлизацией) исследуемых НЧЗ,
так и с изменением во времени химии их поверхности.

Ключевые слова: жидкие кристаллы ДНК, круговой дихроизм, наночастицы золота, старение нано-
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ВВЕДЕНИЕ
Благодаря своим свойствам холестерические

жидкокристаллические дисперсии ДНК, получае-
мые методом psi-конденсации (также ψ; акроним
слов “Polymer and Salt Induced” [1]), имеют боль-
шой потенциал для решения фундаментальных и
практических задач биологии и медицины. С од-
ной стороны, они являются удобными модельны-
ми системами, поскольку плотная упаковка мо-
лекул ДНК в частицах ХЖКД в определенной
степени воспроизводит ее организацию in vivo [2–
4]. С другой стороны, psi-ДНК обладает выдаю-
щимся по интенсивности сигналом кругового ди-
хроизма (КД), который может как выступать мар-
кером тех или иных физических воздействий [5–
8], так и использоваться для обнаружения биоло-
гически активных соединений [9]. Более того, раз-
личные низкомолекулярные соединения, а также
наночастицы (НЧ) металлов можно целенаправ-
ленно интегрировать в частицы ХЖКД ДНК [10–
14], что позволяет значительно расширить функ-
циональные возможности последних. Впрочем,
введение таких агентов может оказывать негатив-

ное влияние на упорядоченную организацию моле-
кул ДНК. Так, например, в работах Евдокимова и
соавт. [15–17] продемонстрировано и подробно ис-
следовано деструктивное действие на частицы
ХЖКД ДНК ультрамалых НЧ золота, полученных
восстановлением ионов Au3+ хлоридом тетра-
кис(гидроксиметил)фосфония (ТГФХ) – так на-
зываемым методом Даффа [18, 19]. Изучению
этого явления посвящены и наши недавние рабо-
ты [20, 21].

Сопоставляя полученные нами результаты с
данными Евдокимова и соавт., можно заметить,
что несмотря на качественное сходство наблюда-
емых эффектов в их количественном выражении
наблюдаются расхождения. Так, например, мы
регистрировали весьма небольшое различие в ве-
личинах деструктивного действия НЧЗ в случае
их предварительной инкубации в заданной кон-
центрации с раствором ДНК и при введении в та-
кой же концентрации в готовую ХЖКД [21]. В то
же время Евдокимов и соавт. отмечали, что значе-
ния концентрации НЧЗ, при которых для этих
двух путей их введения в систему наблюдались

УДК 541.18;544.52
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близкие по величине эффекты, различались бо-
лее чем на порядок [17]. Мы полагаем, что такие
расхождения отчасти могут быть обусловлены со-
стоянием НЧЗ. Действительно, при анализе
опубликованных работ видны существенные раз-
личия в “возрасте” использованных НЧЗ. Напри-
мер, в работе Евдокимова и соавт. [16] использо-
вался гидрозоль НЧЗ, хранившийся после синте-
за около 2.5 мес, в то время как мы изучали либо
свежеприготовленные НЧЗ [21], либо их гидрозо-
ли возрастом более 6 мес [20]. При этом хорошо
известно, что свойства НЧ могут заметно изме-
няться в процессе их “старения” [22–24]. Этот
факт отмечали и для ультрамалых НЧЗ, синтези-
рованных по методу Даффа [25, 26]. Поэтому це-
лью настоящей работы являлось исследование
влияния возраста таких НЧЗ на их взаимодей-
ствие с молекулами ДНК в частицах ее ХЖКД.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для приготовления ХЖКД использовали ком-
мерческие препараты выделенной из молок
осетровых или лососевых рыб и деполимеризо-
ванной ультразвуком ДНК (Деринат®; (0.25–
0.5) × 106 Да; Техномедсервис, Россия) и полиэти-
ленгликоля (ПЭГ, 4000 Да; Sigma, США). Их рас-
творы готовили на основе водно-солевого буфе-
ра, содержащего 10–2 М NaH2PO4 и 0.3 M NaCl
(pH ≈ 7.4), а полученные после смешения этих
растворов образцы интенсивно перемешивали и
выдерживали при комнатной температуре до окон-
чательного формирования оптически активной
дисперсии. Содержание ПЭГ в конечной системе
было фиксированным и составляло 170 мг/мл
(17%), тогда как концентрацию ДНК варьировали
от 1.27 × 10–5 до 2.03 × 10–4 М (для определения ее
концентрации использовали значение коэффици-
ента экстинкции ε260 ≈ 6600 М–1 см–1). Индикато-
ром образования ХЖКД ДНК являлось появле-
ние на спектре КД интенсивной отрицательной
полосы (также называемой аномальной [27]) в
области длин волн λ = 260–280 нм.

Процедура синтеза исходных сферических
НЧЗ, средний размер которых непосредственно
после получения составлял ≈2.5 нм, а также мето-
ды анализа их характеристик детально описаны в
наших предыдущих работах [13, 14]. Были приго-
товлены три гидрозоля НЧЗ, которые после опре-
деления их исходных характеристик выдержива-
ли в холодильнике при температуре 4°C в течение
1, 6 и 12 мес (далее они обозначаются как золи I, II
и III соответственно). Затем эти золи были по-
вторно охарактеризованы и сразу же использова-
ны в эксперименте. Были рассмотрены два раз-
личных способа введения НЧЗ в систему: 1) рас-
твор ДНК в течение 20–30 мин инкубировали с
НЧЗ при комнатной температуре, после чего до-

бавляли в систему 34%-ный раствор ПЭГ в про-
порции 1 : 1, индуцируя образование ХЖКД, 2)
НЧЗ вносили в предварительно приготовленную
ХЖКД ДНК дробно (с шагом 20 мкл) с соблюде-
нием тех же условий инкубации, что и в первом
способе.

Регистрацию спектров поглощения НЧЗ, а
также определение концентрации ДНК проводи-
ли с помощью спектрофотометра UV-3101 PC
(Shimadzu, Япония) в прямоугольных кварцевых
кюветах сечением 1.0 см × 0.4 см. Спектры динами-
ческого рассеяния света (ДРС) гидрозолями I–III
регистрировали с помощью прибора Zetasizer Na-
no ZS (Malvern, Великобритания). Спектры КД
измеряли, используя дихрограф СКД-2, разрабо-
танный и произведенный в лаборатории лазерно-
спектрального приборостроения Института спек-
троскопии РАН [28], и кварцевые кюветы сече-
нием 1.0 см × 1.0 см. Спектры КД представляли в
виде зависимости разницы поглощения лево- и
правополяризованного света  от
длины волны λ. Для измерения кинетики форми-
рования аномального КД-сигнала ХЖКД ДНК рас-
творы ДНК и ПЭГ смешивали вручную непосред-
ственно в кюветном отделении дихрографа (“мерт-
вое время”, затраченное на перемешивание
полученной смеси, составляло 3–7 с). Эксперимен-
тальные данные обрабатывали с помощью уравне-
ния

(1)

Погрешность определения констант скорости
ki не превышала 10%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе исследованы синтезиро-

ванные методом восстановления ионов 
хлоридом ТГФХ по Даффу гидрозоли ультрамалых
сферических НЧЗ разного возраста: 1, 6 и 12 мес
(золи I, II и III соответственно). На рис. 1 пред-
ставлены результаты их анализа методом спек-
троскопии поглощения в УФ и видимой областях.
Известно, что спектр поглощения таких НЧЗ сра-
зу после приготовления обычно представляет собой
плавно спадающую в диапазоне от 190 до 1100 нм
кривую, а их старение сопровождается появлени-
ем широкой полосы с максимумом вблизи 500 нм,
свидетельствующей о возникновении у частиц
локализованного поверхностного плазмонного
резонанса [18, 25]. В полном соответствии с эти-
ми данными, в спектре золя I в данной области
наблюдается лишь незначительное увеличение
поглощения (кривая 1), в то время как для золя II,
возраст которого составляет 6 мес, интенсивность
этой полосы существенно возрастает (кривая 2), а
в случае золя III, хранившегося 12 мес, спектр ха-
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рактеризуется ярко выраженным плазмонным
пиком (кривая 3). Такое поведение спектра по-
глощения свидетельствует о постепенном совер-
шенствовании кристаллической решетки ультра-
малых НЧЗ, т.е. об их переходе из квазиметалли-
ческого состояния в металлическое [18, 29].
Отметим, что размеры НЧЗ (по данным ДРС – при-
мерно от 2.5 до 3.5 нм в золях разного возраста) поз-
воляют предположить возможность их встраивания
между холестерическими слоями ДНК в соответ-
ствии с существующей теорией [16], поскольку
расстояния между этими слоями, согласно имею-
щимся представлениям [30], должны составлять
от ≈4.9 до ≈3.2 нм.

Как было сказано выше, возможны два прин-
ципиально различающихся способа инкорпори-
рования НЧЗ в частицы ХЖКД ДНК: внесение
золя золота в готовую холестерическую диспер-
сию или предварительная инкубация раствора ДНК
с частицами золя с последующей psi-конденсацией
молекул нуклеиновой кислоты при добавлении
ПЭГ [17, 21]. На рис. 2 на примере НЧЗ возрастом
6 мес (золь II) сопоставлены данные об их де-
структивном действии на упорядоченную струк-
туру частиц ХЖКД ДНК при двух этих вариантах
введения в систему (концентрация ДНК в обоих
случаях составляла 1.35 × 10–4 М)1. Видно (рис. 2а),
что при обработке золем золота готовой диспер-
сии характерный для холестерической упаковки
ДНК аномальный сигнал КД частично сохраня-
ется даже в случае максимальной исследованной
концентрации НЧЗ, равной 19.33 × 10–8 М (хотя
его амплитуда и уменьшается при этом более чем
в четыре раза). В случае же предварительной ин-
кубации ДНК с НЧЗ наблюдается значительно
более сильное падение амплитуды КД-сигнала
формируемой затем ХЖКД. Так, уже при кон-
центрации НЧЗ, равной 12.42 × 10–8 М, его ин-
тенсивность составляет только около 5% от ис-
ходного значения, а при концентрации НЧЗ
14.25 × 10–8 М спектр КД очень похож на харак-
терную для изотропного раствора ДНК кривую с
разнонаправленными полосами с максимумами
вблизи 240 и 270 нм (рис. 2б). Зависимости интен-
сивности сигнала КД, нормированной на ее ис-
ходное значение, от концентрации НЧЗ золя II
для обоих вариантов их введения в ХЖКД показа-
ны на рис. 2в. Видно, что ход кривых отклоняется от
линейного, который в аналогичных координатах
ΔA/ΔA0–[H2O] или ΔA/ΔA0–[(CH3)2SO] (ΔA0 и
ΔA – значения амплитуды сигнала КД до и после

1 В случае предварительного контакта раствора ДНК с НЧЗ,
очевидно, корректнее говорить о той или иной степени их
препятствования образованию ХЖКД, а не о ее разруше-
нии. Однако использование термина “разрушение” позво-
ляет компактнее представлять и сопоставлять данные, по-
лученные при двух рассматриваемых способах включения
НЧЗ в частицы дисперсии ДНК.

обработки системы) характерен для случая разру-
шения холестерической упаковки ДНК за счет
уменьшения осмотического давления раствора
ПЭГ, стабилизирующего частицы дисперсии,
при разбавлении системы водой или
диметилсульфоксидом соответственно.

На рис. 3 сопоставлены результаты изучения
разрушения ХЖКД ДНК под действием НЧЗ всех
трех исследуемых золей при двух разных способах
их введения в систему. Эти данные представлены
в виде зависимостей от концентрации НЧЗ
([НЧЗ]) отношения ΔA0/ΔA, а также отношения
(ΔA0/ΔA)до/(ΔA0/ΔA)после, где нижние индексы
“до” и “после” указывают на введение НЧЗ в си-
стему до и после формирования ХЖКД.

Обратим внимание на вид кривых на рис. 3а,
демонстрирующем уменьшение интенсивности
аномального КД-сигнала относительно ее ис-
ходного значения при обработке НЧЗ готовой
ХЖКД ДНК. Для НЧЗ золей II и III результаты
близки: различия между кривыми 2 и 3 составля-
ют менее 10%. Ход обеих зависимостей почти ли-
неен, что хорошо согласуется с результатами на-
шей недавней работы, где были исследованы НЧЗ
схожего возраста [20]. Довольно хорошо согласу-
ются и соответствующие численные значения сте-
пени разрушения упорядоченной упаковки ДНК. В
случае золя I начальный участок зависимости
ΔA0/ΔA от [НЧЗ] тоже близок к линейному, одна-
ко, начиная с концентрации НЧЗ, равной при-
мерно 10.45 × 10–8 М, рост значений ΔA0/ΔA стано-
вится более интенсивным (см. кривую 1 на рис. 3а).
Такой ход этой зависимости аналогичен наблю-
давшемуся нами при изучении взаимодействия с

Рис. 1. Спектры поглощения использованных гидро-
золей золота разного возраста: 1 (1), 6 (2) и 12 мес (3).
Концентрация НЧЗ во всех случаях составляла
10.45 × 10–8 М. Спектры нормированы на величину
оптической плотности на длине волны λ = 300 нм.
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ХЖКД ДНК свежесинтезированных ультрамалых
НЧЗ [21].

Отметим, что в исследованном диапазоне кон-
центраций НЧЗ при данном способе их введения в
ХЖКД ДНК значения степени ее разрушения ча-
стицами золя I отличаются от соответствующих зна-
чений для частиц золей II и III не более чем на 25%.

В случае предварительной инкубации ДНК с
НЧЗ золей II и III результаты также оказались
близки между собой. Различия в значениях
ΔA0/ΔA составляют не более 20% (сравните кри-
вые 2 и 3 на рис. 3б), однако обе зависимости имеют
выраженный экспоненциальный характер. При
этом значения степени разрушения ХЖКД ДНК
для максимальной исследованной концентрации
этих НЧЗ более чем на порядок превосходят ве-
личины, полученные при обработке готовой дис-
персии (кривые 2 и 3 на рис. 3в). В то же время из-

менения в степени разрушения ХЖКД после
предварительного контакта ДНК с НЧЗ “свеже-
го” золя I по сравнению с регистрируемыми по-
сле обработки ими готовой ХЖКД весьма незна-
чительны (различия не превышают 15%, кривая 1
на рис. 3в). Как и в нашей недавней работе [21], в
этом случае зависимость ΔA0/ΔA от [НЧЗ] имеет бо-
лее продолжительный линейный участок (вплоть
до [НЧЗ] = 16.00 × 10–8 М, см. кривую 1 на рис. 3б),
чем при обработке готовой ХЖКД ДНК.

Таким образом, предварительная инкубация
ДНК с ультрамалыми НЧЗ достаточно большого
возраста способствует более сильной последую-
щей деструкции структуры частиц ее ХЖКД (точ-
нее, сильнее препятствует образованию соответ-
ствующей холестерической дисперсии). Кроме
того, полученные результаты позволяют предпо-
ложить, что свойства ультрамалых НЧЗ, получен-

Рис. 2. КД-спектры ХЖКД ([ДНК] = 1.35 × 10–4 М), измеренные в присутствии разных количеств НЧЗ возрастом
6 мес (золь II): (а) введение НЧЗ в готовую ХЖКД, (б) предварительная инкубация ДНК с НЧЗ. (в) Зависимости пи-
ковой интенсивности КД-полосы от концентрации НЧЗ при обработке ими готовой ХЖКД (1) и в случае их предва-
рительной инкубации с ДНК (2). Все значения ΔA нормированы на абсолютное значение амплитуды КД-сигнала для
соответствующего контрольного образца ХЖКД, не содержащего НЧЗ. Стандартные отклонения, рассчитанные по
трем независимым измерениям, не превышают 7%.
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ных по методу Даффа, весьма существенно транс-
формируются в первые 6 мес после синтеза (по
крайней мере, в части их взаимодействия с ДНК).
При этом помимо уже отмеченной металлизации
НЧЗ, обусловленной совершенствованием их кри-
сталлической структуры, может, очевидно, изме-
няться и химия их поверхности. Более подробный
анализ этих изменений, которые должны сказы-
ваться на взаимодействии НЧЗ с ДНК, явится це-
лью наших дальнейших исследований. А пока
можно сделать следующие предварительные вы-
воды. Во-первых, поскольку НЧЗ всех трех ис-
пользованных золей по данным ДРС весьма близ-
ки по размеру, они должны обладать примерно
одинаковой способностью проникать в микроча-
стицы заранее сформированной ХЖКД ДНК и
возмущать/разрушать их упорядоченную струк-
туру. Это в целом и демонстрирует рис. 3а. Во-
вторых, судя по рис. 3б, химия поверхности НЧЗ

возрастом 1 мес. еще заметно отличается от тако-
вой у НЧЗ большего возраста, причем таким об-
разом, что эти НЧЗ взаимодействуют с молекула-
ми ДНК существенно слабее, чем НЧЗ возрастом
6 и 12 мес, и, в отличие от них, значительно мень-
ше влияют на образование частиц ХЖКД. В то же
время поверхностные свойства НЧЗ золей II и III,
по-видимому, уже достаточно близки, что и обу-
славливает практически одинаковое их воздей-
ствие на формирование ХЖКД ДНК.

Еще одним фактором, который, по нашему
мнению, может обуславливать различия в вели-
чине деструктивного действия НЧЗ на ХЖКД
ДНК при двух разных способах их инкорпориро-
вания в эту систему, является концентрация са-
мой нуклеиновой кислоты. Известно, что размер
агрегатов ДНК, формируемых методом psi-кон-
денсации, зависит от ее молекулярной массы и

Рис. 3. Сопоставление зависимостей степени разрушения ХЖКД ДНК ([ДНК] = 1.35 × 10–4 М) от концентрации НЧ
исследуемых золей золота при их введении в готовую дисперсию (а) и в случае предварительной инкубации с ДНК (б).
(в) Отношение степеней разрушения холестерической микрофазы ДНК при этих двух способах введения НЧЗ в
ХЖКД. Номера кривых соответствуют НЧЗ разного возраста: 1 – золь I, 2 – золь II, 3 – золь III. Стандартные откло-
нения, рассчитанные по трем независимым измерениям, не превышают 7% (а, б) и 10% (в).
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концентрации в широких диапазонах значений
этих параметров [31]. В свою очередь, как пока-
зывает теоретический анализ [32], с увеличением
размера частиц ХЖКД интенсивность КД-сигна-
ла должна возрастать практически линейно, если
их структура (в частности, шаг холестерической
спирали) не изменяется. На рис. 4а представлены
КД-спектры образцов ХЖКД, приготовленных при
варьировании концентрации ДНК от 1.69 × 10–5 до
1.52 × 10–4 М. Видно, что увеличение содержания
нуклеиновой кислоты в системе приводит к воз-
растанию амплитуды аномальной полосы КД (этот
рост сопровождается батохромным смещением
полосы: при наименьшей исследованной кон-
центрации ДНК ее максимум наблюдается на
длине волны λ ≈ 262 нм, а при наибольшей – на
λ ≈ 269 нм). Представленные в наглядной графи-
ческой форме на рис. 4б эти спектральные данные
свидетельствуют, в частности, о том, что амплитуда

аномальной полосы КД является именно линейной
функцией содержания ДНК в системе. Поэтому с
учетом сказанного выше можно полагать, что в ис-
следованном концентрационном диапазоне, дей-
ствительно, изменяется количество нуклеино-
вой кислоты в составе микрочастиц ХЖКД за счет
изменения их размера (и, возможно, числа, см. ни-
же), но не структура самих микрочастиц.

От концентрации ДНК зависит и кинетика фор-
мирования ее ХЖКД. На рис. 4в приведены зави-
симости амплитуды аномального сигнала КД от
времени, записанные на длине волны λ = 270 нм
сразу после смешения растворов нуклеиновой
кислоты различной концентрации и раствора
ПЭГ. Кривые 1–4 хорошо описываются в рамках
двухэкспоненциальной модели, в то время как
кривые 5 и 6 имеют трехэкспоненциальный ха-
рактер. Соответствующие значения рассчитан-
ных по формуле (1) констант скорости k1, k2 и k3

Рис. 4. (а) КД-спектры образцов ХЖКД с различным содержанием ДНК: 1 – 1.69 × 10–5, 2 – 3.38 × 10–5, 3 – 5.06 × 10–5, 4 –
6.75 × 10–5, 5 – 8.44 × 10–5, 6 – 1.01 × 10–4, 7 – 1.18 × 10–4, 8 – 1.35 × 10–4, 9 – 1.52 × 10–4 М. (б) Зависимости амплитуды
сигнала КД (1) и положения его пика (2) от концентрации ДНК. Стандартные отклонения при определении амплитуды
сигнала, рассчитанные по трем независимым измерениям, не превышают 5%. (в) Зарегистрированные на длине волны
λ = 270 нм кинетические кривые формирования аномальной полосы КД при разной концентрации ДНК: 1 – 1.27 × 10–5,
2 – 2.53 × 10–5, 3 – 5.06 × 10–5, 4 – 1.01 × 10–4, 5 – 1.52 × 10–4, 6 – 2.03 × 10–4 М.
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суммированы в табл. 1. Отметим, что величина k1
изменяется по мере увеличения концентрации
ДНК по экспоненциальному закону, а k2 – по ли-
нейному. Исходя из полученных данных, а также
из существующих представлений о процессе фор-
мирования ХЖКД ДНК [33, 34], мы полагаем, что
с помощью спектроскопии КД удается наблюдать
две его стадии: активный рост частиц за счет при-
соединения молекул ДНК к зародышу (с констан-
той скорости k1) и упорядочение/перестройку холе-
стерических слоев в сформированных частицах (с
константой k2) [34]. Третья стадия, имеющая место
только при весьма высоких концентрациях ДНК,
представляет собой, по-видимому, агрегацию ча-
стиц дисперсии и может приводить к упомянуто-
му выше одновременному изменению числа и
размера микрочастиц нуклеиновой кислоты.

На рис. 5 в качестве примера сопоставлены за-
висимости нормированной интенсивности сиг-
нала КД для ХЖКД с различным содержанием

ДНК от концентрации НЧЗ (использовался золь
II возрастом 6 мес), полученные при двух различ-
ных способах их введения в систему. Видно, что
при обработке НЧЗ готовой жидкокристалличе-
ской дисперсии степень разрушения холестери-
ческой организации ее частиц практически не зави-
сит от концентрации ДНК: кривые 1–4 на рис. 5а
совпадают в пределах 15%. В то же время в случае
предварительной инкубации раствора ДНК с
НЧЗ их деструктивное действие на формируемую
затем ХЖКД заметно ослабевает с ростом кон-
центрации нуклеиновой кислоты в том же диапа-
зоне (рис. 5б), хотя в целом, как следует из сопо-
ставления рис. 5а и 5б, подавление НЧЗ аномаль-
ного КД-сигнала ХЖКД гораздо эффективнее
именно при их предварительном контакте с ДНК.

Согласно существующим представлениям, на-
рушение внутренней упаковки частиц ХЖКД ДНК,
наблюдающееся при введении НЧЗ в готовую дис-
персную систему, состоит в раздвижении и изме-
нении угла закрутки холестерических слоев, фор-

Таблица 1. Значения констант скорости, рассчитанные по экспериментальным кинетическим кривым, пред-
ставленным на рис. 4в

Номер кривой на рис. 4в [ДНК], М k1, с–1 k2, с–1 k3, с–1

1 1.27 × 10–5 2.00 × 10–3 4.72 × 10–4 –

2 2.53 × 10–5 3.61 × 10–3 5.32 × 10–4 –

3 5.06 × 10–5 6.02 × 10–3 5.85 × 10–4 –

4 1.01 × 10–4 1.76 × 10–2 7.01 × 10–4 –

5 1.52 × 10–4 3.28 × 10–2 7.74 × 10–4 6.67 × 10–3

6 2.03 × 10–4 4.88 × 10–2 8.93 × 10–4 4.69 × 10–3

Рис. 5. Зависимости интенсивности сигнала КД от концентрации НЧЗ золя II при обработке ими готовых ХЖКД (а)
и при их предварительном контакте с растворами ДНК (б). Концентрация нуклеиновой кислоты в обоих случаях со-
ставляла: 1 – 3.38 × 10–5, 2 – 6.75 × 10–5, 3 – 1.01 × 10–4, 4 – 1.35 × 10–4 М. Все значения ΔA нормированы на абсолют-
ные значения амплитуды КД-сигнала для соответствующих исходных ХЖКД, не содержащих НЧЗ. Стандартные от-
клонения, рассчитанные по трем независимым измерениям, не превышают 7%.
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мируемых молекулами ДНК [35]. В работе [36]
для обозначения этого механизма был предложен
термин “нематизация”. В случае же предвари-
тельной инкубации НЧЗ с ДНК происходит ис-
ключение отдельных молекул или их групп из
процесса формирования ХЖКД при последую-
щем добавлении ПЭГ. В работе [37] этот механизм
был описан как предотвращение взаимного “узна-
вания” молекул ДНК. Очевидно, что в последнем
случае увеличение соотношения [НЧЗ] : [ДНК]
должно сопровождаться усилением деструктивного
эффекта, как наглядно демонстрирует рис. 5б. Вме-
сте с тем, инвариантность степени разрушения упо-
рядоченной структуры частиц дисперсии относи-
тельно соотношения [НЧЗ] : [ДНК] при обработке
готовой системы, показанная на рис. 5а, является
весьма нетривиальной. Отметим здесь, что вкупе
с непосредственным воздействием НЧЗ на упа-
ковку ДНК в частицах ее ХЖКД при введении в
эту систему золя золота также имеет место разбав-
ление, а, следовательно, и уменьшение осмотиче-
ского давления раствора ПЭГ. Вместе с тем из-
вестно, что при помощи НЧЗ можно стабилизи-
ровать структуру жидкокристаллических систем
на основе ДНК [38]. В частности, эффект стаби-
лизации внутренней организации в присутствии
НЧЗ был ранее обнаружен и в случае разбавления
ХЖКД ДНК [39]. Таким образом, действие НЧЗ
на упорядоченную упаковку молекул ДНК в ча-
стицах ее ХЖКД представляется весьма много-
факторным, и понимание многих его аспектов
требует дальнейших исследований.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящей работе исследовано влияние вре-

мени предварительной выдержки (от 1 до 12 мес)
ультрамалых НЧЗ, синтезированных по методу
Даффа, на структурные аспекты их взаимодей-
ствия с частицами ХЖКД ДНК. Полученные ре-
зультаты весьма убедительно свидетельствует о
том, что “возраст” таких НЧЗ является суще-
ственным фактором, определяющим степень раз-
рушения упорядоченной упаковки молекул ДНК
в частицах ее ХЖКД. На основании полученных
данных можно сделать следующие выводы.

1. При обработке готовой дисперсной системы
различия в степени разрушения для НЧЗ разного
“возраста” выражены довольно слабо. При этом
для “выдержанных” НЧЗ эффект усиления степе-
ни разрушения ХЖКД в случае их предваритель-
ной инкубации с ДНК реализуется значительно
сильнее. Вместе с тем, существенных различий в
величине деструктивного эффекта для НЧЗ, вы-
держанных в течение 6 и 12 мес, в условиях прове-
денного эксперимента обнаружено не было.

2. Степень разрушения холестерической упа-
ковки ДНК при обработке НЧЗ готовой дисперс-
ной системы не зависит от концентрации нуклеи-

новой кислоты, в то время как в случае предвари-
тельной инкубации ДНК с НЧЗ эффект, напротив,
сильно зависит от ее содержания в системе.

3. В части взаимодействия с ДНК свойства
ультрамалых НЧЗ, полученных по методу Даффа,
весьма существенно трансформируются в первые
6 мес после синтеза. Это может быть обусловлено
как металлизацией НЧЗ вследствие совершен-
ствования их кристаллической структуры, так и
изменением химии их поверхности.
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1. ВВЕДЕНИЕ

Этопозид (ETP, рис. 1а), противоопухолевый
препарат широкого спектра действия, представ-
ляет собой производное 4'-деметилэпиподофил-
лотоксина (рис. 1б), растительного токсина, полу-
чаемого экстракцией из корней подофилла . Этопо-
зид был синтезирован в 60-е годы прошлого века
швейцарской компанией Sandoz Pharmaceuticals и в
1983 году вошел в клиническую практику под торго-
вым названием Вепезид® (Bristol-Myers Squibb) [1].
В настоящее время этопозид входит в перечень
ВОЗ основных лекарственных средств [2]. Основ-
ным его назначением является химиотерапия (пре-
имущественно в комбинации с другими цитоста-
тиками) герминогенных опухолей яичка и яични-
ков и мелкоклеточного рака легких (МРЛ).
Препарат применяют также при лечении других
видов рака, в том числе лимфогранулематоз, ост-
рого монобластного и миелобластного лейкозa и
пр. [3, 4].

Основной мишенью цитотоксического действия
этопозида является топоизомераза II – фермент,
необходимый для транскрипции, репликации и
сегрегации хромосом при делении клетки. Фор-
мирование тройного комплекса этопозида с ДНК
и топоизомеразой II в фазе активного клеточного

деления S и G2 приводит к торможению реплика-
ции ДНК, задержке пролиферации клеток и, как
следствие, к их апоптозу [5, 6].

Этопозид отличается низкой растворимостью
и относительно низкой кишечной проницаемо-
стью, то есть принадлежит к IV классу по системе
биофармацевтической классификации. Его био-
доступность при пероральном введении составляет
40–75% в зависимости от дозы; при этом фармако-
кинетические показатели отличаются высокой ин-
тер- и интраиндивидуальной вариабельностью, ко-
торая по некоторым данным достигает 35% [1, 7]
и затрудняет выбор оптимального режима лече-
ния. Внутривенное введение препарата позволяет
несколько снизить вариабельность (до 25% [7]);
однако из-за низкой растворимости этопозида в
воде (150–170 мкг/мл [8]) в состав внутривенной
формы Вепезида® (Вепезид®, концентрат для ин-
фузий, 20 мг/мл, Bristol-Myers Squibb) введены
растворители и солюбилизаторы, в том числе по-
лисорбат 80, вызывающий аллергические реакции.
Позднее была разработана водорастворимая форма
этопозида Этопофос® (Bristol-Myers Squibb). Это-
пофос – фосфат этопозида (рис. 1в) – представ-
ляет собой про-лекарство и при внутривенном
введении уже через 15 мин превращается в этопо-
зид. Хотя высокая растворимость Этопофоса в

УДК 544.77:615.2
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воде (20 мг/мл) позволила отказаться от солюби-
лизаторов и таким образом несколько снизить
побочные эффекты препарата и уменьшить объе-
мы инфузии [9–11], фармакокинетические пара-
метры и профиль токсичности Этопофоса и это-
позида практически одинаковы.

Как отмечено выше, этопозид занимает важ-
ное место в химиотерапии ряда опухолей, однако
его применение часто ограничено ввиду выражен-
ных побочных эффектов, наиболее серьезным из
которых является миелосупрессия (нейтропения и
тромбоцитопения) [6, 12]. Кроме того, применение
высоких доз этопозида связывают с повышенным
риском вторичных миелоидных лейкозов [13, 14].

Очевидно, что для снижения дозы лекарствен-
ного вещества (ЛВ) при сохранении эффектив-
ности лечения необходимо повышение его кон-
центрации в опухоли (то есть повышение селектив-
ности действия). Как показывают результаты
многочисленных исследований, повысить эф-
фективность доставки ЛВ в опухоль и снизить по-
бочные эффекты позволяет использование кол-
лоидных наноразмерных носителей. Первым и
наиболее известным представителем наноноси-
телей стали липосомы. Длительный опыт приме-
нения липосомальной формы противоопухолево-
го антибиотика доксорубицина свидетельствует о
его повышенной безопасности и переносимости
по сравнению с традиционными лекарственными
формами [15]. Среди альтернативных наносите-
лей особый интерес представляют наночастицы
из синтетических и природных полимеров. Эти
технологии отличает гибкость, обусловленная раз-
нообразием полимеров, применяемых для получе-
ния наноносителей. К достоинствам полимерных
наночастиц следует отнести стабильность и высо-
кую емкость, а также возможность получения
препаратов с контролируемой скоростью высво-
бождения ЛВ, возможность функционализации
поверхности и пригодность для различных путей

введения в организм, в том числе для перорально-
го и ингаляционного. Преимуществом полимер-
ных мицелл является легкость их получения. При
получении наночастиц и мицелл, предназначен-
ных для парентеральных путей введения, исполь-
зуют только биодеградируемые полимеры. Здесь
следует отметить, что с точки зрения фармацев-
тической технологии системы доставки ЛВ на ос-
нове наночастиц и других коллоидных наноноси-
телей являются лекарственными формами, пред-
ставляющими собой ЛВ, включенное в состав
субмикронных частиц (сформированных в дан-
ном случае из полимеров), и для введения их в
клиническую практику необходимо соответствие
требованиям фармакопей [16, 17].

Способность наноносителей доставлять ЛВ в
опухоль обусловлена различными механизмами.
Прежде всего, это патофизиологические особен-
ности некоторых опухолей, способствующие про-
никновению и накапливанию частиц (эффект EPR,
от англ. Enhanced Permeation and Retention). Кро-
ме того, важную роль играет захват наночастиц
циркулирующими в крови иммунными клетками,
которые затем проникают в окружение опухоли
(клеточно-опосредованный транспорт). В частно-
сти, клеточно-опосредованный транспорт в опу-
холь показан для липосом [18], полилактидных и
альбуминовых наночастиц [19]. Доставке в опу-
холь способствует также повышение времени
циркуляции инкапсулированных ЛВ в кровотоке;
для этого наночастицы покрывают гидрофильной
оболочкой, которая снижает их распознавание и
захват макрофагами, локализованными в органах
ретикулоэндотелиальной системы (РЭС) (так назы-
ваемый “стелс-эффект”). Следует отметить также
доставку ЛВ в опухоль с помощью наноносителей,
конъюгированных с биолигандом-вектором, спо-
собствующим их взаимодействию с рецепторами на
поверхности опухолевых клеток и последующей
интернализации (так называемый “активный
транспорт” ЛВ). В литературе описаны вектора раз-

Рис. 1. Структурные формулы этопозида (а), 4'-деметилэпиподофиллотоксина (б) и этопозида фосфата (в).
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личных типов, в том числе, пептиды (например,
проникающие в клетку RGD-пептиды [20, 21]
или аналог соматостатина октреотид [22]), лекти-
ны [23], молекулы витаминов – D3 [24] или фолат
[23] и др. Механизмы, контролирующие биораспре-
деление различных наночастиц в организме и
транспорт в опухоль, подробно освещены в обзорах
[18, 25–27].

Эффективность системы доставки/наносомаль-
ной лекарственной формы, профиль ее распределе-
ния в организме и биосовместимость во многом
зависят от физико-химических параметров носи-
теля, в том числе от размера и заряда (дзета-потен-
циалa) наночастиц и свойств поверхности (прежде
всего, от гидрофобности), а также от содержания
ЛВ и скорости его высвобождения. Все эти пара-
метры в значительной степени можно контроли-
ровать, выбирая подходящий тип наночастиц и
оптимальную технологию их получения [28–30].
Закономерности взаимосвязей между основными
параметрами наночастиц и их поведением в орга-
низме иллюстрирует 3-D диаграмма (рис. 2) [31].

Несмотря на важную роль этопозида в химио-
терапии рака, исследования систем его доставки
относительно немногочисленны в сравнении, на-
пример, с доксорубицином: так, в базе данных Med-
line поиск по ключевым словам “etoposide, delivery
systems” выявляет около 200 статей, а по словам
“doxorubicin, delivery systems” – более 8 тыс.
Тем не менее в литературе представлен широкий
спектр коллоидных систем доставки этопозида, в
том числе липосомы [32–34], различные типы
мицелл [22, 35], твердые наночастицы, включая
неорганические [36, 37], полимерные [38–41] и

липидные [42–45], а также более сложные систе-
мы “второго поколения”, такие как наночастицы
типа “ядро−оболочка” [46], системы со-доставки
этопозида в комбинации с другими противоопухо-
левыми агентами [47–52] и векторизованные систе-
мы [20]. Схематические изображения строения ос-
новных типов коллоидных носителей, использо-
ванных для доставки этопозида, приведены на
рис. 3.

Данный обзор посвящен системам доставки это-
позида на основе синтетических и природных по-
лимеров, в том числе твердых наночастиц и мицелл.
Основное внимание уделено исследованиям,
направленным на установлениe взаимосвязи между

Рис. 2. Корреляции между физико-химическими параметрами наночастиц, их биораспределением и биосоместимо-
стью. Основные независимые параметры: гидрофобность, диаметр наночастиц и дзета-потенциал. Зоны: красная –
риск повышенной токсичности, зеленая – вероятна хорошая биосовместимость. Мелкие положительно заряженные
наночастицы (красная зона), вероятно, будут токсичнее, чем более крупные гидрофобные наночастицы, которые
быстро выводятся из организма через органы РЭС (синяя зона). Для доставки в опухоль посредством эффекта EPR
наиболее пригодны отрицательно заряженные или нейтральные наночастицы размером 100–200 нм (зеленая зона)
(адаптировано по данным [31] с помощью Biorender.com).
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Рис. 3. Основные типы коллоидных носителей этопо-
зида: 1 – липосомы, 2 – полимерные мицеллы, 3 –
полимерные твердотельные наночастицы, 4 – нано-
частицы из твердых липидов, 5 – векторизованные
полимерные наночастицы с включенным ЛВ, 6 –
векторизованные полимерные мицеллы с включен-
ным ЛВ (рисунок создан с помощью Biorender.com).
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физико-химическими параметрами наноформ и
их поведением в организме, а также технологиче-
ским подходам, позволяющим контролировать эти
параметры.

2. НАНОЧАСТИЦЫ 
ИЗ СИНТЕТИЧЕСКИХ ПОЛИМЕРОВ

2.1. Наночастицы из полилактидов

Большинство описанных в литературе наносо-
мальных форм (наноформ) этопозида получены
на основе полилактидов, в частности, из сополи-
меров молочной и гликолевой кислот (PLGA, от
англ. Poly(Lactide-co-Glycolide) Acid). Благодаря
способности к биодеградации, биосовместимо-
сти и низкой токсичности PLGA, наночастицы на
его основе широко используются как носители
ЛВ [53, 54]. В организме полилактиды подверга-
ются гидролизу с образованием нетоксичных ме-
таболитов – молочной и гликолевой кислот. Для
получения лекарственных форм, как правило, ис-
пользуют полилактиды фармацевтического каче-
ства, наиболее известными из которых являются
полимеры марки Resomer® (Evonik Industries AG,
Германия) и Purasorb® (Corbion, Нидерланды).
Данные производители предлагают широкий ряд
полимеров с варьируемым молекулярным
составом, в том числе, c различными молярными
соотношениями лактида и гликолида (состав PL-
GA обычно 85/15, 75/25 или 50/50 мол/мол, соот-
ветственно), молекулярными массами и типoм
концевых групп (–СООН или –ОСН3). Варьируя
эти параметры, можно контролировать эффек-
тивность включения ЛВ, профиль его высвобож-
дения из наночастиц и скорость деградации по-
лимера. Основные способы получения наноча-
стиц PLGA – наноосаждение и гомогенизация
(эмульгирование) c последующим удалением рас-
творителя – подробно рассмотрены в обзорах [55,
56]. Размер получаемых частиц и эффективность
включения ЛВ зависят от параметров процесса, в
том числе от метода получения, молекулярной
массы PLGA и его строения, а также от соотноше-
ния ЛВ: полимер, концентрации и типа стабили-
затора и др. Подобные тенденции характерны для
большинства полимерных наночастиц [28–30]. Для
получения наноформ этопозида (ETP-PLGA) чаще
используют PLGA 50/50 и блок-сополимеры PLGA
с полиэтиленгликолем (PLGA-PEG’).

В методе эмульгирования органическая фаза
представляет собой раствор этопозида и PLGA в ди-
хлорметане, хлороформе или этилацетате, а водная
фаза содержит стабилизатор эмульсии (поверхност-
но-активное вещество, ПАВ). Обычно использу-
ют фармацевтические неионогенные полимер-
ные ПАВ, например, полоксамер 188 (блок-сопо-
лимер полиэтиленоксида и полипропиленоксида,
PEO80-PPO27-PEO80) [38, 57], поливиниловый

спирт (ПВС) [58, 59] или TPGS (D-α-токоферил
полиэтиленгликоль 1000 сукцинат) [58] и др. Од-
нако наночастицы можно получать и в присут-
ствии анионного ПАВ, такого как холат натрия [58].
Вначале путем ультразвуковой или механической
гомогенизации получают первичную эмульсию
(типа масло/вода), которую затем гомогенизиру-
ют под давлением для уменьшения размеров ка-
пель. В систематическом исследовании Yadav и
соавт. [59] увеличение количества циклов гомоге-
низации от 1 до 4 и повышение давления от 5000
до 10 000 пси привело к весьма значительному
уменьшению размеров наночастиц ЕТР-PLGA от
600 до 100 нм. При этом рост массового соотно-
шения ETP : PLGA от 1 : 10 до 1 : 4 приводил к
снижению эффективности включения этопо-
зида от ~80 до ~50%. Все частицы имели от-
рицательный дзета-потенциал в диапазоне от –15
до –30 мВ.

В лабораторных условиях наноосаждение (со-
осаждение) – простой и удобный метод получе-
ния наночастиц. Ограничением этой технологии
является сложность ее масштабирования [60].
Для получения наночастиц методом наноосажде-
ния раствор этопозида и PLGA в смешивающем-
ся с водой растворителе медленно прибавляют в
водную фазу, содержащую стабилизатор суспен-
зии. Так, соосаждение этопозида и PLGA из раство-
ра в ацетоне в водный раствор полоксамера 188
приводило к образованию узкодисперсных нано-
частиц ETP : PLGA размером 90–100 нм и дзета-
потенциалом порядка –30 мВ [46]. Авторы ис-
пользовали PLGA c различными мольными соот-
ношениями мономерных звеньев лактид/гликолид
(50/50, 75/25 и 85/15); массовое соотношение
ETP : PLGA составляло 1 : 10. Эффективность
включения этопозида возрастала по мере увели-
чения доли лактида (то есть по мере увеличения
гидрофобности полимера) от 58 до 78% соответ-
ственно. Содержание этопозида в наноформе при
этом также возрастало, однако оставалось низким
(<1.5% в/в). В работе Calewart и соавт. [57] содержа-
ние этопозида в полученных наноосаждением на-
ночастицах PLGA (50/50) удалось повысить до
7.3% в/в. Такой результат получен путем увеличе-
ния соотношения ETP : PLGA в реакционной смеси
до 6 : 10 в/в. Однако эффективность включения это-
позида при этом составила всего 13%.

Интересные результаты получили Saadati и со-
авт. [58]. Эти авторы сравнили влияние различ-
ных стабилизаторов (в том числе, ПВС, полокса-
мерa 188, холатa натрия и TPGS) в концентрациях
от 0.1 до 1% на эффективность включения этопо-
зида в наночастицы из PEG-PLGA, полученные пу-
тем наноосаждения и эмульгирования. В случае
эмульгирования наиболее эффективными (вклю-
чение >50%) оказались 0.3% ПВС и 0.1% TPGS, а
для наночастиц, полученных осаждением – 0.5%
ПВС. Однако в целом эмульгирование обеспечи-
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вало более эффективное включение этопозида.
Наилучший результат получен при одновремен-
ном использовании TPGS и ПВС: для обоих ме-
тодов эффективность включения превысила 80%,
а размеры наночастиц составляли 150–200 нм.

Как отмечалось выше, одним из основных па-
раметров наносомальной лекарственной фор-
мы/системы доставки, определяющих ее эффек-
тивность, является кинетика высвобождения ЛВ
из наночастиц. Именно от этого параметра зави-
сит, какое количество ЛВ будет доставлено в ор-
ган- или клетку-мишень [62]. Помимо перечис-
ленных выше технологических параметров, эф-
фективность включения ЛВ в наночастицу и
скорость его высвобождения зависят от сродства
молекулы ЛВ к полимеру [63]. При разбавлении
наносуспензии высвобождение ЛВ вначале про-
исходит путем его десорбции и диффузии из по-
лимерного ядра и лишь на поздних этапах
этот процесс зависит от скорости деградации поли-
мера [64]. Кинетику высвобождения ЛВ in vitro
определяют путем инкубации наночастиц при
37°С в модельных средах, имитирующих физио-
логические условия. Если наночастицы предна-
значены для внутривенного введения, то такими
условиями являются предельное разбавление
(sink condition) наносуспензии в среде, имити-
рующей плазму крови (обычно 0.9% раствор NaCl
или фосфатный буфер с рН 7.4) [65]. Поскольку это-
позид трудно растворим, в среду иногда добавляют
органические растворители или ПАВ, в том числе
метанол [39], альбумин [66] или полисорбат 80
[51]. Для определения количеств высвободивше-
гося и инкапсулированного этопозида наноча-
стицы отделяют методом диализа [39, 57–59, 66]
или центрифугированием [51]. В большинстве ис-
следований использовали метод диализа, при этом
данные о профиле высвобождения этопозида из на-
ночастиц PLGA (50/50) несколько противоречи-
вы. Так, в работах [66, 69, 70] наблюдали длитель-
ное высвобождение этопозида: 40–50% высво-
бождалось в течение 24 ч, при этом для полного
высвобождения требовалось от 12 [69] до 40 сут
[70]. В других исследованиях высвобождение это-
позида из аналогичных наночастиц в основном
завершалось в течение 48 ч [38, 39, 51]. Высвобож-
дение этопозида замедлялось при повышении со-
держания лактида в полимере: если наночастицы
из PLGA (50/50) высвобождали 50% этопозида за
1 час, то наночастицы из PLGA (75/25) и PLGA
(85/15) удерживали 50% этопозида уже в течение 5 и
15 ч соответственно [38]. Этот феномен, вероят-
но, объясняется повышением сродства этопозида
к полимеру с увеличением его гидрофобности.
Упомянутое выше сочетание ПВС и TPGS не
только повысило эффективность включения это-
позида в наночастицы PEG-PLGA, но и значитель-
но замедлило время его высвобождения (c 48 ч до 3
и 8 сут для наночастиц, полученных осаждением

и эмульгированием соответственно) [58]. Авторы
предположили, что роль TPGS заключается не
только в стабилизации эмульсии, но и в повыше-
нии сродства этопозида к полимеру. Добавление
липидного компонента трикаприна (глицерин
трис(деканоат)), напротив, ускорило высвобож-
дение этопозида из микросфер PLGA [71].

Известно, что фармакокинетические парамет-
ры наночастиц зависят от их геометрических пара-
метров и свойств поверхности. Покрытие поверх-
ности наночастиц нейтральными ПАВ, которые со-
здают гидрофильную оболочку и препятствуют
адсорбции белков-опсонинов, опосредующих
захват наночастиц макрофагами (так называемая
“стерическая стабилизация” или “стелс-эффект”),
снижает клиренс (скорость элиминации из плаз-
мы крови) и накопление в органах ретикулоэндо-
телиальной системы [72]. Повышению времени
циркуляции наночастиц способствует также умень-
шение их размеров.

Действительно, по данным Yadav и соавт. даже
незначительное уменьшение размеров наночастиц
PLGA, нагруженных радиоактивно меченным это-
позидом (99mTc-ETP), от 160 до 105 нм приводит к
снижению его накопления в печени, селезенке и
легких и увеличению времени циркуляции (через
24 ч в плазме крови мышей найдено 1.08 и 3.98%
введенной дозы соответственно) [73]. Стериче-
ская стабилизация поверхности с помощью кова-
лентно связанного с наночастицами PEG (ETP-
PLGA-mPEG) или путем покрытия наночастиц
полоксамером 188 (ETP-PLGA-P188) еще более
эффективна: при внутривенном введении кон-
центрации 99mTc-ETP в крови мышей через 24 ч
достигали ~20% введенной дозы, при этом накоп-
ление в органах РЭС снизилось в 2–3 раза по
сравнению с немодифицированными наночасти-
цами [73]. Наночастицы из PLGA (85/15) разме-
ром 105 нм не только повысили время циркуля-
ции этопозида (99mTc-ETP: AUC0–∞ – 57.76% A ч/г,
Cl – 1.73 г/ч; 99mTc-ETP-PLGA: AUC0–∞ –136.97%
A ч/г, Cl – 0.73 г/ч), но и, подчиняясь эффекту
EPR, обеспечили значительное – почти
четырехкратное по сравнению со свободным
ЛВ – увеличение его концентрации в подкожно
имплантированной мышам лимфоме Далтона
(~9% дозы) [74].

Противоопухолевый эффект наноформ ETP-
PLGA, к сожалению, остается малоизученным. В
исследовании [69] противоопухолевый эффект
наночастиц ETP-PLGA лишь незначительно пре-
вышал эффект свободного этопозида: индекс тор-
можения роста опухоли, индуцированной подкож-
ной имплантацией клеток лимфолейкоза Р388 у
мышей, составлял 88 и 75% соответственно. Пре-
параты вводили внутрибрюшинно, что, по-види-
мому, и является причиной низкой эффективности
наночастиц, поскольку такой способ, в отличие от
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внутривенного, не позволяет обеспечить их на-
копление в периферической опухоли за счет эф-
фекта EPR [75, 76].

В то же время результаты многих исследова-
ний in vitro свидетельствуют о том, что включение
этопозида в наночастицы не только не снижает
его цитотоксичность в отношении различных
опухолевых клеток, но в ряде случаев позволяет ее
повысить [57, 59, 66, 70]. Так, значения IC50 (кон-
центрация, при которой погибает 50% клеток) для
ETP-PLGA, ETP-PLGA-mPEG и ETP-PLGA-P188
в отношении клеток мышиного лейкоза L1210 со-
ставляли 6.2, 4.8 и 5.4 мкМ соответственно; при
этом IC50 свободного этопозида была значитель-
но выше – 18 мкМ. Клетки рака простаты челове-
ка DU145 менее чувствительны к этопозиду, од-
нако и в этом случае наноформы проявили бóль-
шую активность: значения IC50 для ETP-PLGA,
ETP-PLGA-mPEG и ETP-PLGA-P188 составляли
75.1, 60.1 и 71.3 мкМ соответственно, против
98.4 мкМ для свободного ETP [59]. Аналогичная
тенденция отмечена в работе [58]: включение это-
позида в наночастицы PLGA значительно повы-
шалo его цитотоксичность в отношении клеток
глиом крысы С6 и F98. Цитотоксичность нена-
груженных наночастиц PLGA (плацебо) была
низкой.

Можно полагать, что усиление цитотоксиче-
ского действия при включении этопозида в нано-
частицы объясняется повышением его внутри-
клеточной концентрации в результате эффектив-
ного захвата наночастиц PLGA клетками
путем эндоцитоза [59, 77]. Интересно, что в услови-
ях in vivo модификация поверхности наночастиц
РLGA полоксамером 188 и PEG позволила суще-
ственно оптимизировать фармакокинетику это-
позида за счет снижения их захвата макрофагами
РЭС; однако в опытах in vitro такая модификация
не приводит к снижению цитотоксичности этих
наноформ по сравнению с немодифицированны-
ми частицами, то есть, по-видимому, не влияет на
захват наночастиц опухолевыми клетками.

Исследования наноформ этопозида на основе
PLGA не остались в стороне от актуальных тен-
денций фармацевтической нанотехнологии, та-
ких как использование систем для одновремен-
ной доставки двух ЛВ (со-доставка) и носителей,
конъюгированных с молекулами-векторами.

2.2. Векторизованные наночастицы PLGA

Kuo и соавт. [78] синтезировали наносистему,
снабженную двумя векторами, для доставки этопо-
зида в мозг. Следует отметить, что этопозид ограни-
ченно проникает в мозг, поскольку является суб-
стратом АТФ-зависимых трансмембранных бел-
ков-транспортеров (в том числе Р-гликопротеина и
белков множественной лекарственной устойчиво-

сти MRP1 и MRP3), которые препятствуют его про-
никновению через гематоэнцефалический барьер
(ГЭБ) [79]. Векторы – лактоферрин (молочный бе-
лок из семейства трансферринов) и фолат – обеспе-
чивают рецептор-опосредованный эндоцитоз на-
ночастиц эндотелиальными клетками, формирую-
щими ГЭБ [80], и таким образом способствуют
проникновению этопозида в мозг, минуя АТФ-за-
висимые транспортеры. Оба вектора, кроме того,
способствуют проникновению наночастиц в клет-
ки глиомы, гиперэкспрессирующие рецепторы к
фолату и лактоферрину. Гибридные липид-поли-
мерные наночастицы, состоящие из PLGA (85/15) и
1,2-дистеароил-sn-глицеро-3-фосфоэтаноламин-N-
[карбокси-PEG-2000] (DSPE-PEG (2000)-COOH),
получали эмульгированием в присутствии это-
позида; эмульсию стабилизировали катионным
ПАВ – дидодецилдиметиламмоний бромидом
(DMAB). Размер наночастиц составлял ~180 нм,
дзета-потенциал – ~70 мВ. Фолат и лактоферрин
конъюгировали с наночастицами карбодиимид-
ным методом. Двойная векторизация позволила в
два раза увеличить коэффициент проницаемости
наночастиц через монослой эндотелиальных кле-
ток капилляров мозга человека HBMECs (in vitro
модель ГЭБ) по сравнению с обычными PLGA-
PEG наночастицами и повысила их цитотоксич-
ность в отношении клеток глиомы U87MG (сни-
жение жизнеспособности на 80%) вследствие бо-
лее эффективного захвата наночастиц клетками.

Godse и соавт. [81] изучали действие наноча-
стиц ETP-PLGA, модифицированных галактози-
лированным хитозаном, на клетки злокачествен-
ной опухоли сетчатки глаза (ретинобластомы) че-
ловека Y-79, которые экспрессируют рецепторы к
сахарам, в том числе к маннозе и галактозе. После
адсорбции галактозилированного хитозана раз-
мер наночастиц составлял 150–160 нм, дзета-по-
тенциал – ~25 мВ, эффективность включения –
~70%. Модификация наночастиц позволила по-
высить их накопление в клетках Y-79 (до 70% про-
тив 40% для немодифицированных частиц), однако
не привела к увеличению их цитотоксичности.

2.3. Наночастицы для доставки двух ЛВ 
(системы со-доставки)

Концепция систем со-доставки ЛВ основана
на гипотезе о возможности повысить эффектив-
ность химиотерапии путем одновременной достав-
ки в опухолевую клетку двух активных веществ с
различными механизмами действия; при этом наи-
большая эффективность будет достигаться в слу-
чае их синергетического действия [82].

Maleki и соавт. [50] разработали метод получе-
ния наночастиц из mPEG-PLGA 50/50, содержа-
щих этопозид и паклитаксел (ETP-PTX-PLGA).
Если основной механизм цитотоксического дей-
ствия этопозида – это ингибирование топоизоме-
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разы II, то паклитаксел стимулирует сборку микро-
трубочек и ингибирует их динамическую реоргани-
зацию, нарушая митотическую функцию клетки.
Наночастицы, полученные наноосаждением в при-
сутствии полисорбата 80, имели размер ~150 нм и
отрицательный дзета-потенциал (−22 мВ); сум-
марное содержание ЛВ составляло ~8% в/в. Ско-
рость высвобождения паклитаксела и этопозида
была примерно одинаковой (48 и 40% через 24 ч и
92 и 85% через 144 ч соответственно). Цитоток-
сичность наночастиц ETP-PTX-PLGA в отноше-
нии клеток глиом человека (U87) и крысы (С6)
in vitro лишь незначительно превышала показатели
свободных ЛВ и их моноформ. В то же время in vivo
эта комбинированная наноформа проявила
значимый противоопухолевый эффект: средняя
продолжительности жизни животных, получав-
ших ETP-PTX-PLGA, была выше, чем в груп-
пах, получавших комбинации свободных ЛВ и их
наноформ (46, 69 и 76 дней соответственно). Бо-
лее того 40% (2/5) животных, получавших внут-
ривенно наночастицы ETP-PTX-PLGA, прожили
более 100 дней, тогда как животные, получавшие
комбинации свободных ЛВ и их моноформ, про-
жили не более 65 дней [50].

В исследовании [51] наночастицы из PLGA
50/50, содержащие этопозид, а также комбини-
рованные наночастицы, содержащие этопозид и
паклитаксел, были получены методом эмульги-
рования под давлением в присутствии ПВС. Для
повышения эффективности включения этопози-
да в наночастицы PLGA авторы использовали его
гидрофобное производное (4'-O-бензилоксикар-
бонил-этопозид, ETP-cbz), которое расщепляется
под действием эстераз и таким образом является
про-лекарством. Размер наночастиц, содержа-
щих оба ЛВ, составлял 95 нм, дзета-потенциал –
–26 мВ, суммарное содержание ЛВ – ~8% в/в.
Цитотоксичность наночастиц оценивали на па-
нели клеток опухолей мозга мыши и человека. Наи-
более чувствительными оказались клетки опухолей
мыши – нейробластомы Neuro 2A и глиомы GL261
(IC50 0.053 и 7.1 мкМ соответственно); для клеток
GL261 был отмечен синергетический эффект это-
позида и паклитаксела (индекс синергизма 0.9).

Противоопухолевую активность наночастиц из
mPEG-PLGA, нагруженных этопозидом и циспла-
тином (размер ~70–80 нм, дзета-потенциал ~–2 мВ),
изучали на моделях немелкоклеточного рака лег-
ких человека H460 и метастазирующей карцино-
мы легких мыши 344SQ в сочетании с лучевой те-
рапией [14]. Торможение роста опухоли было
наиболее выраженным у животных, получавших
комбинированную наноформу. Одновременное
введение этопозида и цисплатина в свободном
виде или в виде наночастиц, нагруженных одним
из ЛВ, было менее эффективным.

Наноформа может также улучшить биодоступ-
ность этопозида при пероральном введении. Воз-
можной причиной низкой биодоступности может
быть высокая экспрессия Р-гикопротеина в мик-
роворсинках тонкого кишечника, которая пре-
пятствует абсорбции этопозида из энтероцитов.
Действительно, включение этопозида в наночасти-
цы PLGA совместно с ингибитором Р-гликопроте-
ина кверцетином (EQNP) существенно улучшило
фармакокинетические показатели этопозида при
пероральном введении мышам [83]. Наночастицы
EQNP размером 280 нм (дзета-потенциал –22 мВ)
содержали этопозид и кверцетин в соотношении
1 : 10 в/в. По сравнению с препаратом Этозид
(этопозид в мягких желатиновых капсулах) эти
наночастицы обеспечили четырехкратное увели-
чение интегрального показателя AUC и более чем
в два раза повысили максимальную концентра-
цию этопозида в плазме Cmax. Наночастицы, на-
груженные этопозидом без кверцетина, показали
промежуточные значения.

Более сложную систему доставки для химиоте-
рапии лекарственно-резистентного мелкоклеточ-
ного рака легких (МРЛ), сочетающую оба подхо-
да, разработали Huang и соавт. [21]. В качестве
противоопухолевых агентов использовали этопо-
зид и малую интерферирующую РНК (siPIK3CA),
которая селективно ингибирует экспрессию гена
PIK3CA и таким образом блокирует пролифера-
цию клеток МРЛ. Ввиду лабильности siRNA, на-
ночастицы из PLGA-PEG нагружали по отдель-
ности siPIK3CA и этопозидом. Для нацеливания
в клетки опухоли использовали два лиганда-век-
тора: антагонист G (A) – синтетический антагонист
нейропептидов, который блокирует гастрин-вы-
свобождающий пептид и таким образом ингиби-
рует рост клеток МРЛ, и проникающий в
клетку пептид TAT (T). Лиганды конъюгирова-
ли с PLGA-PEG карбодиимидным методом.

Ненагруженные наночастицы всех типов име-
ли сферическую форму и размер ~170 нм (рис. 4)
и положительный дзета-потенциал (24–35 мВ).
Наночастицы с двумя векторами ETP-PLGA-A/T
и siRNA-PLGA-A/T, полученные методом эмуль-
гирования (м/в и в/м/в соответственно), имели
размер ~200 нм и положительный дзета-потенци-
ал 35–40 мВ.

Цитотоксичность этих наночастиц в отноше-
нии клеток МРЛ человека H69, экспрессирую-
щих белок CD133 (маркер опухолевых клеток),
была заметно выше по сравнению с наночастица-
ми, модифицированными одним вектором, или
свободными ЛВ (этопозидом и комплексом siRNA
c полиэтиленимином). При совместном воздей-
ствии ETP-PLGA-A/T и siRNA-PLGA-A/T на клет-
ки H69 (CD133+) наблюдался синергетический
эффект (индекс синергизма <1).
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2.4. Наночастицы из поли-ε-капролактона

Поли-ε-капролактон (PCL) – синтетический
алифатический полиэфир, который широко ис-
пользуют в медицине и биомедицинских исследо-
ваниях, в том числе для получения нано- и микро-
размерных систем доставки [84]. По сравнению с
полилактидами, PCL отличается более высокой
гидрофобностью и значительно меньшей скоро-
стью биодеградации [80]. В работе [38] наночасти-
цы из PCL, нагруженные этопозидом (ETP-PCL),
получали методом эмульгирования в присутствии
полоксамера 188; размер частиц составлял ~250 нм,
дзета-потенциал около –28 мВ. Как отмечалось
выше, эффективность включения и скорость вы-
свобождения этопозида из наночастиц PLGA воз-
растает с увеличением гидрофобности полимера-
носителя. Параметры более гидрофобных нано-
частиц из PCL логично дополняют последова-
тельность ETP-PCL > ETP-PLGA (85/15) > ETP-
PLGA (75/25) > ETP-PLGA (50/50), где эффектив-
ность включения снижается от 80 до 58%, а время

высвобождения 50% включенного этопозида – от 25
до 5 ч [38]. Аналогичная тенденция наблюдалась и
для нагруженных этопозидом микросфер из PCL,
PLGA (75/25) и PLGA (50/50) [86].

Высокая гидрофобность наночастиц ETP-PCL
оказала влияние и на их фармакокинетику у мы-
шей: по сравнению с наночастицами ETP-PLGA
(85/15) более гидрофобные наночастицы ETP-PCL
быстрее выводились из кровотока (AUC0−∞, % ч:
34.57 и 25.68; Cl, мл/мин: 2.89 и 3.90 соответ-
ственно) [38]. Эта разница может объясняться бо-
лее активной опсонизацией наночастиц ETP-PCL,
опосредующей их быстрый захват макрофагами ор-
ганов РЭС. Быстрому захвату наночастиц ETP-PCL
макрофагами может способствовать и их бόльший
по сравнению с ETP-PLGA (85/15) размер (257 нм
и 105 нм соответственно). Интересно, что нано-
частицы ETP-PLGA (85/15) в большей степени
накапливались в печени, а ETP-PCL – в селезен-
ке. Оба типа наночастиц значительно продлили
время циркуляции этопозида.

Рис. 4. Микрофотографии наночастиц: (а) PLGA-PEG, (б) PLGA-PEG-AG, (в) PLGA-PEG-TAT и (г) PLGA-PEG-A/T
(просвечивающая электронная микроскопия, масштаб: 100 нм) (перепечатано из [21] с разрешения MDPI, Copyright
© (2020) by the authors (CC BY 4.0 open access).

(a) PLGA-PEG наночастицы (б) PLGA-PEG-AG наночастицы

(в) PLGA-PEG-TAT наночастицы (г) PLGA-PEG-A/T наночастицы

100 нм

100 нм

100 нм

100 нм
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Kuo и соавт. [87] синтезировали сложную век-
торизованную систему для доставки этопозида в
мозг на основе PCL, используя стратегию, разра-
ботанную ими ранее для наночастиц на основе
PLGA [42] и твердых липидов [43]. В качестве век-
торов в данном случае были выбраны лектин пше-
ницы (wheat germ agglutinin, WGA) и фолиевая кис-
лота (F); оба вектора способствуют проникнове-
нию наночастиц в эндотелиальные клетки и клетки
глиомы. Гибридные наночастицы, состоящие из
амфифильных диблок-сополимеров PEG-PCL
с молекулярной массой 9.5 кДа (MPEG114-PCL40)
или 14.5 кДа (MPEG114-PCL84) и липидного компо-
нента DSPE-PEG (2000)-COOH, получали эмуль-
гированием в присутствии неионогенного ПАВ –
полоксамера 407 (Pluronic® F127). Наночастицы
конъюгировали с векторами карбодиимидным
методом с участием –СООН группы DSPE-PEG
(2000)-COOH. Этопозид включали в наночасти-
цы в процессе их формирования. Аналогично по-
лучали наночастицы, нагруженные доксоруби-
цином и кармустином (BCNU). Размер наноча-
стиц, модифицированных лектином и фолиевой
кислотой (наночастицы WFNP) составлял 150–
240 нм, дзета-потенциал был близок к нейтрально-
му (~5 мВ). В соответствии с отмеченными выше
корреляциями, в этом исследовании рост гидро-
фобности наночастиц (то есть увеличение моле-
кулярной массы PCL) также сопровождался по-
вышением эффективности включения этопозида
и снижением скорости его высвобождения. Соче-
тание двух векторов обеспечило наночастицам
WFNP преимущество по цитотоксичности в от-
ношении клеток глиобластомы человека U87MG и
скорости проникновения через ГЭБ (модель in vitro,
образованная совместной культурой клеток цере-
брального эндотелия, астроцитов и перицитов
человека) по сравнению с невекторизованными и
моно-векторизованными наночастицами. Взаи-
модействие наночастиц с рецепторами было под-
тверждено иммунофлуоресцентным методом. Та-
кие же корреляции наблюдались и для наночастиц,
нагруженных доксорубицином и кармустином.

2.5. Другие полимеры

Среди наноформ из других полимеров заслу-
живает упоминания векторизованная система на
основе гибридных полимер-липидных наноча-
стиц типа “ядро–оболочка” для доставки этопо-
зида в клетки гепатоцеллюлярной карциномы
HepG2 in vitro и in vivo [88]. Наночастицы из биоде-
градируемого полимера полибутилцианоакрилата,
нагруженные этопозидом (ETP-РВСА), получали
эмульгированием в присутствии поливинилпир-
ролидона, лецитина и холата натрия с последую-
щим удалением растворителя. Оболочка наноча-
стиц состояла из конъюгата бычьего сывороточ-
ного альбумина (BSA) с этилендиамином (E) и

гиалуроновой кислотой (HA). Гиалуроновая кис-
лота выполняла роль вектора к рецептору CD44,
экспрессируемому клетками HepG2 [89], а эти-
лендиамин обеспечивал положительный заряд
конъюгатов. Формирование системы происходи-
ло путем самосборки в результате электростати-
ческого взаимодействия между положительно за-
ряженным конъюгатом BSA-E-HA (PI 7.3–9.0) и
отрицательно заряженными полимерными нано-
частицами (дзета-потенциал ~–24 мВ); при этом
система сохраняла отрицательный дзета-потен-
циал около –14 мВ; размер частиц составлял
123 нм. Полученные таким образом наночасти-
цы, состоящие из ядра ETP-РВСА и оболочки из
конъюгата BSA-E-HA, высвобождали этопозид
in vitro в течение 10 ч. У мышей с подкожно имплан-
тированной карциномой HepG2 такие наночасти-
цы не только значительно пролонгировали время
циркуляции этопозида по сравнению с наноча-
стицами без оболочки и свободным этопозидом
(AUC0-∞ в плазме, ч мкг/мл: ~10.8; ~4.8; ~2.1 соот-
ветственно), но и повысили его концентрацию и
время удерживания в опухоли. Наночастицы ETP-
РВСА с оболочкой BSA-E-HA также проявили
более высокую противоопухолевую активность
по сравнению с другими группами, снизив темпы
роста опухоли и повысив уровень апоптоза. Этот
результат коррелировал с их более высокой цито-
токсичностью в отношении клеток HepG2 in vitro.

3. НАНОЧАСТИЦЫ ИЗ БИОПОЛИМЕРОВ
3.1. Сывороточные альбумины

Среди природных полимеров, используемых
для создания систем доставки ЛВ, важное место
занимает человеческий сывороточный альбумин
(HSA). Действительно, альбумин обладает мно-
гими свойствами идеального носителя: является
универсальным переносчиком многих молекул, в
том числе и ЛВ, нетоксичен и не иммуногенен,
кроме того, обладает высокой солюбилизирую-
щей способностью [90]. Этопозид хорошо связы-
вается с белками плазмы: в крови присутствует
всего около 4% несвязанного этопозида, что яв-
ляется хорошей предпосылкой для получения его
наносомальных форм на основе альбумина.

3.1.1. Наночастицы из альбумина, 
полученные без применения сшивающих агентов
Успешным примером применения наночастиц

из “несшитого” альбумина в качестве носителя
труднорастворимого ЛВ является препарат Аб-
раксан® (Celgene), представляющий собой нано-
агрегаты паклитаксела и альбумина, которые по-
лучают методом эмульгирования под давлением
без применения сшивающих агентов (nab®-техно-
логия, от англ. nanoparticle albumin bound). Этот
процесс позволяет получить устойчивую наносус-
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пензию с размером частиц ~130 нм, однако при раз-
бавлении агрегаты быстро диссоциируют до ча-
стиц размером ~10 нм (размер молекулы HSA). Тем
не менее роль альбумина в этом случае не ограни-
чивается поддержанием коллоидной стабильно-
сти системы; несмотря на быструю диссоциацию
nab®-наночастиц, он также играет роль вектора,
способствуя кавеолин-зависимому трансцитозу
ЛВ через эндотелий в периваскулярное простран-
ство путем взаимодействия с рецептором gp60 (аль-
бондин) на поверхности эндотелиальных клеток.
Кроме того, данные о преимущественном, по срав-
нению со свободным паклитакселом, накоплении
nab®-паклитаксела в опухолях предполагают, что в
перитуморальном пространстве альбумин мо-
жет связываться с гликопротеиновым рецепто-
ром SPARC (secreted protein acid and rich in cyste-
ine), гиперэкспрессия которого наблюдается в экс-
трацеллюлярном матриксе многих опухолей.

Сведений о доставке этопозида в опухоль в со-
ставе “nab-наночастиц” в литературе не имеется,
однако принцип nab-технологии применяли в ря-
де исследований для получения наноагрегатов
этопозида и сывороточных альбуминов - челове-
ческого (HSA) или бычьего (BSA).

Wang и соавт. [41] использовали принцип nab-
технологии для получения наноагрегатов этопо-
зида и BSA. Для получения наночастиц раствор
этопозида в смеси хлороформ-этанол гомогенизи-
ровали под давлением с водным раствором BSA;
органический растворитель удаляли под вакуумом.
Размер частиц, дзета-потенциал, эффективность
включения этопозида и его содержание в лиофи-
лизате составляли 182.3 нм, 22.18 мВ, 86.44 и
8.49% соответственно. Сравнение профилей био-
распределения свободного этопозида и нанофор-
мы ETP-BSA при внутривенном введении пока-
зали, что наноформа увеличивает поступление
этопозида в селезенку и легкие (AUCнано/AUCETP
4.61 и 2.92 соответственно), в то время как его по-
ступление в сердце и почки снижается. Примеча-
тельным также было снижение миелосупрессии в
группе, получавшей ETP-BSA: уровни лейкоци-
тов, эритроцитов и тромбоцитов были ближе к
контрольным значениям по сравнению со сво-
бодным этопозидом.

Плазменные альбумины HSA и BSA во многом
схожи, однако в случае HSA применение nab-тех-
нологии привело лишь к солюбилизации этопо-
зида; наноагрегаты при этом не образовывались
[51]. Методами спектроскопии и молекулярного
докинга установлено, что комплекс этопозида с
HSA образуется в результате его связывания с суб-
доменом HSA III (IB) [91]. В то же время извест-
но, что конформации BSA и HSA в водных рас-
творах различны (BSA имеет более жесткую кон-
формацию), что может отражаться на
способности субдоменов IB и IIIA этих белков

связываться с гидрофобными молекулами [92].
Действительно, использование про-лекарства
этопозида (4'-O-бензилоксикарбонил-этопозид,
ETP-cbz, см. выше), отличающегoся более высо-
кой гидрофобностью (растворимость ETP-cbz и
этопозида в воде 0.003 и 0.2 мг/мл соответственно),
позволило получить не только наноагрегаты ETP-
cbz-HSA, но и комбинированную наноформу,
содержащую ETP-cbz и паклитаксел (ETP-cbz-
PTX-HSA) в соотношении 1 : 1 (в/в). Полученные
наносуспензии лиофилизировали без добавления
криопротекторов. Размер всех наночастиц со-
ставлял 100–150 нм, дзета-потенциал –22 мВ. Сум-
марное содержание ЛВ в суспензии комбинирован-
ных наночастиц составляло 2 мг/мл. Цитоток-
сичность наноформ изучали на панели клеток
глиом мыши и человека. Значения IC50 одно-
компонентных наноформ ETP-cbz-HSA и РТХ-
HSA и свободных ЛВ совпадали. Для системы
со-доставки ETP-cbz-PTX-HSA показан синер-
гетический эффект ЛВ на клетках глиомы GL261 и
нейробластомы Neuro2A (индексы синергизма CI
0.9 и 0.56 соответственно). Цитотоксичность од-
нокомпонентных и комбинированных наноформ
ETP-cbz и паклитаксела на основе HSA и PLGA
(см. выше) в этом исследовании была примерно
одинаковой. Этот феномен интересен с точки
зрения выявления параметров, влияющих на по-
ведение наночастиц в биологических средах.
Действительно, несмотря на схожесть таких важ-
ных параметров, как размер и дзета-потенциал
(размер всех частиц 95–150 нм, дзета-потенциал –
от –22 до –27 мВ), наноформы на основе HSA и
PLGA при разбавлении в модельных средах ведут
себя по-разному: первая сразу высвобождает все
количество ЛВ, а вторая удерживает 95–85% в те-
чение первых двух часов и не менее 50% ЛВ в те-
чение 30 ч. Таким образом, хотя, как известно, при
введении в организм разница в скорости высвобож-
дения ЛВ из наночастиц существенно влияет на
фармакокинетику и профиль биораспределения
наноформ [62, 93], в условиях эксперимента по
определению цитотоксичности значимого раз-
личия между наноформами на основе HSA и PL-
GA не обнаружено: оба типа наночастиц в равной
степени обеспечили поступление этопозида в
клетки и воздействие на внутриклеточные мише-
ни.

3.1.2. Наночастицы из альбумина, 
полученные с помощью сшивающих агентов

Нагруженные этопозидом наночастицы на ос-
нове HSA (ETP-HSA) получают также путем де-
сольватации (коацервации) белка с последующей
сшивкой бифункциональными агентами. На ха-
рактеристики получаемых частиц влияют такие
параметры, как pH среды, концентрация HSA и
степень его сшивки. При разработке систем до-
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ставки этопозида на основе “сшитых” наноча-
стиц HSA использовали те же подходы, что и для
наноформ на основе синтетических полимеров,
то есть векторизацию наночастиц и разработку
систем, содержащих два ЛВ, для со-доставки.

Интересная система со-доставки этопозида и
изохинолинового алкалоида берберина на основе
нанокристаллов этопозида и “сшитых” наноча-
стиц HSA описана в работе [94]. Роль берберина,
ингибитора топоизомераз I и II и протеинкиназы
С и индуктора активных форм кислорода, заклю-
чалась в усилении цитотоксического действия
этопозида. Гибридную систему BER/ETP-HSA
(“2 в 1”) получали путем включения нанокри-
сталлов этопозида в альбуминовую наночастицу,
сформированную путем десольватации (коацер-
вации) альбумина этанолом в присутствии бербе-
рина. Для повышения стабильности наночастиц
альбумин “сшивали” бифункциональным аген-
том – генипином или глутаровым альдегидом (в
том числе, в присутствии нитрата цинка). Для на-
правленной доставки в опухоль альбумин конъюги-
ровали с двумя векторами-лигандами к рецепторам
на поверхности опухолевых клеток – аминофенил-
бороновой кислотой (лектиномиметик, APBA) и
маннозой (Mann) – для связывания с сиаловой
кислотой и D-манноза-связывающим лекти-
ном соответственно. Размеры векторизованных
(APBA–Mann–ETP-HSA) и невекторизованных
(BER/ETP-HSA) наночастиц составили 173 и
216 нм соответственно, содержание этопозида в
обоих случаях – около 14% в/в. Скорость высво-
бождения этопозида из наночастиц зависела от
типа сшивающего агента. В случае наночастиц с
двумя векторами, сшитых глутаровым альдеги-
дом, 20 и 50% этопозида высвобождалось за 10 и
70 ч соответственно; берберин высвобождался
быстрее. Противоопухолевую активность нано-
частиц изучали на модели карциномы легких мы-
шей, индуцированной внутрибрюшинным введе-
нием уретана. Преимущество векторизованных
наночастиц по сравнению со свободными ЛВ вы-
ражалось в значительном снижении числа и раз-
меров очагов в легких, а также в изменении уров-
ней экспрессии маркеров ангиогенеза (VEGF↓),
пролиферации (Ki67↓) и апоптоза (caspase-3↑),
свидетельствующих о торможении роста опухоли.
Противоопухолевый эффект был выше в случае
наночастиц APBA–Mann–ETP-HSA, конъюги-
рованных с двумя векторами. Наблюдалась также
тенденция к росту цитотоксичности в отношении
клеток аденокарциномы легких человека А549 в
ряду APBA–Mann–ETP-HSA > Mann-BER/ETP-
HSA > APBA-BER/ETP-HSA > BER/ETP-HSA
(через 24 ч инкубации снижение IC50 по сравнению
с этопозидом в 3.6, 3.0, 2.34 и 1.38 раза соответствен-
но).

3.2. Другие биополимеры

Особый интерес представляют технологии со-
здания векторизованных стимул-чувствительных
наночастиц, высвобождающих ЛВ только при воз-
действии определенного внешнего фактора (стиму-
ла). Такая технология позволяет значительно
повысить селективность действия системы до-
ставки. Факторами, влияющими на скорость вы-
свобождения ЛВ, могут быть присутствие во
внешней среде восстановителя или изменение
рН. Так, рН-чувствительные наночастицы сохра-
няют целостность и хорошо удерживают ЛВ в
кровотоке (рН 7.4), но разрыхляются, попав в
микроокружение опухоли, для которого характе-
рен ацидоз, и/или в лизосомы (клеточные орга-
неллы с кислой внутренней средой, рН 4.4–5.5).

Сложную гибридную рН/редокс-чувствитель-
ную наносистему для со-доставки siRNA-EZH2 и
этопозида в немелкоклеточную карциному лег-
ких A549 синтезировали Yuan и соавт. [20]. Поли-
мер-носитель получали взаимодействием окислен-
ного периодатом хитозана с полиэтиленимином;
затем к полученному графт-сополимеру (CP) через
дисульфидный мостик присоединяли липоевую
кислоту и активированные производные PEG и
циклического RGD-пептида (cRGDyC-PEG). В
такой системе хитозан-полиимин (CP) служил
основой и обеспечивал положительный заряд
для электростатического связывания siRNA.
Липоевая кислота выполняла функцию гидро-
фобного и редокс-чувствительного блока;
конъюгированный через спейсер RGD-пептид
(cRGDyC-PEG) служил вектором и пролонгиро-
вал время циркуляции наночастиц. Наночастицы
cPCPL/ETP получали методом упаривания рас-
творителя, прибавляя раствор этопозида в ди-
хлорметане к водному раствору полимера-носите-
ля; затем растворитель удаляли и добавляли siRNA.
Полученные таким образом наночастицы cP-
CPL/siRNA/ETP имели размер 111 нм, узкое рас-
пределение по размерам и дзета-потенциал ~7 мВ.
В присутствии восстановителя дисульфидных свя-
зей глутатиона (GSH) или при понижении рН
структура редокс-чувствительных наночастиц раз-
рыхлялась, что приводило к ускоренному высво-
бождению ЛВ (рис. 5).

Система со-доставки эффективно ингибировала
рост и метастазирование ортотопической (то есть
локализованной в легких) карциномы легких A549.
siRNA вызывала снижение экспрессии EZH2, ко-
торое, в свою очередь, не только приводило к
снижению миграционной активности и инвазив-
ности опухолевых клеток, но и усиливало цито-
токсический эффект этопозида путем регуляции
клеточного цикла. Вектор cRGDyC заметно уси-
ливал противоопухолевый эффект (рис. 6).

Известны также примеры получения нагружен-
ных этопозидом наночастиц с использованием дру-
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Рис. 5. (а) Схематическое изображение редокс-чувствительных наночастиц cPCPL/siRNA/ETP; (б, в) микрофотогра-
фии наночастиц при рН 7.4 и 5.3 в присутствии глутатиона (просвечивающая электронная микроскопия) (перепеча-
тано из [20] с разрешения Elsevier, Copyright© 2017).
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Рис. 6. Схема интернализации pH/redox-чувствительной наносистемы (cPCPL/siRNA/ETP NPs) для со-доставки siRNA
и этопозида в клетки опухоли. PEI-CS – графт-сополимер хитозан-полиимин, LA-ss – липоевая кислота, присоединен-
ная к PEI-CS через дисульфидный мостик (адаптировано из [20] с помощью Biorender.com).
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гих биополимеров, в том числе, лактоферрина [95] и
поли-3-гидроксибутирата [96], полимера бактери-
ального происхождения из ряда полигидроксиал-
каноатов.

4. CИСТЕМЫ ДОСТАВКИ НА ОСНОВЕ 
ПОЛИМЕРНЫХ МИЦЕЛЛ

Полимерные мицеллы представляют собой са-
моорганизующиеся в водной среде структуры ти-
па ядро–оболочка из амфифильных полимеров.
Ядро мицеллы, образованное гидрофобными бло-
ками полимера, служит наноконтейнером для ли-
пофильных соединений, а оболочка из гидро-
фильных блоков (корона) стабилизирует границу
раздела фаз между гидрофобным ядром и окружа-
ющей водной средой и обеспечивает защиту ми-
целлы от опсонизации в кровотоке, повышая ве-
роятность достижения мишени (опухоли) в ре-
зультате эффекта EPR. Свойства мицелл можно
регулировать, выбирая полимер с подходящим
гидрофильно-гидрофобным балансом, молеку-
лярно-массовыми характеристиками, солюбили-
зирующими и связывающими свойствами. Как
показывают многочисленные эксперименталь-
ные и теоретические исследования, солюбилиза-
ция соединения тем эффективнее, чем ближе со-
ответствие между его полярностью и гидрофоб-
ностью ядра мицеллы. Как и в случае наночастиц,
основными параметрами, определяющими эффек-
тивность мицелл как систем доставки, являются
содержание ЛВ, скорость его высвобождения,
размер мицелл и особенно их стабильность. Эти
параметры напрямую связаны с фармакокинети-
кой и профилем биораспределения включенного в
мицеллы ЛВ. Примером успешного практического
применения этой технологии является препарат
Genexol®-PM (Samyang Co., Сеул, Корея) – ми-
целлярная форма паклитаксела на основе низко-
молекулярного сополимера mPEG-PLA (размер
мицелл 24 нм, дзета-потенциал –8.1 мВ). Совре-
менное состояние исследований в области систем
доставки на основе мицелл представлено в обзо-
рах [44, 97, 98].

4.1. Мицеллы из синтетических полимеров

Для получения мицеллярных форм этопозида
(как и в случае других гидрофобных ЛВ) исполь-
зуют амфифильные блок-сополимеры с разнооб-
разными гидрофобными блоками, однако гидро-
фильным блоком в большинстве случаев является
PEG или его метиловый эфир (mPEG): например,
PCL-mPEG (PCL-PEG) и PLA-PEG [99–103],
D-α-токоферил полиэтиленгликоль сукцинат
(TPGS) [104, 105] или конъюгаты PEG с жирны-
ми кислотами (С14–С22) [106]. Описаны также ми-
целлы для со-доставки этопозида в комбинации с
другими ЛВ на основе триблок-сополимера поли-

пропиленгликоля и PEG (полоксамер Р84,
PEG19PPG43PEG19) [107], блок-сополимера поли-γ-
бензил-L-глутамата и PEG [108], а также триблок-
сополимеров поли-2-алкил-2-оксазолинов, не
содержащих PEG [109, 110].

Мицеллы получают методом диализа или ме-
тодом упаривания растворителя (его иногда на-
зывают “методом получения пленки”). В зависи-
мости от природы полимера его растворяют вме-
сте с этопозидом в органическом растворителе
или в воде. При использовании метода диализа
этопозид растворяют в высококипящих раство-
рителях, смешивающихся с водой (например,
ДМСО или ДМФА). Формирование мицелл и за-
грузка в них этопозида происходит при смешива-
нии органического и водного растворов и длитель-
ном перемешивании при комнатной температуре.
После формирования мицелл органический рас-
творитель удаляют диализом. Напротив, для полу-
чения пленки этопозид растворяют в легколетучих
растворителях, таких как ацетон, ацетонитрил или
абсолютный этанол. Органический растворитель
удаляют в вакууме на роторном испарителе; образу-
ющуюся пленку восстанавливают водой, получен-
ный мицеллярный раствор гомогенизируют с по-
мощью ультразвука и лиофилизируют. Для изуче-
ния профиля высвобождения этопозида из
мицелл используют метод диализа.

Как отмечено выше, свойства мицелл зависят
от полимера-носителя. Так, в работе [100] срав-
нивали способность мицелл из сополимеров
mPEG-b-PCL разного состава солюбилизировать
гидрофобные ЛВ, в том числе этопозид, пакли-
таксел, плюмбагин, куркумин и индометацин. Ми-
целлы получали методом упаривания растворите-
ля с последующей гидратацией образовавшейся
пленки. Солюбилизирующая способность мицелл
зависела от соотношения молекулярных масс гид-
рофобных и гидрофильных блоков (в целом, уве-
личение массы гидрофобного блока приводилo к
росту растворимости), при этом для каждого из
сополимеров количества инкапсулированных ЛВ
возрастали в следующем порядке: этопозид, па-
клитаксел, плюмбагин, куркумин и индометацин.
Интересно, что эффективность солюбилизации
этих веществ была весьма разной: при использова-
нии мицелл из mPEG114-b-PCL19 растворимость
этопозида возросла в 2.62 раза, паклитаксела – в
1068 раз, а куркумина – в 130100 раз. Эти резуль-
таты хорошо совпадали с расчетными значения-
ми совместимости ЛВ с гидрофобным ядром ми-
целлы. Таким образом, в данном исследовании
совместимость этопозида с PCL и, соответствен-
но, эффективность его солюбилизации оказались
невысокими.

Как известно, важной проблемой, связанной с
применением мицелл как носителей ЛВ, может
быть их недостаточная стабильность. Мицеллы ста-
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бильны только при концентрациях выше критиче-
ской концентрации мицеллообразования (ККМ), а
при концентрациях ниже ККМ они распадаются.
Между тем, при введении в кровоток мицеллы
подвергаются весьма значительному разбавле-
нию и попадают в среду, содержащую природные
солюбилизаторы – белки, что может приводить к
их разрушению и несвоевременному высвобож-
дению ЛВ. Удачное решение этой проблемы пред-
ложили Kataoka и соавт., синтезировавшие мицел-
лы из полимера, гидрофобные фрагменты которо-
го в процессе мицеллообразования вступали в
реакцию полимеризации, образуя стабильное яд-
ро [111]. Wang и соавт. [112] использовали ту же
идеологию для мицеллярной формы этопозида,
но предложили альтернативный путь: они полу-
чили мицеллы из сополимера PEG и PCL звездо-
образной структуры (star-PEG-PCL16), синтези-
рованного путем использования дендримера
PAMAM-OH с 16 ветвлениями в качестве иници-
атора полимеризации. В этом случае вначале мето-
дом диализа получали мицеллы star-PEG-PCL16, а
потом нагружали их этопозидом, доксорубици-
ном и индометацином. Солюбилизация этопози-
да оказалась наиболее эффективной (его содер-
жание достигало 22% в/в), видимо, в силу его более
высокой гидрофобности. По цитотоксичности ми-
целлярная форма не уступала свободному этопо-
зиду. Недостатком мицелл star-PEG-PCL16 была
склонность к агрегации: по-видимому, 16 ветвле-
ний дендримера оказалось недостаточно для со-
здания плотной гидрофильной оболочки и моно-
молекулярные мицеллы в водной среде образовы-

вали ассоциаты размером >70 нм. Действительно,
мицеллы, полученные с использованием дендри-
мера с 32 ветвлениями (star-PEG-PCL32), были
более стабильны и высвобождали 60% этопозида
в течение 24 ч; однако содержание этопозида в
них было ниже, чем в мицеллах star-PEG-PCL16 –
всего 7.8% в/в, что может быть связано с более
плотной упаковкой ядра в этих мицеллах [113].
Аналогичные мицеллы, синтезированные на ос-
нове PLA (star-PEG-PLA32), содержали 4.3% в/в
этопозида. Более низкое содержание в этом слу-
чае объяснялось меньшей гидрофобностью ядра
из PLA по сравнению с PCL.

Влияние полимера-носителя прослеживается и
в работе Chen и соавт. [101]. Нагруженные этопози-
дом мицеллы ETP-mPEG-PLA и ETP-mPEG-PCL
получали методом упаривания растворителя. Фи-
зико-химические свойства мицелл были схожи,
хотя мицеллы ETP-mPEG-PCL были несколь-
ко крупнее и эффективнее включали этопозид
(ETP-mPEG-PLA: 15–20 нм и 85%, ETP-mPEG-
PCL: 45–50 нм и 98%) (рис. 7).

Схожими были и профили высвобождения
этопозида (70–80% за 5 ч). В опыте in vitro мицел-
лы ETP-mPEG-PLA лучше захватывались клет-
ками карциномы легких человека Н460 и проявили
более высокую цитотоксичность (значения IC50
2.81 и 7.46 мкг/мл соответственно); при этом обе
мицеллярные формы были менее активны, чем
свободный этопозид (IC50 1.67 мкг/мл). Однако в
опыте in vivo свободный этопозид и мицеллярная
форма ETP-mPEG-PLA в равной степени тормо-
зили рост опухоли Н460 у мышей (форма ETP-

Рис. 7. Морфология нагруженных этопозидом мицелл ETP-mPEG-PLA (a) и ETP-mPEG-PCL (б) (просвечивающая
электронная микроскопия, масштаб 100 нм) (перепечатано из [101] с разрешения Elsevier, Copyright© 2015).

(а) (б)

100 нм 100 нм
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mPEG-PCL была гораздо менее активной), при
этом форма ETP-mPEG-PLA проявляла значи-
тельно меньшую токсичность, чем свободный
этопозид. Обе мицеллярные формы в 4–6 раз по-
высили интегральный показатель AUC и значи-
тельно снизили клиренс этопозида по сравнению
со свободным ЛВ.

4.2. Векторизованные мицеллы 
из синтетических полимеров

В ряду мицелл на основе PCL следует отметить
две векторизованные системы доставки этопози-
да. Мицеллы, полученные из смеси HOOC–PEG-
b-PCL и CH3O–PEG-b-PCL, конъюгировали с
пентапептидом Glu-Ile-Leu-Asp-Val (EILDV) [114].
Связываясь с рецептором α4β1 интегрина, EILDV
способствует интернализации мицелл в клетки ме-
тастатических опухолей, которым свойственна
гиперэкспрессия этого рецептора. Размер мицелл,
полученных методом упаривания растворителя,
увеличивался с ростом молекулярной массы поли-
мера от 46 до 80 нм для 5.5 или 12 кДа соответствен-
но; заряд составлял ~–9 мВ, содержание этопози-
да – 3.4–3.8% в/в. По сравнению с мицеллами без
вектора или свободным этопозидом, векторизо-
ванные мицеллы эффективнее ингибировали ме-
тастазирование меланомы B16F10 в легкие мы-
шей. Такая же тенденция наблюдалась в клеточных
экспериментах: векторизованные мицеллы актив-
нее подавляли миграционную активность клеток
B16F10 и их способность к адгезии.

Аналогичные результаты были получены для на-
груженных этопозидом мицелл из PEG-PCL, конъ-
югированных с пептидом YIGSR (Tyr-Ile-Gly-Ser-
Arg) – фрагментом ламинина, опосредующим его
связывание с высокоафинным рецептором 67 LR
на поверхности опухолевых клеток [102]. Глико-
протеин ламинин – компонент экстраклеточного
матрикса, участвующий в процессах роста, ан-
гиогенеза и метастазирования опухолей. В экспе-
риментах in vitro мицеллярный этопозид медлен-
нее проникал в клетки B16F10, и его цитотокси-
ческий эффект достиг максимума лишь через 72 ч
инкубации, тогда как свободный этопозид актив-
но подавлял пролиферацию клеток уже через 24 ч.
Авторы связывают этот феномен с медленным вы-
свобождением этопозида из мицелл (16% за 24 ч ин-
кубации). Однако in vivo векторизованные мицел-
лы активнее подавляли рост опухолей B16F10 в
легких мышей по сравнению с мицеллами без
вектора и свободным этопозидом.

О преимуществе векторизованных мицел-
лярных форм этопозида свидетельствуют и резуль-
таты исследований мицелл из TPGS, конъюгиро-
ванного с глицирретиновой кислотой (ETP-
TPGS-GA) [100] или лактобионовой кислотой
(ETP-TPGS-LA) [104]. Хотя TPGS, представляю-
щий собой сложный эфир сукцината D-α-токо-

фериловой кислоты и PEG 1000, является скорее
олигомером, мицеллярные формы на его основе
заслуживают упоминания благодаря их высокой
активности в отношении экспериментальной гепа-
тоцеллюлярной карциномы (НСС, фатальный рак
печени человека) HepG2, перевитой мышам. Вы-
бор этих векторов обусловлен наличием соответ-
ствующих рецепторов на гепатоцитах и клетках
HepG2. Мицеллы, полученные методом упарива-
ния растворителя, имели разные размеры и дзета-
потенциалы (ETP-TPGS-GA: 70–90 нм, –16 мВ,
ETP-TPGS-LA: 140 нм, +14 мВ). Мицеллы ETP-
TPGS-LA высвобождали ~25% этопозида в те-
чение 120 ч, ETP-TPGS-GA – 30% за 24 ч. Не-
смотря на различные параметры, оба типа мицелл
накапливались преимущественно в печени и ин-
гибировали рост НСС значительно более эффек-
тивно, чем свободный этопозид или мицеллы без
вектора. Интересно, что в обоих исследованиях
было отмечено снижение экспрессии Р-глико-
протеина в опухоли. Этот феномен, по-видимо-
му, обусловлен ингибированием активности это-
го транспортера под действием TPGS [115].

4.3. Мицеллы из синтетических полимеров 
для со-доставки двух ЛВ

Амфифильный триблок-сополимер поли-2-
метил-2-оксазолина и поли-2-бутил-2-оксазоли-
на (РОХ, P(MeOx-b-BuOx-b-MeOx)) – редкий
пример неPEGилированного мицеллообразую-
щего полимера. Использование этого сополиме-
ра позволило не только получить бинарные ми-
целлы с высоким содержанием этопозида в ком-
бинации с цисплатином или паклитакселом, но и
установить влияние этих ЛВ на форму мицелл –
еще один важный параметр, влияющий на пове-
дение наноносителей в организме. Мицеллы, на-
груженные этопозидом (ETP PОХ) и его комби-
нациями с паклитакселом (ETP/РТХ PОХ) [52] и
цисплатином (ETP/C6CP PОХ) [110], получали
методом пленки. Учитывая гидрофильный харак-
тер цисплатина, для загрузки в мицеллы исполь-
зовали его гидрофобное про-лекарство (бис-гек-
саноат цисплатина, C6CP). В мицеллах ETP PОХ
его содержание было весьма высоким и составля-
ло 43% в/в; в бинарных мицеллах (ETP/C6CP
PОХ) общее содержание ЛВ достигало 52% в/в.
Мицеллы ETP/C6CP PОХ сохраняли устойчивость
в водной среде в течение 2 недель, их размер состав-
лял 75–100 нм в зависимости от нагрузки. Интерес-
но, что по мере увеличения нагрузки этопозида ми-
целлы ETP PОХ и ETP/C6CP PОХ вытягивались и
приобретали продолговатую (червеобразную) фор-
му. Бинарные мицеллы ETP/РТХ PОХ, напро-
тив, стремились сохранять сферическую форму
даже при значительных нагрузках этопозида.

Изучение этого феномена методом молеку-
лярного моделирования показало, что, хотя и
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этопозид, и паклитаксел имеют гидрофобный ха-
рактер, в ядре мицеллы они распределяются по-
разному: если молекулы этопозида в основном
локализуются в центре ядра, то молекулы пакли-
таксела тяготеют к периферическим зонам ми-
целлы [52]. Такой характер распределения может
указывать на снижение поверхностной энергии
мицелл в присутствии паклитаксела, что предпо-
лагает повышение их устойчивости. Это предпо-
ложение подтверждает и снижение ККМ полиок-
сазолиновых мицелл в присутствии паклитаксела.
Этопозид также снижает ККМ, но в значительно
меньшей степени. Авторы полагают, что меха-
низм стабилизирующего действия паклитаксела
не ограничивается его гидрофобным взаимодей-
ствием с полимером, роль играют и другие факто-
ры, такие как водородные связи и диполь-ди-
польные взаимодействия. Как отмечено выше,
форма мицелл (как и других полимерных наноно-
сителей) оказывает значительное, хотя и часто
неоднозначное влияние на их фармакокинетиче-
ские параметры и накопление в опухоли [116]. Так,
например, известно, что по сравнению со сфериче-
скими мицеллами червеобразные мицеллы дольше
циркулируют в крови. Вероятно, зная характер
взаимодействия ЛВ с полимером, можно контро-
лировать форму мицелл и в некоторой степени и
их биораспределение. Так, в данном случае фор-
му бинарных мицелл с этопозидом определял вы-
бор “партнера” – паклитаксела или цисплатина.

Мицеллы РОХ, нагруженные этопозидом в со-
четании с цисплатином (алкилатор) [110] или пал-
боциклибом (ингибитор циклин-зависимой кина-
зы 4/6, CDK4/6) [109], эффективно доставляли эти
ЛВ в опухоли и проявляли синергетический проти-
воопухолевый эффект. Синергизм этопозида с цис-
платином и палбоциклибом обусловлен тем, что в
первом случае он, ингибируя ДНК-топоизомеразу
II, предотвращает репарацию повреждений ДНК,
вызванную цисплатином, а во втором – убивает
опухолевые клетки, которые находятся в S-фазе и
не чувствительны к ингибированию циклин-за-
висимой киназы CDK4/6.

Оба типа полиоксазолиновых мицелл – и
ETP/C6CP PОХ, и ETP PОХ – обеспечили эффек-
тивную доставку этопозида в опухоль (мелко-
клеточную карциному легких человека H69AR,
перевитую иммунодефицитным мышам), при-
чем в случае бинарных мицелл доставка этопо-
зида была более эффективной: соотношения
AUCопухоль/AUCплазма составляли 3.34 и 2.58 соот-
ветственно [110]. Данные биораспределения кор-
релировали с противоопухолевым эффектом: в
группе, получавшей мицеллы ETP/C6CP PОХ,
средняя продолжительность жизни увеличилась
на 50% по сравнению с контролем (45 и 69 дней
соответственно), при этом 2/3 животных прожи-
ли >90 дней. В группе ETP PОХ эффективность
была несколько ниже. Противоопухолевый эф-

фект, в свою очередь, коррелировал с данными
эксперимента in vitro: мицеллы ETP/C6CP PОХ
показали высокую цитотоксичность и синергети-
ческий эффект в отношении клеток H69AR и
344SQ/Luc (немелкоклеточная аденокарцинома лег-
ких мышей). Мицеллярная форма ETP/C6CP PM
оказалась также значительно менее токсичной, чем
свободные этопозид и цисплатин: максимально пе-
реносимые дозы ЛВ в составе мицеллярной формы
превышали дозы свободных ЛВ приблизительно
в 7 раз. Аналогичные результаты получены для
бинарных мицелл РОХ, нагруженных этопозидом
и палбоциклибом. Мицеллы способствовали до-
ставке этих ЛВ в мозг и значительно повысили
продолжительность жизни мышей с интракрани-
альной медуллобластомой [109].

4.4. Стимул-чувствительные мицеллы 
из синтетических полимеров

Высвобождение ЛВ из мицелл обычно проис-
ходит при разбавлении коллоидной системы (на-
пример, сразу после введения мицелл в кровоток,
что не всегда желательно). Однако возможно по-
лучение и стимул-чувствительных мицелл, устой-
чивость которых зависит от внешних факторов.
Как и в случае наночастиц, одним из таких факто-
ров является изменение рН внешней среды. Полу-
чить такие мицеллы можно, включив в состав обра-
зующего их сополимера рН-чувствительный блок.

Bai и соавт. [22] синтезировали нагруженные
этопозидом многофункциональные мицеллы
на основе PEG-b-поли-γ-бензил-L-глутамата
(PEG-b-PBLG). Благодаря содержанию дисуль-
фидных и боратных сложноэфирных связей, ми-
целлы были чувствительны как к изменениям рН,
так и к присутствию восстановителя глутатиона,
повышенный уровень которого в опухолях связы-
вают с их прогрессированием [117]. Кроме того,
мицеллы содержали в качестве флуоресцентной
метки тетрафенилэтилен (ТРЕ, хромофор, для
которого свойственна агрегационно-индуциро-
ванная эмиссия) и конъюгированный пептид ок-
треотид (ОСТ) – в качестве вектора к опухолевым
клеткам с гиперэкспрессией рецепторов сомато-
стина. Для конъюгации хромофора ТРЕ с сопо-
лимером PEG-b-PBLG использовали дисульфид-
ное производное TPE-SS-NH2; затем проводили
дальнейшую модификацию полимера 3-амино-
бензилбороновой кислотой в присутствии дигид-
роксифенетиламина. Мицеллы получали мето-
дом диализа. В процессе формирования мицелл
происходила сшивка ядра в результате образова-
ния сложноэфирных боратных связей. Стабили-
зированные таким образом мицеллы (CCLMs,
core-cross-linked micelles) были устойчивы в ней-
тральной среде без глутатиона (рис. 8). Повыше-
ние кислотности среды (рН 5) и присутствие глу-
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Рис. 8. Схема, иллюстрирующая эндоцитоз стабилизированных мицелл CCLMs, нагруженных этопозидом, в клетки,
экспрессирующие рецептор к соматостатину (SSTR), и высвобождение этопозида в ответ на изменение условий окру-
жающей среды (кислая среда в лизосомах, присутствие глутатиона) (перепечатано из [22] с разрешения American
Chemical Society, Copyright© 2019).
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татиона приводило к их дестабилизации и повы-
шению скорости высвобождения этопозида.

Для оценки эффективности доставки этопози-
да в опухоль и противоопухолевой активности ис-
пользовали перевитую мышам нейроэндокрин-
ную опухоль Bon-1, экспрессирующую рецепто-
ры к соматостатину. По сравнению со свободным
этопозидом, мицеллярная форма значительно по-
высила его накопление в опухоли и замедлила ее
рост (через 20 дней объемы опухолей составляли
480 и 374 мм3 соответственно).

Jo и соавт. [118] использовали для получения
рН-чувствительных мицелл сополимер mPEG-PCL
с цитраконовым ангидридом (mPEG-pH-PCL),
содержащий сложноэфирные связи, которые гид-
ролизуются при кислых значениях рН, и нагрузи-
ли их ЛВ с разными механизмами противоопухо-
левого действия – этопозидом (ETP, ингибитор
топоизомеразы II), паклитакселом (PTX, стабили-
затор микротрубочек) и рапамицином (RAPA, ин-
гибитор протеинкиназы mTOR) (рис. 9). Мицеллы

PTX/ETP/RAPA, полученные методом гидра-
тирования пленки, имели размер 35 нм (рис. 10) и
дзета-потенциал –22 мВ и содержали ЛВ в соот-
ношении 2 : 2 : 1 (2.49, 2.59, и 1.38%) соответ-
ственно. Оценка цитотоксичности свободных ЛВ
в отношении модифицированных клеток адено-
карциномы желудка человека AGS-Luc2 выявила
их синергетическое действие. Однако цитотоксич-
ность мицелл была ниже по сравнению со свобод-
ными ЛВ, что, как полагают авторы, объясняется
медленным высвобождением ЛВ из мицелл (50, 52
и 59% за 48 ч для PTX, ETP и RAPA соответствен-
но).

При изучении фармакокинетики у мышей ин-
тегральный показатель в плазме для мицелл
PTX/ETP/RAPA был в 1.6–3.0 раза выше, чем для
свободных ЛВ. Отмечено также снижение накопле-
ния в печени паклитаксела при введении его в со-
ставе мицелл. Однако дизайн эксперимента (отсут-
ствовали мицеллы без рН-чувствительного фраг-
мента в качестве контрольной группы) не позволил
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оценить вклад рН-чувствительных связей во взаи-
модействие мицелл с живыми объектами.

4.5. Мицеллы из биополимеров

Для получения мицелл из биополимеров ис-
пользуют либо их гидрофобные производные, ли-
бо полиэлектролитные комплексы.

Мицеллы из ацилированного стеариновой кис-
лотой декстрана получали методом диализа [106,
119]. Параметры мицелл зависели от состава по-
лимера: мольного соотношения стеарат/декстран
(S = 7.5 или 10) и молекулярной массы декстрана
(D = 6 или 10 кДа). Так, размеры мицелл состав-
ляли ~130 нм для мицелл D10S7.5 и D6S7.5 и 200–

300 нм для мицелл D10S10 и D6S10 соответственно.
Значения ККМ также зависели от состава поли-
мера и возрастали с ростом молекулярной массы
декстрана и увеличением доли стеарата от 7.44 мг/л
для D6S7.5 до 22.08 мг/л для D10S10. Аналогичную
корреляцию наблюдали для скорости высвобожде-
ния этопозида: мицеллы D6S7.5 высвобождали ~50%
этопозида в течение 10 ч, а мицеллы D10S10 – бо-
лее 48 ч. Нагруженные этопозидом мицеллы
D6S7.5 и D10S7.5 (содержание этопозида 31.7 и 18.5,
дзета-потенциал –19 и –7мВ) проявили более вы-
сокую, чем свободный этопозид, цитотоксич-
ность на клетках колоректальной аденокарцино-
мы мыши СТ-26 [106]. Этот результат, объясняет-
ся, по-видимому, эффективной интернализацией

Рис. 9. Схема высвобождения этопозида (ETP), паклитаксела (РТХ) и рапамицина (RAPA) из рН-чувствительных ми-
целл mPEG-pH-PCL в условиях in vivo (перепечатано из [118] с разрешения MDPI, Copyright © (2023) by the authors
(CC BY 4.0 open access).
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Рис. 10. (а) Микрофотография рН-чувствительных мицелл PTX/ETP/RAPA-mPEG-pH-PCL (просвечивающая элек-
тронная микроскопия, масштаб 200 нм); (б) распределение мицелл по размерам (метод динамического светорассеяния,
репрезентативный график, n = 3) (перепечатано из [118] с разрешения MDPI, Copyright © (2023) by the authors (CC BY 4.0
open access).
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мицеллярного этопозида в клетки путем эндоци-
тоза.

Интересный метод получения гибридных ли-
пид-полимерных мицелл, нагруженных этопози-
дом, предложили Agwa и соавт. [120]. Мицеллы
получали методом упаривания растворителя, до-
бавляя раствор этопозида и витамина D3 в этано-
ле к водному раствору казеината натрия. Этанол
упаривали и к образовавшемуся мицеллярному
раствору добавляли другой мицеллярный рас-
твор, полученный путем гидратирования пленки,
состоящий из комплекса витамина D3 и фосфа-
тидилхолина (2 : 1 моль/моль). Полученные та-
ким образом мицеллы, содержащие этопозид и
витамин D3, имели размер ~230 нм и отрицатель-
ный дзета-потенциал (–30 мВ). Высвобождение
обоих компонентов было медленным (12.5 и 5.7%
за 48 ч соответственно), что, возможно, объясняет-
ся стабилизацией мицелл в результате взаимодей-
ствия витамина D3 с казеином [24]. Витамин D3 в
этой системе выполнял также роль вектора к ре-
цепторам VDR (vitamin D3 receptor), который
экспрессируется клетками рака молочной
железы и клетками иммунной системы, а также
ингредиента с собственной противоопухолевой ак-
тивностью, опосредованной активацией
рецептора VDR и изменениями, который VDR
вносит в транскриптом иммунных и опухолевых
клеток, регулируя их пролиферацию и дифферен-
циацию [121]. Мицеллы D3/ETP, меченные рода-
мином В, лучше накапливались в подкожно им-
плантированной карциноме Эрлиха и обеспечили
более выраженный противоопухолевый эффект,
чем комбинация свободных D3 и этопозида.
Торможение роста опухоли сопровождалось повы-
шением активности апоптоза, а также снижением
активности аутофагии и ангиогенеза. Исследова-
ния на клетках опухолей молочной железы MCF-7
и MDA-MB 231 показали синергетический цито-
токсический эффект комбинации D3 с этопози-
дом, как для свободных ЛВ, так и для мицелляр-
ной формы.

Повышенную эффективность в отношении
опухоли Эрлиха показала и еще одна интересная
мицеллярная система со-доставки этопозида и
транс-ретиноевой кислоты (активный метаболит
витамина А, АТRА) [122]. Нагруженные обоими ЛВ
мицеллы (ETP/ATRA UPM) получали из конъ-
югата растительного белка зеина и хондроитина
сульфата методом упаривания растворителя. Для
повышения стабильности мицеллы дополнитель-
но сшивали хлоридом кальция (ETP/ATRA CPM).
Действительно, cшивка мицелл значительно за-
медлила скорость высвобождения обоих ЛВ. Оба
типа мицелл показали более выраженный проти-
воопухолевый эффект (торможение роста опухо-
ли) по сравнению со свободными ЛВ. Хотя пока-
затели торможения роста опухоли для обоих типов
мицелл были близкими, в группе ETP/ATRA CPM

уровень пролиферации был ниже, а площадь не-
крозов – больше, что указывает на более высокую
активность этой системы. Хондроитин сульфат в
этом исследовании мог играть роль вектора к ре-
цепторам CD44, экспрессируемым клетками опу-
холи. Cинергетический цитотоксический эффект
ЛВ в отношении клеток MCF-7 был показан и в
этом исследовании.

В завершение следует упомянуть о возможно-
сти получения мицеллярной формы ЛВ путем
синтеза его амфифильного производного. Хотя,
насколько нам известно, такой подход для этопо-
зида изучен не был, в литературе описаны мицел-
лы из производных его близкого аналога – эпи-
подофиллотоксина, который также является ин-
гибитором топоизомеразы II. В первом случае,
эпиподофиллотоксин конъюгировали со стеари-
новой кислотой и PEG (C18-ePT-PEG) [123], во
втором – со стеариновой кислотой и спермином
(C18-ePT-Sper) [124]. Примечательно, что оба ти-
па мицелл были монодисперсными и имели
очень маленькие размеры – 5–8 нм; дзета-потен-
циал мицелл C18-ePT-PEG был почти нейтраль-
ным (+0.3 мВ), а мицелл C18-ePT-Sper – положи-
тельным (+32 мВ). Образованию мицелл могли
способствовать как гидрофобные взаимодей-
ствия между липофильными фрагментами моле-
кул, так и π−π взаимодействия между ароматиче-
скими фрагментами. По сравнению с мицеллами
C18-ePT-PEG, мицеллы C18-ePT-Sper проявили
значительно более высокую цитотоксичность в от-
ношении клеток эпидермоидной карциномы чело-
века А-431, что, по-видимому, объясняется их более
активным проникновением в клетку. Авторы так-
же полагают, что присутствие фрагмента сперми-
на в молекуле могло усилить ее связывание с
ДНК, что, в свою очередь, привело к более эф-
фективному ингибированию топоизомеразы II.
Интересно, что, несмотря на маленький размер,
мицеллы C18-ePT-PEG эффективно накаплива-
лись в опухоли MDA-MB-231. С технологической
точки зрения, очевидными преимуществами ми-
целл, образованных амфифильными производ-
ными ЛВ (по сравнению с полимерными мицел-
лами), являются отсутствие вспомогательных ве-
ществ и монодисперсность.

5. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
При всей немногочисленности исследований

в области наноформ этопозида на основе поли-
мерных мицелл и наночастиц, рассматривая их,
можно проследить основные тенденции, харак-
терные и для систем доставки других противоопу-
холевых веществ: размер большинства носителей
(твердотельных полимерных наночастиц и ми-
целл), использованных для доставки этопозида,
не превышает 200 нм, при этом их поверхность
имеет отрицательный дзета-потенциал (если по-
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верхность не модифицирована катионными аген-
тами). Такие носители потенциально обладают
относительно низкой токсичностью и способны
доставлять ЛВ в опухоль, используя эффект EPR,
что мы и наблюдаем в различных исследованиях.
Снижению клиренса и накопления в органах РЭС
способствует также защита наночастиц от опсо-
низации с помощью гидрофильной оболочки
(“стелс-эффект”).

Общие тенденции можно отметить и при срав-
нении систем доставки этопозида на основе твер-
дотельных наночастиц и мицелл: для получения
обоих типов носителей используют только биоде-
градируемые полимеры синтетического или при-
родного происхождения; для повышения селек-
тивности действия и мицеллы, и наночастицы
коньюгируют с векторами; кроме того, конструи-
руют стимул-чувствительные системы, способ-
ные реагировать на специфические условия в
опухоли или ее микроокружении.

Результаты большинства исследований позволя-
ют заключить, что коллоидные системы доставки
на основе полимерных мицелл и наночастиц об-
ладают значительным потенциалом для повыше-
ния противоопухолевого эффекта этопозида. Сле-
дует особо отметить интерес разработчиков систем
доставки этопозида к опухолям мозга и, в частно-
сти, к глиомам. Хотя нейроонкологи отмечают
высокий антиглиомный потенциал ингибиторов
топоизомеразы II и, в частности, этопозида [125,
126], в настоящее время этопозид лишь ограни-
ченно применяется для химиотерапии глиом, по-
скольку его транспорту в мозг препятствует ГЭБ
[127]. Этот потенциал мог бы реализоваться с по-
мощью наноносителей, которые преодолеют ГЭБ
и позволят повысить концентрации этопозида в
интракраниальной опухоли, не повышая его дозу
и тем самым избегая усиления неспецифической
токсичности. Хотя в литературе отсутствуют дан-
ные о применении систем доставки этопозида
при опухолях яичка, способность наночастиц пе-
реносить ЛВ через гистогематические барьеры мо-
жет быть актуальна и для таких опухолей, поскольку
в этом случае доступ ЛВ ограничивает гематотести-
кулярный барьер, во многом схожий с ГЭБ [128].

При всей их сложности системы доставки этопо-
зида (как и других ЛВ) представляют собой лекар-
ственные формы, и потому их продвижение в прак-
тику требует тщательной оценки многих свойств,
которые пока остаются недостаточно изученными,
в том числе токсикологические характеристики и
стабильность. Решение этих задач позволит пол-
ностью реализовать потенциал этопозида и повы-
сить эффективность химиотерапии опухолей.
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Наноэмульсии (НЭ) и твердые липидные наночастицы (ТЛН) являются перспективными система-
ми доставки лекарственных соединений. В данной работе были исследованы НЭ из парафинового
масла и ТЛН из стеариновой кислоты, стабилизированные Tween 60 и Span 60. НЭ со средним диа-
метром капель ~50 нм и суспензии ТЛН со средним размером ~30 нм были устойчивы к агрегации
более 90 сут. Скорость проникновения липидных частиц в раковые клетки (С6 и MCF-7) зависела
от их размера. Липидные наночастицы размером ~50 нм через 1 ч инкубирования проникали внутрь
клеток, распределялись в их внутреннем пространстве и концентрировались в ядрах. Цитотоксич-
ность нагруженных доксорубицином или тимохиноном НЭ и ТЛН была выше, чем у данных лекар-
ственных соединений в индивидуальном виде в отношении клеточных линий MCF-7 и HTC 116.
При этом ненагруженные НЭ и ТЛН проявляли низкую цитотоксичность. Полученные результаты
демонстрируют перспективность использования НЭ с парафиновым маслом и ТЛН из стеариновой
кислоты в качестве носителей липофильных и амфифильных лекарственных соединений, в том числе
доксорубицина и тимохинона. Накопление липидных наночастиц размером менее 100 нм в ядрах кле-
ток является преимуществом таких систем при доставке противораковых лекарственных соединений,
т.к. это будет приводить к остановке репликации ДНК и последующему апоптозу клеток.

Ключевые слова: твердые липидные наночастицы, наноэмульсии, доставка лекарственных соедине-
ний, тимохинон, доксорубицин
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1. ВВЕДЕНИЕ
Липофильные лекарственные соединения ха-

рактеризуются низкой биодоступностью. По-
этому для их доставки требуются носители, в каче-
стве которых могут выступать липидные наноча-
стицы [1]. Липидные наночастицы являются
биосовместимыми и биоразлагаемыми нанораз-
мерными системами доставки, которые обладают
повышенной проницаемостью и способностью
долговременного удерживания лекарственных со-
единений. Кроме того, инкапсулирование лекар-
ственных соединений в липидных наночастицах
экранирует их от внешнего воздействия, защищает
от разложения [2].

Для применения в качестве систем доставки
лекарственных соединений липидные наноча-
стицы должны обладать долговременной устой-
чивостью к агрегации и седиментации. НЭ и ТЛН
являются термодинамически нестабильными си-

стемами, для которых характерно укрупнение ка-
пель дисперсной фазы и частиц с течением вре-
мени. При эффективной стабилизации НЭ и
ТЛН могут сохранять кинетическую стабиль-
ность в течение длительного времени [3]. Липид-
ные наночастицы для биомедицинского приме-
нения, как правило, стабилизируют низкоток-
сичными неионогенными поверхностно-актив-
ными веществами (ПАВ). Из-за отсутствия высоко-
го поверхностного заряда в суспензиях ТЛН проте-
кает их агрегация. Основными механизмами де-
градации НЭ являются агрегация, коалесценция
и оствальдово созревание [4, 5]. Устойчивость ли-
пидных наночастиц в существенной степени за-
висит от фазового состояния поверхностного
слоя. В работах [6–8] показано, что при образова-
нии твердообразной оболочки из адсорбирован-
ных молекул ПАВ на поверхности липидных на-
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ночастиц их устойчивость к агрегации суще-
ственно повышается.

Использование липидных наночастиц в каче-
стве наноносителей способно решить проблему
доставки липофильных лекарственных веществ,
снизить побочные эффекты, особенно при до-
ставке противораковых соединений.

В данной работе основное внимание было уде-
лено инкапсулированию в липидные наночасти-
цы таких соединений, как тимохинон и доксору-
бицин. Доксорубицин известен достаточно давно
и используется в составе различных липосомаль-
ных фармацевтических препаратов [9–11]. Одна-
ко, несмотря на инкапсулирование доксорубици-
на во внутренней полости липосом, при исполь-
зовании таких носителей проявляются побочные
эффекты [12]. Противоопухолевые свойства ти-
мохинона активно исследуются в последнее вре-
мя [12–15], в том числе было показано, что тимо-
хинон повышает противоопухолевую активность
доксорубицина [16].

Инкапсулирование доксорубицина проводили
в твердые липидные частицы, состоящие из гли-
церил моностеарата c диаметром (d), равным
96 [17], 84–163 [18] и 240 нм [19]; глицерил капрата
(d = 199 нм) [20]; глицерил бегената (d = 74–80 нм)
[21], пальмитиновой (d = 278 нм), стеариновой
(d = 289 нм), арахиновой (d = 303 нм) и бегеновой
кислоты (d = 305 нм) [22], масла какао и пальми-
тиновой кислоты (d = 141–174 нм) [23]; масла ка-
као и стеариновой кислоты (d = 200–250 нм) [24];
стеариновой кислоты (d = 80 нм) [25].

Количество исследований по инкапсулирова-
нию тимохинона в липидные наночастицы зна-
чительно меньше. Описано получение твердых
липидных частиц с инкапсулированным тимохи-
ноном из стеариновой кислоты (d = 172 нм) [26],
Gelucire 44/14 и Capmul MCM (d = 84 нм) [27],
глицерил моностеарата (d = 84 нм) [28], а
также наноструктурированных липидных носи-
телей, содержащих масляный раствор тимохино-
на (d = 84–87 нм) [29], и НЭ с миндальным мас-
лом, стабилизированных Tween 80 (d = 65–
320 нм) [30].

Практически во всех публикациях подчерки-
вается, что цитотоксичность липидных носите-
лей с доксорубицином или тимохиноном выше
по сравнению с лекарственной формой в виде
раствора доксорубицина или суспензии тимохи-
нона. По-видимому, основным механизмом про-
никновения липидных наночастиц в клетки яв-
ляется эндоцитоз [31–34]. При этом в некоторых
исследованиях показано, что липидные частицы
способны проникать в ядра клеток. Так, в статье
[33] обнаружено, что твердые липидные частицы
из цетил пальмитата размером 230 нм, стабилизи-
рованные Tween 80, через 4 ч инкубирования с
клетками MCF-7 проникали в ядра. Эффект на-

копления в ядрах был особенно заметен для липид-
ных частиц с привитой к поверхности фолиевой
кислотой. Твердые липидные частицы из стеари-
новой кислоты, также имевшие размер 230 нм,
стабилизированные Pluronic F68 и содержащие
протамин, проникали в ядра фибробластов кле-
точной линии COS через 12 ч инкубирования [35].
Липидные частицы глицерил моностеарата разме-
ром 160–245 нм, стабилизированные Tween 80 и
Span 20, проникали в ядра келоидных фибробла-
стов через 1 ч инкубирования [36]. Капли НЭ диа-
метром 20–50 нм, содержащие Nigēlla satīva эфир-
ное масло и стабилизированные Tween 80, не
только проникали в клетки MCF-7, но и приво-
дили к фрагментации ядер [37].

Однако липидные наночастицы не всегда про-
никают в клеточные ядра. Например, капли НЭ,
содержащие пальмитат ретинола и α-токоферол,
стабилизированные оксиэтилированными ПАВ,
с диаметром капель 26–73 нм проникали в эпите-
лиальные клетки и концентрировались вокруг ядер
[38]. Капли НЭ диаметром 190 нм, состоящие из
Miglyol 812N и стабилизированные фосфолипи-
дами Epikuron 170, Span 80 и Poloxamer 188, не
проникали в ядра клеток Candida albicans и Candi-
da tropicalis [39].

Следует отметить, что факт накопления ли-
пидных носителей в ядрах клеток является поло-
жительным при доставке противораковых соеди-
нений, однако время проникновения не должно
быть слишком большим.

В данной работе была исследована дисперс-
ность и агрегативная устойчивость НЭ с дисперс-
ной фазой из парафинового масла и ТЛН из стеа-
риновой кислоты. Были исследованы скорости
проникновения и локализация липидных нано-
частиц в раковых клетках, цитотоксичность НЭ и
ТЛН, ненагруженных и нагруженных доксоруби-
цином или тимохиноном.

2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
2.1. Реактивы и материалы

Для получения НЭ и ТЛН использовали сле-
дующие реактивы: парафиновое масло (Britol
20 USP, puriss), стеариновую кислоту (Sigma-Al-
drich, ≥95%) полиоксиэтиленсорбитан моностеарат
Tween 60, (Sigma-Aldrich, ≥95%) сорбитанмоностеа-
рат Span 60 (Sigma-Aldrich, ≥95%), NaCl (Merck, ex-
tra pure). В качестве лекарственных соединений
использовали доксорубицин (Pharmachemie
B.V.) и тимохинон (Sigma-Aldrich, ≥98%). В каче-
стве флуоресцентных красителей применяли
NileRed (Sigma-Aldrich), Neuro-DiO (Biotium),
Hoechst 33258 (Thermo Fisher Scientific).

Все реактивы дополнительной очистке не под-
вергали. Для получения НЭ и ТЛН использовали
бидистиллированную воду.
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2.2. Получение НЭ и ТЛН

НЭ и ТЛН получали методом температурной
инверсии фаз [40]. Доля органической фазы со-
ставляла 25 об. %. Для стабилизации использова-
ли смесь ПАВ Tween 60 и Span 60 в мольном соот-
ношении 0.76 [8]. Концентрация ПАВ в НЭ была
равной 12.5 об. %, в ТЛН − 15 об. %.

Стеклянный сосуд, содержащий парафиновое
масло или стеариновую кислоту, смесь ПАВ
Tween 60/Span 60 и водный раствор NaCl с кон-
центрацией 0.15 М, нагревали до температуры,
превышающей температуру инверсии фаз. Затем
смесь охлаждали в ледяной бане с температурой
0°С при интенсивном перемешивании.

При получении нагруженных НЭ и ТЛН ле-
карственное вещество предварительно растворя-
ли в парафиновом масле или расплаве стеарино-
вой кислоты при 80°С. Далее НЭ и ТЛН получали
по описанной выше методике. Концентрация
доксорубицина или тимохинона в НЭ и суспен-
зии ТЛН составляла 15 мас. %.

2.3. Определение размеров капель НЭ и ТЛН

Для определения размера липидных частиц ис-
пользовали лазерный анализатор Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments). Анализатор оснащен He-
Ne лазером, работающим при длине волны 633
нм, с регистрацией рассеянного света под углом
173°. Распределения по размерам были получены с
использованием алгоритма Multiple Narrow Modes.
Измерения проводили при 25°C. По результатам не
менее трех измерений каждого образца рассчитыва-
ли средние значения диаметров наночастиц.

2.4. Исследование проникновения 
и локализации НЭ и ТЛН в раковых клетках

Изучение проникновения НЭ и ТЛН в рако-
вые клетки проводили на клеточных линиях
глиомы головного мозга крысы (С6) и аденокар-
циномы молочной железы человека (MCF-7).
Для визуализации НЭ и ТЛН окрашивали
NileRed (0.1 мг/мл). Для окрашивания мембран и
цитоплазмы раковых клеток использовали
Neuro-DiO (5 мкг/мл, фосфатный буферный рас-
твор), ядер клеток − Hoechst 33258 (5 мкг/мл,
фосфатный буферный раствор).

Проникновениe НЭ и ТЛН в клетки детектиро-
вали с помощью конфокального инвертированного
микроскопа Nikon TE-2000, снабженного конфо-
кальной лазерной системой C1, лазерами Kr
(408 нм), Ar (488 нм), G-NeHe (543 нм).

2.5. Исследование цитотоксичности 
НЭ и ТЛН in vitro

Исследование цитотоксичности НЭ и ТЛН
проводили с использованием МТТ-теста на кле-
точных линиях аденокарциномы молочной желе-
зы человека (MCF-7) и рака толстой кишки чело-
века (HCT-116).

В 96-луночный планшет вносили по 100 мкл
раковых клеток (~7500 клеток на лунку), затем
планшет помещали в СО2-инкубатор. Через 24 ч
среду в лунках заменяли средой, содержащей раз-
бавленные НЭ или суспензии ТЛН (разбавление
в 40, 50, 80, 100, 160, 320 и 640 раз). Разведение об-
разцов осуществляли средой DMEM с добавле-
нием 10% фосфатного буферного раствора. Клет-
ки, находящиеся в среде с НЭ или ТЛН, инкуби-
ровали в течение 24 и 48 ч. Затем из каждой лунки
удаляли питательную среду и добавляли 100 мкл
среды DMEM без сыворотки, содержащий рас-
твор МТТ (0.5 мг/мл, фосфатный буферный рас-
твор), и оставляли в СО2-инкубаторе на 3 ч. Затем
удаляли раствор МТТ, в каждую лунку добавляли
по 100 мкл диметилсульфоксида и помещали на
шейкер (S-4 Elmi) на 10 мин. Поглощение измеря-
ли на многоканальном спектрофотометре (Flow
Laboratories) на длинах волн 540/690 нм.

3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

3.1. Дисперсность и устойчивость 
НЭ и суспензий ТЛН

Применение маслорастворимых лекарствен-
ных соединений ограниченно из-за их низкой
растворимости в водных средах. Для увеличения
биодоступности таких соединений целесообраз-
но использовать в качестве носителей липидные
наночастицы, такие как НЭ и ТЛН.

В данной работе были исследованы НЭ с дис-
персной фазой, состоящей из парафинового мас-
ла, и ТЛН из стеариновой кислоты, стабилизиро-
ванные смесью ПАВ Tween 60 и Span 60. На рис. 1
приведены распределения по размерам капель
дисперсной фазы в НЭ и ТЛН. Распределения по
размерам являются мономодальными. Средний
диаметр капель дисперсной фазы в НЭ с парафи-
новым маслом составляет 50 ± 2 нм (PDI = 0.18),
размер ТЛН из стеариновой кислоты − 30 ± 1 нм
(PDI = 0.11). При этом размер липидных наноча-
стиц практически не изменялся в течение 90 сут.
Это свидетельствует о высокой устойчивости
полученных липидных наночастиц к агрегации.
Кинетическая стабильность НЭ и суспензий ТЛН
обусловлена тем, что оболочка из адсорбирован-
ных молекул ПАВ Tween 60 и Span 60 на поверх-
ности липидных наночастиц была твердообраз-
ной [6] и препятствовала их агрегации.
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3.2. Скорость проникновения и локализация НЭ 
и твердых липидных частиц в раковых клетках

Оценку скорости проникновения и эффектив-
ности накопления липидных наночастиц в рако-
вых клетках исследовали in vitro методом конфо-
кальной микроскопии. Как известно, скорость
проникновения носителей лекарственных соеди-
нений в клетки зависит от их размера и
состава [41], а также от структуры поверхностно-
го слоя частиц. Поэтому в данной работе была
проведена сравнительная оценка скорости про-
никновения в раковые клетки липидных частиц
разного размера, но с одинаковой структурой по-
верхности [6]. Исследовали НЭ со средним диамет-
ром капель парафинового масла 50 нм, аналогич-
ные рассмотренным в разделе 3.1. Твердые липид-
ные частицы из стеариновой кислоты были
существенно крупнее, их средний размер составлял
~200 нм. И капли масла в НЭ, и твердые липидные
частицы были стабилизированы смесью ПАВ Tween
60 и Span 60, т.е. были покрыты оболочкой с одина-
ковой структурой.

Инкубирование НЭ и твердых липидных ча-
стиц с клетками C6 проводили в течение 15 мин и
1 ч. На рис. 2 в качестве примера представлены
микрофотографии клеток С6 после 15 мин инку-
бирования с НЭ и твердыми липидными частица-
ми. За это время капли НЭ диаметром 50 нм про-
никали в клетки и накапливались в цитоплазме и
внутриклеточных органоидах, предположитель-
но в эндосомах и лизосомах, за исключением яд-
ра. При этом более крупные липидные частицы
стеариновой кислоты за это время распределя-
лись во внеклеточном матриксе и адсорбирова-
лись на клеточной мембране.

Через 1 ч инкубирования капли НЭ распреде-
лялись внутри клеток С6 и накапливались в яд-
рах. Твердые липидные частицы к этому времени

проникали в раковые клетки и распределялись во
внутриклеточном матриксе. Различие в скорости
проникновения в данном случае было обусловле-
но разницей в размерах липидных частиц. Так как
размер капель НЭ был меньше, чем размер твер-
дых липидных частиц, то скорость их проникно-
вения в клетки оказалась выше.

Аналогичные результаты были получены при
контактировании НЭ и твердых липидных частиц
с клетками MCF-7. Через 1 ч после начала инку-
бирования капли НЭ и твердые липидные части-
цы проникали в клетки (рис. 3). При этом капли
НЭ распределялись внутри клеток и накаплива-
лись в ядрах. В то время как твердые липидные
частицы находились в органеллах, но отсутство-
вали в ядрах клеток.

Следует отметить, что накопление липидных
наночастиц в ядрах клеток является достоин-
ством при доставке противораковых лекарствен-
ных соединений, т.к. это будет приводить к оста-
новке репликации ДНК и последующему апопто-
зу клеток.

3.3. Цитотоксичность НЭ и ТЛН

Как показали исследования по проникнове-
нию в раковые клетки, липидные частицы нано-
метрового размера через 1 ч не только проникают
в клетки, но и накапливаются в ядрах. Поэтому
была проведена оценка цитотоксичности НЭ со
средним диаметром капель парафинового масла
50 нм и ТЛН из стеариновой кислоты со средним
размером 30 нм, аналогичных описанным в раз-
деле 3.1. Оценку цитотоксичности проводили на
клеточных линиях MCF-7 и HTC 116.
Ненагруженные НЭ и ТЛН инкубировали с клет-
ками MCF-7 и HTC 116 в течение 24 и 48 ч. На
рис. 4 представлены дозозависимые кривые для

Рис. 1. Распределения по размерам капель дисперсной фазы в НЭ (а) и ТЛН (б) в зависимости от времени.
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Рис. 2. Клетки C6 после 15 мин инкубирования с НЭ (верхний ряд) и твердыми липидным частицами (нижний ряд).
Диаметр капель в НЭ – 50 нм, размер твердых липидных частиц – 200 нм. НЭ и твердые липидные частицы окрашены
в красный цвет NileRed, цитоплазма и внутриклеточные мембраны окрашены в зеленый цвет Neuro-DiO, ядра окра-
шены в синий цвет Hoechst 33258.
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Рис. 3. Клетки MCF-7 после 1 ч инкубирования с НЭ и твердыми липидными частицами. Диаметр капель в НЭ −
50 нм, размер твердых липидных частиц – 200 нм. НЭ и твердые липидные частицы окрашены NileRed, ядра окраше-
ны Hoechst 33258.
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НЭ и ТЛН, по которым были определены IC50

(табл. 1). Из представленных результатов видно,
что ТЛН с размером частиц 30 нм проявляли
большую цитотоксичность по сравнению с НЭ с
размером капель 50 нм. При этом цитотоксич-
ность и НЭ, и ТЛН была низкой, что делает воз-
можным их использование в качестве систем до-
ставки лекарственных соединений.

Также в данной работе была исследована ци-
тотоксичность НЭ и ТЛН, нагруженных противо-
опухолевыми соединениями доксорубицином и
тимохиноном. При инкапсулированнии данных
лекарственных соединений размер липидных на-

ночастиц практически не изменялся и различался
в пределах погрешности измерений.

Тимохинон является липофильным лекарствен-
ным соединением и может быть доставлен в клетки
только с помощью липидных носителей. Посколь-
ку у него чрезвычайно низкая растворимость в вод-
ных средах, определить его цитотоксичность за-
труднительно. При этом в литературе имеются
данные об IC50 тимохинона для клеточной линии
MCF-7, которая составляет 16.43 мг/л при инкуби-
ровании в течение 24 ч и 6.77 мг/л для 48 ч [42, 43].

Октанольное число доксорубицина по литера-
турным данным составляет от 0.04 до 1.85 [44–47],
это свидетельствует о том, что данное соединение,

Рис. 4. Зависимости доли выживших клеток MCF-7 (а, в) и HTC 116 (б, г) от концентрации НЭ (а, б) и ТЛН (в, г). Диаметр
капель в НЭ – 50 нм, ТЛН – 30 нм.
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вероятнее всего, распределяется между органиче-
ской и водной фазами в дисперсиях липидных на-
ночастиц. При этом доксорубицин является ам-
фифильным и адсорбируется на межфазной по-
верхности липидных наночастиц.

Для определения цитотоксичности доксоруби-
цина были получены дозозависимые кривые для
препарата, растворенного в 0.15 М растворе NaCl.
При инкубировании в течение 24 ч IC50 доксоруби-
цина составила 1.30 ± 0.06 и 0.60 ± 0.03 мг/л в отно-
шении клеточных линий MCF-7 и HTC 116 соот-
ветственно. При инкубировании в течение 48 ч IC50
была равной 0.17 ± 0.01 и 0.14 ± 0.01мг/л для кле-

точных линий MCF-7 и HTC 116 соответственно
(табл. 1).

Цитотоксичность НЭ и ТЛН, нагруженных
доксорубицином, была выше, чем у растворенно-
го в физиологическом растворе лекарственного
агента. IC50 для НЭ составляла 0.52 ± 0.03 и
0.39 ± 0.02 мг/л при инкубировании 24 ч в отно-
шении клеточных линий MCF-7 и HTC 116 соот-
ветственно. IC50 для ТЛН была равной 0.35 ± 0.02
и 0.34 ± 0.02 мг/л при инкубировании 24 ч в отно-
шении клеточных линий MCF-7 и HTC 116 соот-
ветственно. Так как при использовании НЭ и
ТЛН для гибели раковых клеток требовались бо-

Таблица 1. IC50 при инкубировании раковых клеток с лекарственными соединениями, НЭ и ТЛН

Тип липидных наночастиц 
и лекарственного соединения Время инкубирования, ч Тип раковых клеток IC50, мг/л

НЭ

24
MCF-7 760 ± 38

HTC 116 ~1200

48
MCF-7 380 ± 19

HTC 116 ~1200

ТЛН

24
MCF-7 525 ± 21

HTC 116 655 ± 33

48
MCF-7 157 ± 7

HTC 116 590 ± 37

Доксорубицин

24
MCF-7 1.30 ± 0.06

HTC 116 0.60 ± 0.03

48
MCF-7 0.17 ± 0.01

HTC 116 0.14 ± 0.01

НЭ + доксорубицин

24
MCF-7 0.52 ± 0.03

HTC 116 0.39 ± 0.02

48
MCF-7 0.16 ± 0.01

HTC 116 0.10 ± 0.01

НЭ + тимохинон

24
MCF-7 7.00 ± 0.50

HTC 116 7.00 ± 0.50

48
MCF-7 6.00 ± 0.50

HTC 116 5.00 ± 0.40

ТЛН + доксорубицин

24
MCF-7 0.35 ± 0.02

HTC 116 0.34 ± 0.02

48
MCF-7 0.14 ± 0.01

HTC 116 0.08 ± 0.01

ТЛН + тимохинон

24
MCF-7 5.00 ± 0.40

HTC 116 5.00 ± 0.40

48
MCF-7 6.00 ± 0.50

HTC 116 5.00 ± 0.40



626

КОЛЛОИДНЫЙ ЖУРНАЛ  том 85  № 5  2023

МИЩЕНКО и др.

лее низкие концентрации действующего
вещества по сравнению со свободным доксоруби-
цином, растворенным в водной среде, это кос-
венно подтверждает то, что данное лекарственное
соединение доставлялось в клетки в том числе и в
составе липидных наночастиц. Таким образом,
для достижения необходимого терапевтического
эффекта будет требоваться меньшее количество
доксорубицина, что будет способствовать умень-
шению побочных эффектов.

Цитотоксичность НЭ и ТЛН, нагруженных ти-
мохиноном, была ниже по сравнению с
цитотоксичностью липидныx наночастиц с док-
сорубицином. Это соответствует литературным
данным о разной цитотоксичности данных со-
единений. IC50 для НЭ составляла 7.0 ± 0.5 мг/л
при инкубировании 24 ч в отношении клеточных
линий MCF-7 и HTC 116 (табл. 1). IC50 для ТЛН
составляла 5.0 ± 0.4 при инкубировании в течение
24 ч в отношении клеточных линий MCF-7 и
HTC 116.

Следует отметить, что цитотоксичность ТЛН,
нагруженных лекарственными соединениями,
была немного выше, чем цитотоксичность нагру-
женных НЭ. Это обусловлено тем, что размер
ТЛН из стеариновой кислоты был немного мень-
ше, чем размер капель парафинового масла в НЭ.

4. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Доставка липофильных лекарственных соеди-

нений, в том числе и тимохинона, возможна толь-
ко при инкапсулировании их в липидных наноча-
стицах. Применение амфифильного доксорубици-
на, растворенного в водной среде, сопровождается
большим количеством побочных эффектов. Ис-
пользование НЭ и ТЛН в качестве систем достав-
ки позволяет не только увеличить биодоступ-
ность лекарственных соединений, но и снизить
их отрицательное воздействие на здоровые ткани.

Исследования показали, что НЭ с размером
капель масла ~50 нм и суспензии ТЛН размером
~30 нм, стабилизированные Tween 60 и Span 60,
являются устойчивыми к агрегации в течение дли-
тельного времени.

Скорость проникновения таких липидных ча-
стиц с одинаковой структурой поверхностного
слоя в раковые клетки зависит от их размера. Бо-
лее крупные липидные частицы со средним раз-
мером ~200 нм через 1 ч инкубирования проника-
ют внутрь клеток и распределялются во внутри-
клеточной цитоплазме, более мелкие со средним
размером ~50 нм за тот же интервал времени кон-
центрируются в ядрах раковых клеток. Установ-
ленный факт накопления липидных наночастиц
размером менее 100 нм в ядрах клеток является
преимуществом таких систем при доставке про-
тивораковых лекарственных соединений, т.к. это

будет приводить к остановке репликации ДНК и
последующему апоптозу клеток.

Исследования показали, что ненагруженные
липидные наночастицы проявляют низкую цито-
токсичность. В то время как цитотоксичность на-
груженных доксорубицином или тимохиноном
НЭ и ТЛН выше, чем у неинкапсулированных ле-
карственных соединений. Полученные результа-
ты демонстрируют перспективность использова-
ния НЭ с парафиновым маслом и ТЛН из стеари-
новой кислоты, стабилизированных Tween 60 и
Span 60, в качестве носителей липофильных и ам-
фифильных лекарственных соединений, в том
числе доксорубицина и тимохинона.
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В работе описаны примеры микроэмульсий на основе широко известного биосовместимого поверх-
ностно-активного вещества (ПАВ) лецитина и возможности их применения в качестве носителей
лекарственных веществ. Основной проблемой при разработке микроэмульсий лецитина является
поиск подходящих соПАВ. Для получения микроэмульсий лецитина в качестве соПАВ лучше всего
подходят молекулы с короткой алкильной цепью (4–5 атомов С) и относительно большой полярной
“головой”, например короткоцепочечные алифатические спирты, кислоты и амины; при этом тре-
буются высокие концентрации соПАВ (массовое соотношение соПАВ : лецитин обычно составляет
1 : 1). Чаще всего для получения микроэмульсий лецитина в различных природных и синтетических
маслах в качестве соПАВ используют этанол, н-пропанол или н-бутанол. Чтобы заменить токсич-
ные спирты на менее токсичные компоненты, в микроэмульсии лецитина можно ввести другие из-
вестные ПАВ, такие как Brij 96V (полиэтиленгликольолеат), Tween 80 (полиоксиэтилен-20-сорби-
танмоноолеат), Tween 20 (полиоксиэтилен-20-сорбитанмонолаурат), Тритон Х-100 (трет-октилфе-
ниловый эфир полиэтиленгликоля) или олеиновую кислоту. Описаны композиции на основе
микроэмульсий лецитина для местной анестезии, для доставки витаминов, с противовоспалитель-
ным, противогрибковым, противораковым и ранозаживляющим действием. Рассмотренные при-
меры показывают перспективность исследования и разработки микроэмульсий лецитина как носи-
телей лекарственных веществ.

Ключевые слова: лецитин, микроэмульсии, подбор соПАВ, доставка лекарственных веществ
DOI: 10.31857/S0023291223600517, EDN: DMFLDC

ВВЕДЕНИЕ
Перспективными носителями лекарственных

веществ являются лиофильные коллоидные си-
стемы, образованные молекулами поверхностно-
активных веществ (ПАВ), такие как микроэмуль-
сии (МЭ). Для них характерно самопроизвольное
образование при смешивании нужных компонен-
тов в заданных условиях; теоретически, при неиз-
менном составе и условиях, МЭ способны суще-
ствовать бесконечно долго. Следствием термоди-
намической устойчивости МЭ являются их
преимущества с точки зрения фармацевтической
технологии – зависимость свойств МЭ только от их
состава, а не от условий смешивания компонентов,
простота методов получения, высокая воспроизво-
димость свойств, длительные сроки хранения.

В качестве достоинств МЭ как носителей ле-
карственных веществ можно указать возмож-
ность включения в их состав биологически актив-
ных веществ с различными физико-химическими
свойствами. Для МЭ, имеющих капли размером в

единицы и десятки нанометров, характерна вы-
сокая удельная поверхность на границе “масло-
вода”, что приводит к более высокой скорости диф-
фузии биологически-активных веществ из капель
МЭ по сравнению с обычными эмульсиями. Внут-
ренний объем капель МЭ существенно больше, чем
у мицелл, что обеспечивает их более высокую со-
любилизационную емкость. Таким образом, в
МЭ сочетается ряд достоинств эмульсионных и
мицеллярных систем. Чаще всего МЭ предлага-
ются для нанесения на кожу (для местного дей-
ствия и для трансдермального введения лекар-
ственных веществ) и на слизистые оболочки носа
и глаз, известны примеры МЭ для перорального
введения. В последние годы опубликован ряд об-
зорных работ, посвященных применению МЭ,
образованных различными синтетическими и при-
родными ПАВ, для адресной доставки лекарствен-
ных веществ [1–6].

Основной недостаток МЭ – наличие ПАВ и со-
ПАВ в высоких концентрациях. МЭ, предназначен-
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ные для фармацевтики, должны содержать неток-
сичные биосовместимые компоненты. В качестве
нетоксичного ПАВ для получения МЭ перспектив-
но использовать лецитин, который является основ-
ным липидным компонентом клеточных мембран.

Нужно отметить, что в биохимии слово “леци-
тин” часто является синонимом sn-3-фосфати-
дилхолина (или L-α-фосфатидилхолина). В пи-
щевой промышленности термин “лецитин” часто
используют для обозначения смеси фосфолипи-
дов с преобладанием фосфатидилхолина. В ос-
новном лецитин и другие фосфолипиды приме-
няют в качестве эмульгаторов в пищевой и
косметической промышленности, фармацевтике, а
также как пищевые и биологически активные до-
бавки. В США лецитин относится к категории
пищевых добавок GRAS (Generally recognized as
safe – общепризнанных как безопасных) и не
имеет максимальной суточной дозы [7].

В отсутствии соПАВ, в трехкомпонентных си-
стемах, содержащих лецитин, масло и воду, в обла-
сти высоких концентраций лецитина существуют
жидкокристаллические мезофазы [8–11], а при бо-
лее низких его концентрациях – обратные мицел-
лы различной формы: сферические, как в системе
лецитин–бензол–вода [11, 12], либо цилиндриче-
ские, которые в алифатических углеводородах
могут формировать структуру лецитиновых орга-
ногелей [11, 13, 14]. Полагают, что лецитин – это
излишне липофильный ПАВ, неспособный обра-
зовывать на межфазной границе гибкий моно-
слой с нулевой спонтанной кривизной, который
необходим для формирования сбалансированной
(т.е. способной включать сравнимые количества
воды и масла) МЭ. Поэтому для получения МЭ не-
обходимо введение соПАВ, которое повысит гиб-
кость монослоя и изменит его спонтанную кривиз-
ну [15]. Для разработки МЭ лецитина, предназна-
ченных для медицины или косметики, необходимо
подбирать одно или несколько биосовместимых
соПАВ и применять биосовместимые масла, что,
с учетом склонности лецитина к формированию
жидкокристаллических фаз, является сложной,
нетривиальной задачей и требует значительных
усилий для ее решения.

В работе рассмотрены известные МЭ лецити-
на в различных четырех- и многокомпонентных
системах и примеры их применения в качестве
носителей лекарственных веществ.

МИКРОЭМУЛЬСИИ ЛЕЦИТИНА 
В РАЗЛИЧНЫХ СИСТЕМАХ

Микроэмульсии в четырехкомпонентных 
системах лецитин–соПАВ–масло–вода

Первой статьей, посвященной микроэмульси-
ям лецитина, считают работу Shinoda с соавт.,
опубликованную в 1991 году [16], в которой опи-

сана МЭ в системе соевый лецитин–гексадекан–
н-пропанол–вода при концентрации пропанола в
воде 10–15 мас. %. При низкой концентрации ле-
цитина, равной 1 мас. %, микроэмульсионная фа-
за существует в равновесии c водной и органиче-
ской фазами (система типа Винзор III), а при со-
держании лецитина выше 2.3 мас. % образуется
только микроэмульсионная фаза (система типа
Винзор IV). При уменьшении концентрации н-
пропанола происходит постепенное изменение
структуры МЭ от прямой к бинепрерывной и об-
ратной [16].

Aboofazeli с соавт. в 1993–1994 годах опублико-
вали ряд статей по исследованию МЭ лецитина в
четырехкомпонентных системах лецитин–со-
ПАВ–органический растворитель–вода [17–20].
Было показано, что для систем лецитин–спирт–
изопропилмиристат–вода тип использованного
лецитина – соевый или яичный, практически не
влияет на размер и форму области существования
МЭ. Авторами были использованы такие спирты,
как н-пропанол, н-бутанол, н-пентанол, изопропа-
нол, изобутанол, втор-бутанол, трет-бутанол [17].
Для систем лецитин–короткоцепочечные спирты–
изопропилмиристат–вода, содержащих лецитин с
различной концентрацией основного вещества (92
и 68–72 мас. % фосфатидилхолина), было установ-
лено, что везде образуется обратная МЭ. Вид фазо-
вых диаграмм был сходным, но при концентра-
циях масла ниже 50 мас. % наблюдалось суще-
ственное различие в ширине области
существования МЭ [18].

На фазовых диаграммах систем лецитин–изо-
пропилмиристат–соПАВ–вода были показаны
области существования МЭ при соотношении
ПАВ : соПАВ = 1 : 1 [19], в качестве соПАВ были
рассмотрены алифатические кислоты – н-гексано-
вая и н-пентановая; амины и диолы различного
строения – 2-аминопентан, 3-аминопентан, втор-
бутиламин и трет-бутиламин, 1,2-гександиол, 1,2-
пентандиол, 1,2-бутандиол; моногексиловый, моно-
пентиловый и монобутиловый эфиры диэтиленгли-
коля; алифатические спирты с различным количе-
ством углеродных атомов и расположением OH-
группы – н-бутанол, втор-бутанол, трет-бута-
нол, н-пентанол, 2-пентанол и 3-пентанол, а также
н-гексанол. Области существования сбалансиро-
ванной МЭ, способной включать примерно оди-
наковые количества масла и воды, были показа-
ны для втор- и трет-бутиламина, 2- и 3-амино-
пентана и для 1,2-пентандиола. Для других
рассмотренных соПАВ показаны области суще-
ствования только обратных МЭ. Можно полагать,
что для формирования МЭ лецитина в изопропил-
миристате лучше всего подходят соПАВ с корот-
кой алкильной цепью и относительно большой
полярной “головой”. На рис. 1 представлены
примеры областей существования МЭ в системах
лецитин–изопропилмиристат–соПАВ–вода при
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массовом соотношении лецитин : соПАВ, равном
1 : 1; при использовании в качестве соПАВ 2-ами-
нопентана и 3-аминопентана образуется сбаланси-
рованная МЭ (диаграмма 1), а при использовании
н-пентановой и н-гексановой кислоты – обрат-
ная МЭ с относительно узкой областью суще-
ствования (диаграмма 2) [19].

Области существования обратных МЭ были
показаны для систем лецитин–масло–н-пропа-
нол или н-бутанол–вода, содержащих ряд масел
со снижающейся полярностью: октановая и оле-
иновая кислоты, этилоктаноат, этилолеат, Migliol
812 (синтетические триглицериды), соевое масло.
МЭ с наиболее широкой областью существова-
ния наблюдались в системах, содержащих этил-
октаноат и этилолеат, в присутствии как бутано-
ла, так и пропанола при различных их соотноше-
ниях с лецитином, а также в системе, содержащей
соевое масло, при массовом соотношении леци-
тин : пропанол, равном 1 : 1 [20].

На примере синтетических лецитинов с углево-
дородными “хвостами” одинаковой длины С8–С16
и н-алканов С8–С16 были выявлены следующие
закономерности: для получения МЭ на основе
короткоцепочечных лецитинов лучше подходит
н-бутанол, требуемое для получения МЭ количе-
ство бутанола возрастает с уменьшением числа
атомов С в молекулах лецитина; для получения
МЭ на основе длинноцепочечных лецитинов в
системах с короткоцепочечными алканами в ка-
честве соПАВ лучше подходит н-пропанол; при
этом для МЭ в одинаковых растворителях нужное
количество спирта увеличивается с ростом числа
углеродных атомов в молекулах лецитина. Увели-
чение количества атомов С в молекуле алкана
действует аналогично укорочению цепей в моле-
куле лецитина: приводит к уменьшению количе-

ства пропанола и к увеличению количества бута-
нола, необходимого для образования МЭ. Полу-
чается, что для формирования МЭ на основе
соевого лецитина, содержащего длинные углево-
дородные “хвосты”, в алканах с длинной цепью
лучше всего подходит н-бутанол, а в алканах с ко-
роткой цепью –пропанол [21]. Формирование МЭ в
системах с циклогексаном и синтетическими ко-
роткоцепочечными лецитинами также изучено в
работе [22].

Были описаны обратные МЭ в системах, со-
держащих лецитин, н-пропанол или н-бутанол,
изооктан и воду. Для системы с пропанолом был
продемонстрирован переход от МЭ с изолиро-
ванными каплями к перколированной обратной
МЭ при мольном соотношении воды и лецитина
W > 30 [23]. Методом микрокалориметрии было
исследовано образование МЭ при титровании во-
дой раствора лецитина в смеси н-бутанола и
изооктана; показано взаимодействие воды с мо-
лекулами лецитина и бутанола, что приводит к
образованию обратных мицелл или капель обрат-
ной МЭ [24].

Таким образом, можно отметить, что форми-
рованию МЭ лецитина лучше всего способствует
использование в качестве соПАВ молекул с ко-
роткой алкильной цепью (4–5 атомов С) и отно-
сительно большой полярной “головой”, которые
должны эффективно встроиться в монослой моле-
кул лецитина и повысить его гибкость; при этом
требуется высокая концентрация соПАВ (массовое
соотношение лецитин : соПАВ обычно состав-
ляет 1 : 1). Эффективность соПАВ зависит от дли-
ны цепей в молекуле лецитина и углеводородного
растворителя, а также от полярности масла. Чаще
всего для получения МЭ лецитина в различных

Рис. 1. Примеры областей существования сбалансированной (1) и обратной (2) МЭ лецитина в системах лецитин–изо-
пропилмиристат–соПАВ–вода при массовом соотношении лецитин : соПАВ, равном 1 : 1. СоПАВ: 1 – 2-аминопентан
(пунктир) и 3-аминопентан (точки); 2 – н-пентановая кислота (пунктир) и н-гексановая кислота (точки) [19].

Лецитин + соПАВ

МЭ50 50

50Вода Масло

1

Лецитин + соПАВ

МЭ

50 50
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растворителях в качестве соПАВ использовали н-
пропанол и н-бутанол.

Микроэмульсии лецитина в четырехкомпонентных 
системах с биосовместимыми маслами

Кроме упомянутого выше изопропилмириста-
та [17], в качестве компонентов МЭ лецитина бы-
ли рассмотрены другие природные и синтетиче-
ские масла. Например, в работе [25] для создания
МЭ лецитина было предложено использовать ли-
монен – вещество из класса терпенов, обладающее
приятным запахом и используемое в парфюмерии и
косметике. Была показана широкая область суще-
ствования МЭ типа “вода в масле” для соПАВ
н-пропанола и узкая область существования обрат-
ной МЭ (не более 10 мас. % воды) для соПАВ
1,2-пропандиола; исследование проводили при
массовом соотношении лецитин : спирт, равном
1 : 1, и T = 30°С. С помощью спектроскопии элек-
тронного парамагнитного резонанса было установ-
лено, что в случае н-пропанола монослой ПАВ
обладает большей гибкостью, чем в случае 1,2-про-
пандиола; этим фактом авторы объясняют
большую ширину области существования МЭ при
применении в качестве соПАВ н-пропанола [25].

Для создания МЭ лецитина были успешно ис-
пользованы синтетические масла, применяемые
в косметических композициях, такие как MCT
(смесь триацилглицеридов C8–C10) и Peceol
(смесь моно-, ди- и триглицеридов жирных кис-
лот, в основном олеиновой). Для систем соевый
лецитин–масло MCT–соПАВ–вода были пока-
заны области существования МЭ и фазовые рав-
новесия с участием прямых, обратных и бинепре-
рывных МЭ и лиотропных жидких кристаллов. В
качестве соПАВ были рассмотрены алифатиче-
ские спирты н-пропанол, н-бутанол, трет-бута-
нол и н-пентанол. Структура МЭ зависела от ис-
пользованного соПАВ: например, для МЭ с содер-
жанием 20 мас. % спирта, 25–30 мас. % лецитина и
равных количеств масла и воды в присутствии
н-пропанола наблюдалось образование прямой
МЭ, н-пентанола – обратной, н-бутанола – бине-
прерывной или обратной [26]. Было исследовано
образование МЭ в системе, содержащей соевый ле-
цитин, этанол, масло Peceol и воду при варьирова-
нии соотношения лецитин : этанол. Наилучшее для
получения МЭ массовое соотношение лецитин :
этанол составило 60 : 40, при нем достигалась мак-
симальная площадь области существования обрат-
ной МЭ [27]. Этанол как биосовместимое соПАВ
предлагался также для получения МЭ в изопро-
пилмиристате – была показана область существо-
вания обратных МЭ при массовом соотношении
лецитин : этанол, равном 1 : 2, 1 : 1, 2 : 1 и 3 : 1 [28].

Известны МЭ лецитина в природных расти-
тельных маслах, которые являются смесью триа-
цилглицеридов, содержащих в основном остатки

жирных кислот с 16 и 18 атомами углерода. Опре-
делена область существования МЭ в системе с
рапсовым маслом, соевым лецитином (с содержа-
нием фосфатидилхолина 63.6 мас. %), н-пропано-
лом и водой. МЭ существует при высоком содер-
жании лецитина и спирта, при этом соотношение
лецитин : пропанол (мас.) составляло: 67 : 33, 60 : 40,
50 : 50, 40 : 60. [29]. В аналогичной системе с под-
солнечным маслом определена область существо-
вания МЭ при соотношении лецитин : пропанол
(мас.), равном 2 : 1. МЭ также образуется при вы-
соких концентрациях лецитина и пропанола [30].
Была определена область существования МЭ в
системе лецитин (63.6 мас. % фосфатидилхоли-
на)–оливковое масло–н-пропиловый спирт–во-
да [31] и в системе лецитин–соевое масло–н-про-
пиловый спирт–вода при массовом соотношении
лецитин : пропанол, равном 1 : 1 [32].

Таким образом, показана возможность полу-
чения МЭ лецитина в природных маслах, таких
как рапсовое, подсолнечное, оливковое и соевое,
а также в синтетических биосовместимых раство-
рителях, применяемых в косметике, таких как
изопропилмиристат, MCT (смесь триацилглице-
ридов C8–C10) и Peceol (смесь моно-, ди- и
триглицеридов жирных кислот, в основном олеи-
новой). Но в качестве соПАВ при этом в основ-
ном использовались короткоцепочечные алифа-
тические спирты н-пропанол или этанол в высо-
ких концентрациях (как правило, при массовом
соотношении лецитин : спирт, равном 1 : 1),
что имеет ограничения подходит для медицин-
ского применения.

Для разработки МЭ лецитина, пригодных для
применения в фармацевтике и пищевой промыш-
ленности, недостаточно только подобрать биосов-
местимые масла, необходимо еще решить более
сложную задачу: заменить токсичные соПАВ (ко-
роткоцепочечные спирты, амины, диолы, кисло-
ты) на нетоксичные. Для решения этой задачи
многие авторы пошли путем усложнения состава
разрабатываемых МЭ, вводя дополнительные
биосовместимые ПАВ.

Микроэмульсии в четырех- и пятикомпонентных 
системах, содержащих лецитин и другие ПАВ
Для применения в фармацевтике были предло-

жены МЭ, содержащие, кроме лецитина, еще одно
биосовместимое ПАВ и алифатические спирты с
короткой цепью, такие как этанол, н-пропанол и
н-бутанол. Например, показана область суще-
ствования сбалансированной МЭ в системе ле-
цитин–лизолецитин–н-бутанол–изопропилмири-
стат–вода при соотношениях (мас.) лизолецитин :
лецитин 0.7 : 1; 1.4 : 1 и 2.1 : 1, при этом массовое
соотношение (лецитин + лизолецитин) : бута-
нол составляло 1 : 1. МЭ с более узкой областью
существования получались при использовании в
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качестве соПАВ н-пропанола или этанола и при
изменении массового соотношения (лецитин + ли-
золецитин) : спирт с 1 : 1 на 2 : 1 [32]. Были полу-
чены МЭ и определены их области существования
в системах лецитин–синтетические н-алканолфос-
фохолины С6–С12–этанол, н-пропанол или н-бу-
танол–изопропилмиристат–вода [33]. МЭ с от-
носительно узкой областью существования обра-
зуются также в системах, содержащих лецитин,
децилгликозид или каприл-каприлилгликозид,
изопропилмиристат, этанол и воду [34].

Описаны МЭ, содержащие лецитин и еще одно
известное ПАВ, и не содержащие спирты. Было ис-
следовано образование МЭ в системах лецитин–
Brij 96V (полиэтиленгликольолеат)–изопропилми-
ристат–вода [35] и лецитин–Tween 80 (полиокси-
этилен-20-сорбитанмоноолеат)–изопропилмири-
стат–вода [36]. В системе лецитин + Tween 20
(полиоксиэтилен-20-сорбитанмонолаурат) в соот-
ношении 1 : 1 (мас.) – Captex 200 (пропиленгли-
коль дикаприлат/дикапрат) – вода наблюдалось
формирование как обратной, так и прямой
МЭ [37]. Образование прямой МЭ наблюдалось
также в системах соевый лецитин–Tween 80–эти-
лолеат или соевое масло–вода, массовое соотно-
шение лецитин : Tween 80 составляло 0.3 [38], но
поскольку в рассмотренных системах количество
лецитина меньше, чем Tween 80, т.е. это уже МЭ
Tween 80, а не лецитина.

Описаны МЭ в пятикомпонентных системах,
содержащих лецитин, другие биосовместимые
ПАВ и не содержащих спирты. Например, пока-
заны равновесия микроэмульсионной фазы с
водной и органической фазами (равновесия типа
Винзор I, II и III) и существование МЭ как одной
фазы (Винзор IV) в системах лецитин–смесь рам-
нолипида и софоролипида (ПАВ микробного про-
исхождения)–масло–вода; в качестве масел ис-
пользовали декан, гексадекан, лимонен и изопро-
пилмиристат [39]. Изучена область существования
МЭ в системе лецитин–Тритон Х-100 (трет-ок-
тилфениловый эфир полиэтиленгликоля)–изопро-
пилмиристат–бутиллактат–вода при соотношени
(мас.) лецитин : Тритон Х-100 : бутилактат = 1 : 1 : 4
[40]. Отметим, что в описанных системах доля ле-
цитина в смеси ПАВ и соПАВ составляла не более
25 мас. %, то есть лецитин не являлся основным
ПАВ, образующим МЭ.

Acosta с соавт. [41–43] предложил заменить
традиционные соПАВ в составе МЭ лецитина
комбинацией липофильного и гидрофильного
линкеров – молекул–“связок”, которые распола-
гаются вблизи границы “масло–вода” со стороны
органической и водной фаз соответственно.
Молекулы линкеров можно рассматривать как
“ассиметричные ПАВ”, которые “связывают”
межфазную границу (монослой ПАВ) с водной
или органической фазой; при этом в отсутствие

лецитина (основного ПАВ) введение комбина-
ции липофильного и гидрофильного линкеров не
приводит к формированию МЭ. Таким образом,
для создания МЭ лецитина вместо токсичных
спиртов можно использовать сочетание биосовме-
стимых ПАВ-линкеров. Этот подход был успешно
применен для получения сбалансированной МЭ
в системе, содержащей лецитин, липофильный
линкер Span 80 (сорбитанмоноолеат), гидро-
фильный линкер смесь каприловой кислоты и ка-
прилата натрия, изопропилмиристат и воду [41,
42]. Образование МЭ показано также в системе ле-
цитин–липофильный линкер глицеролмонооле-
ат–гидрофильный линкер полиглицерол капри-
лат–этилкаприлат–модельное содержимое тонко-
го кишечника [43].

Таким образом, был предложен ряд составов
МЭ лецитина, где в качестве соПАВ в основном
рассматривались короткоцепочечные алифати-
ческие спирты – н-пропанол, н-бутанол, этанол.
Попытки отказаться от использования спиртов
приводили к усложнению состава МЭ: предлага-
лось введение еще одного или двух ПАВ в количе-
ствах, сопоставимых с содержанием лецитина,
или комбинации гидрофильного и липофильного
линкеров. При таком подходе количество леци-
тина в смеси ПАВ и соПАВ становится значи-
тельно меньше 50 мас. %, т.е. лецитин перестает
быть основным ПАВ, образующим МЭ. Поэтому
необходим поиск других биосовместимых со-
ПАВ, которые будут присутствовать в системе в от-
носительно небольших количествах и при этом
способствовать образованию МЭ лецитина.

Для создания МЭ лецитина, предназначенных
для медицинского применения, было предложе-
но использовать в качестве соПАВ олеиновую
кислоту [44, 45]. Наличие относительно неболь-
шой полярной “головы” (карбоксильной группы)
и изогнутого углеводородного “хвоста” (олеино-
вая кислота – это цис-изомер) дает олеиновой
кислоте возможность повышать гибкость моно-
слоя ПАВ на границе “масло–вода” и изменять
спонтанную кривизну монослоя в сторону отри-
цательных значений, что должно способствовать
формированию обратной МЭ.

Было показано [44, 45], что в системе леци-
тин–олеиновая кислота–додекан–вода при соот-
ношении молярных концентраций олеиновой кис-
лоты и лецитина Сол/Слец > 0.6 наблюдается образо-
вание обратной МЭ, имеющей размер капель в
несколько нанометров. Область существования МЭ
в указанной системе при Сол/Слец = 0.8 и, для срав-
нения, лецитиновых органогелей при Сол/Слец = 0.1
приведена на рис. 2. Область существования
МЭ относительно узкая, максимальное содер-
жание воды не превышает 16.8 мас. %. Удельная
электропроводность образцов МЭ была от 0.1
до 1.1 мкСм/см при значениях W, равных 28–32,
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что характерно для обратных МЭ. При содержа-
нии лецитина в органической фазе 10 мас. %,
Сол/Слец = 0.8 и W = 5 гидродинамический диа-
метр капель МЭ составлял 6.5 ± 0.1 нм [45].

Обратные МЭ в системах с олеиновой кисло-
той можно получать на основе коммерческих об-
разцов соевого лецитина, в том числе фосфолипид-
ных концентратов. Была предложена композиция
для трансдермальной доставки биологически ак-
тивных веществ в форме МЭ лецитина [45, 46], со-
держащая (мас. %): лецитин (фосфолипидный кон-
центрат с содержанием фосфолипидов 97 мас. %, в
том числе фосфатидилхолина 22 мас. %) – 14.3–
23.3; вазелиновое масло – 29.6–34.7; олеиновая
кислота – 5.0–7.1; жирное растительное масло,
например масло авокадо – 29.6–34.7; эфирное
масло, например масло чайного дерева – 1.4–5.7;
вода – остальное. Мольное отношение олеино-
вой кислоты и лецитина составляло 0.6–0.8, что
соответствует величине соотношения соПАВ : ле-
цитин (мас.) от 0.22 до 0.29. Таким образом, МЭ
можно получить при относительно низком содер-
жании соПАВ. Поскольку в разработанных об-
ратных МЭ количество масляной фазы существен-
но выше, чем водной, такие МЭ могут включать
маслорастворимые биологически активные веще-
ства в концентрациях единицы процентов, а водо-

растворимые – в концентрациях в десятые доли
процента (табл. 1).

Вязкость МЭ обычно невысокая, по порядку
величин она сопоставима с вязкостью дисперси-
онной среды. Относительно низкие значения вяз-
кости позволяют создавать на основе МЭ компози-
ции, которые можно вводить с помощью шприца,
например подкожно. В качестве примера на рис. 3
приведена зависимость вязкости от скорости
сдвига для обратной МЭ, содержащей 19.1 мас. %
лецитина (линия 1) в сравнении с такой же зави-
симостью для ламеллярных жидких кристаллов,
содержащих 70.0 мас. % лецитина (линия 2). Рас-
смотренные носители имеют аналогичный каче-
ственный состав, они включают лецитин, смесь
масел и воду, но отличаются, главным образом,
концентрацией лецитина и наличием в МЭ со-
ПАВ олеиновой кислоты. Хорошо заметна разница
в величинах вязкости образцов: для МЭ она при-
мерно на два порядка ниже и при высоких скоро-
стях сдвига сопоставима с вязкостью вазелинового
и растительных масел (десятые доли Па с) [46].

На модельной системе с красителем Родами-
ном С показано, что скорость переноса водорас-
творимых веществ через диализную мембрану из
обратной МЭ лецитина в физиологический раствор
была 14.3 × 10–3 г/(м2 ч), что примерно в 2.5 раза вы-

Рис. 2. Области существования в системе лецитин–
олеиновая кислота - додекан–вода: 1 – МЭ при
Сол/Слец = 0.8; 2 – органогеля при Сол/Слец = 0.1.
Т = 25°С. Лецитин Lipoid S100 (96.3 мас. % основного
вещества) [44].

Лецитин + oлеиновая кислота

Вода мас. % Додекан

1

2

Таблица 1. Включение масло- и водорастворимых биологически активных веществ в МЭ, содержащую, мас. %:
лецитин (фосфолипидный концентрат с содержанием фосфолипидов 97 мас. %) – 19.1; олеиновая кислота – 6.7;
масло авокадо – 32.6; вазелиновое масло – 32.6; эфирное масло чайного дерева – 4.2; вода – 4.8 [46]

Вещество α-Токоферола ацетат Глюкоза Аскорбиновая кислота

Сmax в МЭ, мас. % 9.9 0.50 0.21

Рис. 3. Зависимость динамической вязкости (η) от
скорости сдвига (γ') для образцов МЭ (1) и жидких
кристаллов (2). Состав МЭ, мас. %: лецитин - 19.1; ва-
зелиновое масло - 32.6; масло авокадо – 32.6; олеино-
вая кислота – 6.7; эфирное масло чайного дерева –
4.2; вода – 4.8. Состав жидких кристаллов, мас. %: ле-
цитин – 70.0; масло авокадо – 10.0; эфирное масло
чайного дерева – 5.0; вода – 15.0. T = 25°С [46].
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ше, чем из ламеллярных жидких кристаллов в си-
стеме лецитин–растительное масло–эфирное
масло–вода. Более высокая скорость высвобож-
дения веществ из МЭ по сравнению с жидкокри-
сталлическим носителем объясняется существен-
но большей вязкостью жидких кристаллов. За 7 ч
диализа из МЭ выделилось 3.6% Родамина С, что
позволяет разрабатывать на ее основе медицин-
ские и косметические средства с замедленным
высвобождением биологически активных ве-
ществ [46]. В состав органической фазы МЭ ле-
цитина можно вводить растительные масла, обла-
дающие собственной биологической активно-
стью, например масло из тропического растения
гака (Momordica cochinchinensis) и эфирное масло
куркумы (Curcuma longa). Показано, что в МЭ
можно ввести не менее 6.5 мас. % воды при кон-
центрации лецитина в органической фазе 20 мас.
%, массовом соотношении вазелинового масла и
масла гака 1 : 1 и при мольном соотношении оле-
иновой кислоты и лецитина от 0.2 до 0.8. Гидро-
динамический диаметр капель предложенных об-
ратных МЭ составлял от 3 до 21 нм в зависимости
от содержания воды и лецитина. Наблюдалась
линейная зависимость гидродинамического диа-
метра от параметра W, характерная для обратных
МЭ: наклон линий менялся при варьировании
соотношения лецитина с олеиновой кислотой и
эфирным маслом (рис. 4) [47].

МИКРОЭМУЛЬСИИ ЛЕЦИТИНА 
КАК НОСИТЕЛИ ЛЕКАРСТВЕННЫХ 

ВЕЩЕСТВ
МЭ лецитина можно использовать для транс-

дермальной доставки лекарственных веществ, а
также при разработке препаратов для местного
применения, которые могут наноситься на кожу
или слизистые оболочки.

Для трансдермальной доставки тетракаина, ис-
пользуемого для местной анестезии, были предло-
жены МЭ различных типов в системе лецитин–
изопропилмиристат–н-пропанол–вода; тип МЭ
определялся массовым соотношением лецитин :
пропанол [48, 49]. В экспериментах с использова-
нием диффузионной ячейки Франца было
показано, что повышение концентрации воды
как в прямой, так и в обратной МЭ приводит к
возрастанию скорости транспорта тетракаина че-
рез образцы кожи мышей (рис. 5); значения ско-
ростей переноса были в интервале от 7.66 до 18.28
мг/(см2 ч). Тип МЭ влияет на скорость переноса
лекарственного вещества: на рис. 5. представлены
данные по кинетике переноса тетракаина через
кожу при использовании прямой (рис. 5а) и об-
ратной (рис. 5б) МЭ. При одинаковом содержа-
нии воды скорость переноса была выше для пря-
мой МЭ, но эта разница не очень значительная
[48].

С помощью конфокальной лазерной ска-
нирующей микроскопии было продемонстриро-
вано [48], что при времени эксперимента 0.5–2 ч
водорастворимый флуоресцентный краситель
постепенно проникал в эпидермис и верхние
слои дермы при нанесении на кожу как прямой,
так и обратной МЭ, в то время как при нанесении
раствора в пропаноле за 6 ч флуоресцеин-5-изотио-
цианат проникал только в верхний слой эпидерми-
са. На рис. 6 представлены примеры микрофото-
графий срезов кожи мышей при проникновении
красителя из раствора, прямой и обратной МЭ. В
качестве основного механизма увеличения про-
ницаемости кожи при нанесении на нее МЭ счи-
тают увеличение промежутков между клетками,
образующими роговой слой эпидермиса, за счет
взаимодействия лецитина с межклеточными ли-
пидами, и формирование при этом каналов, по
которым идет проникновение компонентов МЭ в
кожу. В переносе веществ могут также участво-
вать волосяные фолликулы и потовые железы
[48]. Аналогичные результаты были показаны при
проникновении липофильного флуоресцентного
красителя Нильского красного: при времени экс-
перимента 1 ч краситель практически не прони-
кал в кожу свиней из раствора в изопропилмири-
стате, но проникал на глубину 300 мкм при ис-
пользовании обратной МЭ лецитина [41].

В экспериментах in vivo было показано [49],
что при использовании как прямой, так и обрат-
ной МЭ лецитина в качестве носителя местного

Рис. 4. Зависимость гидродинамического диаметра
капель микроэмульсий от W. Состав органической
фазы МЭ, мас. %: 1 – лецитин – 20.0, олеиновая кис-
лота – 4.5, вазелиновое масло – 35.5, масло гака –
35.5, эфирное масло куркумы – 4.5; 2 – лецитин –
10.0, олеиновая кислота – 2.25, вазелиновое масло –
41.62, масло гака – 41.63, эфирное масло куркумы –
4.5; 3 – лецитин – 10.0, олеиновая кислота – 2.25, вазе-
линовое масло – 42.75, масло гака – 42.75, эфирное
масло куркумы – 2.25; T = 25°С [47].
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анестетика тетракаина анальгезирующий эффект
проявлялся при концентрации тетракаина в МЭ
от 2.7 до 12 мг/мл. Максимальный анальгезирую-
щий эффект был обнаружен спустя 10–15 мин по-
сле нанесения МЭ, затем его величина снижа-
лась, но даже через 3 ч эффект обезболивания еще
присутствовал. Для МЭ обоих типов эффект
анальгезии увеличивался с ростом концентрации
тетракаина и при повышении содержания воды в
МЭ [49], что согласуется с результатами экспери-
ментов по кинетике переноса тетракаина через
кожу [48].

Было продемонстрировано, что нанесение на
кожу как прямой, так и обратной МЭ в системе ле-
цитин–н-пропанол–изопропилмиристат–водный
раствор тетракаина не приводило к раздражению
кожи и не вызывало окислительного стресса [49].
Низкий уровень раздражающего действия на ко-
жу был показан также для МЭ в системах леци-
тин–н-бутанол–масло Migliol 812 N (синтетиче-
ские триглицериды)–вода [50] и лецитин–спирт
(этанол или изопропанол)–масло Capryol 90
(пропиленгликоль монокаприлат)–вода [51].

Было разработано ранозаживляющее средство
на основе обратных МЭ, содержащих лецитин,
олеиновую кислоту, вазелиновое масло, масло
авокадо, эфирное масло чайного дерева и воду, ак-
тивным компонентом являлся белково-пептидный
экстракт из органов иммунной системы свиней.
Оценка эффективности ранозаживления прово-
дилась на модели плоскостных ран мышей. Пока-
зано, что прочность рубца через восемь дней по-
сле нанесения раны при лечении МЭ, не содер-
жащей активный компонент, была 197 ± 15% (по
сравнению с контролем, принятым за 100%), а
при лечении такой же МЭ, содержащей водный

Рис. 5. Кинетика переноса тетракаина через кожу мы-
шей в фосфатный буферный раствор (pH 7.4) из пря-
мой (a) и обратной (б) МЭ в системе лецитин–н-про-
панол–изопропилмиристат–водный раствор тетра-
каина. Соотношение лецитин : н-пропанол (мас. %):
a – 0.5 : 1; б – 1.5 : 1. Содержание воды в МЭ, мас. %:
1 – 20; 2 – 32; 3 – 42; 4 – 49. T = 37°С [48].
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Рис. 6. Проникновение флуоресцентного красителя в
кожу мышей (сканирующая лазерная конфокальная
микроскопия) после обработки: 1 – 6 ч 0.5 мМ рас-
твором флуоресцеин-5-изотиоцианата (контроль);
2 – 2 ч обратной МЭ в системе лецитин–изопропил-
миристат–н-МЭ–водный 0.5 мМ раствор флуоресце-
ин-5-изотиоцианата; 3 – 2 ч прямой МЭ в той же си-
стеме. Белый цвет – фруоресценция красителя [48].
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белково-пептидный экстракт, составляла 282 ±
12% [52].

Таким образом, на нескольких примерах была
продемонстрирована безопасность и эффектив-
ность МЭ лецитина, которые могут использоваться
для местного применения (например, для обезбо-
ливания и ранозаживления) и для трансдермаль-
ной доставки лекарственных веществ. Известные
из литературы варианты составов МЭ лецитина и
возможностей их применения как носителей ле-
карственных веществ приведены в табл. 2.

Кроме применения в фармацевтике, МЭ леци-
тина было предложено использовать в смежных об-
ластях, например в пищевой промышленности для
солюбилизации фермента липазы [25], для экстра-
гирования лютеина из лепестков календулы [30] и
извлечения ликопена из томатной пасты [31].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Лецитин является широко известным биосов-

местимым ПАВ, МЭ на его основе могут служить
носителями лекарственных веществ.

Было показано, что формированию МЭ леци-
тина лучше всего способствует использование в
качестве соПАВ молекул с короткой алкильной
цепью (4–5 атомов С) и относительно большой
полярной “головой”, таких как короткоцепочеч-
ные алифатические спирты, кислоты и амины;

при этом требуется высокая концентрация со-
ПАВ (массовое соотношение соПАВ : лецитин
составляет обычно 1 : 1). Чаще всего для получе-
ния МЭ лецитина в различных растворителях в
качестве соПАВ применяют этанол, н-пропанол
и н-бутанол; с точки зрения биосовместимости
этанол выглядит предпочтительнее. Показана
возможность получения МЭ лецитина в природ-
ных маслах, таких как рапсовое, подсолнечное,
оливковое и соевое, а также в синтетических био-
совместимых маслах, например изопропилмири-
стат, MCT (смесь триацилглицеридов C8–C10) и
Peceol (смесь моно-, ди- и триглицеридов жир-
ных кислот, в основном олеиновой). Чтобы заме-
нить токсичные спирты на менее токсичные ком-
поненты, в МЭ лецитина вводили другие извест-
ные ПАВ, такие как Brij 96V (полиэтилен-
гликольолеат), Tween 80 (полиоксиэтилен-20-
сорбитанмоноолеат), Tween 20 (полиоксиэтилен-
20-сорбитанмонолаурат), Тритон Х-100 (трет-ок-
тилфениловый эфир полиэтиленгликоля) и др.

Для создания МЭ лецитина, пригодных для
фармацевтики, было предложено использовать
олеиновую кислоту как нетоксичное биосовме-
стимое соПАВ. Обратные МЭ в системах с олеи-
новой кислотой можно получать на основе ком-
мерческих образцов соевого лецитина, в состав
МЭ можно вводить растительные масла, облада-
ющие собственной биологической активностью,

Таблица 2. Примеры составов МЭ лецитина, предложенных в качестве носителей лекарственных веществ

Состав микроэмульсии Лекарственное вещество Применение композиции Ссылка

Лецитин–н-пропанол–изопропилмиристат–
вода

Тетракаин гидрохлорид Трансдермально,
для местной анестезии

48, 49

Лецитин–Span 80 (сорбитанмоноолеат)–
каприлат натрия/каприловая кислота–изо-
пропилмиристат − вода

Лидокаин Трансдермально,
для местной анестезии

41, 53

Лецитин–н-бутанол–масло Migliol 812 N 
(синтетические триглицериды)–вода

Кетопрофен Трансдермально, противо-
воспалительное

50

Лецитин–спирт (этанол или изопропанол)–
масло Capryol 90 (пропиленгликоль монока-
прилат)–вода

Такролимус Местно (на кожу) для лече-
ния кожных заболеваний

51

Лецитин–этанол–изопропилмиристат–вода Троксерутин Перорально, витамин 28

Лецитин–Tween 80–соевое масло–вода Куркумин Перорально, противорако-
вое

38

Лецитин–Tween 80–изопропилмиристат–вода,
Лецитин–Brij 96V–изопропилмиристат–вода

Амфотерицин В Внутривенно, противогриб-
ковое

35, 54

Лецитин–Tween 20–Captex (пропиленгли-
коль дикаприлат/дикапрат)–вода

Амфотерицин В Противогрибковое 37

Лецитин–олеиновая кислота–вазелиновое 
масло–масло авокадо–эфирное масло чай-
ного дерева–вода

Белково-пептидный экс-
тракт из органов иммун-
ной системы свиней

Ранозаживляющее 52
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например, масло авокадо, масло из тропического
растения гака, эфирные масла чайного дерева и
куркумы. Недостатком МЭ лецитина с олеиновой
кислотой является относительно узкая область их
существования.

В данной работе приведены примеры, показы-
вающие безопасность и эффективность МЭ на
основе лецитина, предложенных для трансдер-
мальной доставки биологически активных веществ.
Описаны композиции на основе МЭ лецитина для
местной анестезии, для доставки витаминов, с про-
тивовоспалительным, противогрибковым, проти-
вораковым и ранозаживляющим действием.

Несмотря на очевидные преимущества леци-
тина как ПАВ для получения МЭ, необходима ра-
бота по подбору других компонентов. “Идеаль-
ная” МЭ лецитина должна иметь широкую, жела-
тельно симметричную область существования
(т.е. быть сбалансированной) и содержать неток-
сичные и биосовместимые другие компоненты:
ПАВ, соПАВ и масла, предпочтительно недоро-
гие и разрешенные для медицинского примене-
ния или используемые в пищевых продуктах.
Возможные поиски новых составов МЭ лецитина
могут пойти как по пути усложнения системы и
добавления шестого, седьмого и т.д. компонента,
так и по пути введения в качестве соПАВ новых
веществ, которые ранее для таких целей не рас-
сматривались. Задача создания “идеальной” МЭ
лецитина еще не решена, и это стимулирует даль-
нейшие поиски.
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Бактериальные инфекции, связанные с оказанием медицинской помощи (ИСМП), являются од-
ной из острых проблем современного здравоохранения. Одним из перспективных направлений ре-
шения этой проблемы является разработка материалов, которые либо обладают бактерицидным
действием по отношению к возбудителям ИСМП, либо препятствуют передаче попадающих на их
поверхность бактерий при контактах пациентов и персонала с такими поверхностями. В данной ра-
боте исследована антибактериальная эффективность применения медных контактных поверхно-
стей с различной смачиваемостью. Особое внимание уделено изучению влияния на эту эффектив-
ность загрязнения поверхностей как потожировыми выделениями при контактах с людьми, так и
поддерживающими жизнедеятельность бактерий веществами на примере пептонного раствора. В
связи с дороговизной меди, исследована также возможность замены объемного медного материала
на менее дорогой с напыленным медным покрытием. Результаты тестирования показали, что бакте-
рицидная эффективность по отношению к штамму Staphylococcus aureus как контрольных медных и су-
пергидрофильных медных пластин, так и напыленных медных пленок оказывается близкой к 100% и
практически не изменяется после загрязнения пептонным раствором или потожировыми выделения-
ми. Супергидрофобные медные поверхности обладают меньшей бактерицидной эффективностью, но
благодаря эффекту несмачиваемости и низкой адгезии клеток к такой поверхности, дольше остают-
ся неконтаминированными и тем самым также способствуют снижению передачи инфекций через
изготовленные из них поверхности касания.

Ключевые слова: антибактериальные поверхности, лазерное модифицирование поверхности, био-
коррозия, наночастицы, экстремальное смачивание
DOI: 10.31857/S0023291223600499, EDN: ECUJVB

ВВЕДЕНИЕ
Одной из главных проблем в сфере здраво-

охранения на сегодняшний день является борьба
с распространением инфекций, которые связаны
с медицинской помощью (ИСМП) и называются
“нозокомиальными”, “внутрибольничными”
или “госпитальными”. Это означает, что инфек-
ция развивается у пациента в процессе лечения в
больнице или другом медицинском учреждении и
отсутствовала на момент поступления. Кроме то-
го, такие инфекции могут поражать и персонал
медицинских учреждений [1]. Эта проблема явля-
ется наиболее частым неблагоприятным послед-
ствием медицинской помощи, и ни одно учре-
ждение или страна не может утверждать, что эта

проблема уже решена [2, 3]. Данные, получен-
ные в ряде стран, свидетельствуют о том, что еже-
годно сотни миллионов пациентов во всем мире
страдают от внутрибольничных инфекций [4].

Наиболее распространенные бактерии, вызы-
вающие внутрибольничные инфекции, включа-
ют Staphylococcus aureus (S. aureus), в том числе
устойчивый к антибиотикам MRSA – метициллин-
резистентный золотистый стафилококк (methicil-
lin-resistant S. aureus), Escherichia coli, Enterococcus
spp. и Candida spp. [5]. Опасность таких инфекций
заключается в высокой резистентности к анти-
биотикам и антибактериальным средствам,
которые широко используют в медицинских
учреждениях, что значительно затрудняет их ле-
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чение. По этой причине поиск альтернативных
способов борьбы с внутрибольничными инфек-
циями является крайне перспективным и важ-
ным направлением исследований.

Одним из таких направлений является внедре-
ние в практику использования материалов, обла-
дающих антимикробными свойствами, например,
некоторых металлов (серебро, медь, цинк, висмут
[6, 7]) и их сплавов.

Антимикробные свойства меди и ее сплавов
известны человечеству уже очень продолжитель-
ное время. В современной научной медицине вы-
явлены противовоспалительные [8], иммуномо-
дулирующие [9], противоопухолевые, антимик-
робные свойства медьсодержащих веществ [10–
12]. Медь играет важную роль в работе ряда фер-
ментов – тирозиназы, цитохромоксидазы, а
также стимулирует кроветворную функцию кост-
ного мозга.

Применение меди в лечебных заведениях в ка-
честве покрытия контактных поверхностей, та-
ких как перила, ручки, двери, столешницы и мно-
гое другое, может помочь в борьбе с внутриболь-
ничными инфекциями. Такие исследования уже
проводились и показали положительные резуль-
таты [13–15].

Однако, несмотря на свои полезные антимик-
робные свойства, медь оказывает токсическое дей-
ствие на человека: угнетает центральную нервную
систему, вплоть до развития болезни Альцгеймера,
способствует инактивации ферментов и угнете-
нию дыхания [16–18].

В настоящее время активно идет обсуждение
возможности применения антибактериальных
свойств наночастиц и металлических поверхностей
с иерархической шероховатостью, сформирован-
ной жестко закрепленными наночастицами [19],
которые появляются при формировании иерархи-
ческой шероховатости. В зоне воздействия лазерно-
го луча происходит нагрев поверхности до высокой
температуры, плавление, возгонка и взрывная аб-
ляция материала. При этом частицы материала
удаляются с поверхности и впоследствии осажда-
ются из лазерного факела на поверхность
вокруг зоны воздействия в виде микро- и наноча-
стиц [20]. Иерархическая шероховатость поз-
воляет создать материалы с экстремальной
смачиваемостью – супергидрофильные или су-
пергидрофобные. Механизмы антимикробного
действия таких материалов находятся в стадии
активного изучения [19, 21–23]. Благодаря высо-
кой смачиваемости супергидрофильных поверх-
ностей, бактериальная дисперсия может свобод-
но растекаться, распределяя бактериальные клет-
ки по большой площади. Часть бактерий
осаждается на шероховатую поверхность, что
приводит к их гибели за счет перфорирования и
деформации мембраны элементами нанотексту-

ры и потери внутриклеточной жидкости. Допол-
нительно, большая площадь контакта позволяет
цитотоксичным ионам меди эффективнее пере-
ходить в жидкость и при контакте с бактериаль-
ными клетками вызывать окислительный стресс
последних [23].

Супергидрофобные поверхности имеют иные
механизмы антибактериального действия. На ран-
них стадиях контакта с бактериальной средой во-
доотталкивание и гетерогенный режим смачива-
ния приводят к значительному уменьшению пло-
щади контакта между подложкой и бактериальной
дисперсией и, таким образом, к уменьшению
площади, на которой может происходить адгезия
бактерий. Второй механизм связан с уменьшени-
ем адгезии между бактериальной клеткой и су-
пергидрофобной поверхностью [24]. Это ингиби-
рует закрепление клеток на поверхности матери-
ала и дальнейшее формирование биопленок. При
длительном контакте супергидрофобной поверх-
ности с бактериальной средой развиваются кор-
розионные процессы, которые способствуют де-
градации супергидрофобного состояния и вклю-
чению механизмов, аналогичных упомянутым
для супергидрофильных поверхностей.

Объединение антибактериальных свойств ме-
таллов и особенностей поверхностей с иерархи-
ческой шероховатостью является многообещаю-
щим направлением исследований по борьбе с
внутрибольничными инфекциями. Ранее в
работах нашей лаборатории уже изучалось
действие супергидрофобных и супергидрофильных
медных поверхностей на некоторые штаммы
бактерий [20, 21, 23, 25–27]. Лучшее токсическое
действие показали медные супергидрофильные
поверхности, что объяснялось более эффектив-
ным контактом каждой бактериальной клетки с
поверхностью благодаря полному смачиванию
поверхности супергидрофильной меди. Распреде-
ляясь по шероховатой текстуре, бактериальные
клетки подвергались как физическому действию
наночастиц меди на клеточные мембраны, так и
активному воздействию ионов меди, негативно
влияющих на жизнедеятельность бактериальных
клеток.

Супергидрофобные поверхности из-за высо-
кого угла смачивания ограничивали площадь не-
посредственного контакта бактериальной суспен-
зии с поверхностью. Токсическое действие начина-
ло проявляться только спустя некоторое время,
когда начинали развиваться процессы коррозии,
и ионы меди попадали в бактериальную диспер-
сию. Однако основные механизмы антибактери-
ального действия супергидрофобных поверхностей
при кратковременном контакте с бактериально за-
грязненными средами заключаются в минимиза-
ции площади контакта бактериальных клеток с та-
кой поверхностью и в снижении первичной адгезии
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клеток к поверхности за счет электростатических и
стерических взаимодействий [27]. Оба упомяну-
тых механизма способствуют более длительному
сохранению бактериальной чистоты супергидро-
фобной поверхности и препятствуют контактной
передаче инфекций.

Еще одним плюсом в использовании медных по-
верхностей с экстремальным смачиванием вместо
свободных наночастиц меди является то, что на-
ночастицы на обработанных лазером шерохова-
тых поверхностях жестко сцеплены с ними и не мо-
гут попасть в организм человека, вызывая негатив-
ные последствия, описанные выше.

Однако медь является дорогим материалом.
Поэтому применение цельнометаллических из-
делий для оборудования в больницах будет сопря-
жено с большими экономическими затратами.
Приемлемым решением может стать напыление
слоя меди поверх уже готовых дверных ручек, пе-
реключателей, держателей и др., произведенных
из доступных материалов, таких как сталь, алю-
миний или пластик. В данной работе были оцене-
ны антибактериальные свойства алюминиевых
пластин с медным напылением.

Так как основная область применения таких
поверхностей – контактные поверхности в боль-
ницах, то они неизбежно будут взаимодейство-
вать как с неорганическими загрязнителями, так
и с выделениями кожи человека. В современной
литературе мало обсуждается влияние загрязне-
ний, попадающих при естественной эксплуата-
ции, на функциональные свойства таких поверх-
ностей касания. Чтобы восполнить этот пробел, в
данной работе исследовано влияние белковых за-
грязнений и загрязнений, связанных с касаниями
кожей человека, на антибактериальные свойства
поверхностей с экстремальным смачиванием.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для исследования влияния загрязненности

поверхности на антибактериальные свойства не-
обработанных медных (контрольных), супергид-
рофильных и супергидрофобных поверхностей ис-
пользовали медные пластины марки М1М. Кроме
того, поскольку применение массивной меди для
изготовления различных медицинских изделий
существенно удорожает их стоимость, для сравне-
ния бактерицидной активности использовали алю-
миниевые пластины с напыленным слоем меди
толщиной 100–200 мкм. Напыление производили
с помощью комплекта оборудования для газодина-
мической металлизации ДИМЕТ модели 404 (ООО
“ОЦПН”, Россия).

Лазерное текстурирование поверхностей
Для получения многомодальной шерохова-

тости поверхности медные пластины размером

10 × 10 × 1 мм3 подвергали методу импульсной
лазерной обработки, основанному на растровом
сканировании поверхности материала лазерным
пучком наносекундной длительности и длиной
волны 1.064 мкм, длительностью импульсов 200 нс,
частотой импульсов 20 кГц, и пиковой мощно-
стью до 0.95 мДж в моде TEM00. Плотность линий
составляла 400 мм–1, скорость линейного переме-
щения луча 100 мм/с, флюенс 0.19 Дж/м2. Луч ла-
зера фокусировался на поверхности обрабатывае-
мого образца в пятно с диаметром 40 мкм и двигался
с помощью блока управления перемещением ла-
зерного луча RAYLASE MS10 2 (Германия). Де-
тальное исследование морфологии получающей-
ся в таком процессе поверхностной текстуры было
проведено в нашей недавней работе [20]. Основные
характерные элементы текстуры и их размеры
следующие. Макрорельеф формируют слабоупо-
рядоченные чередующиеся гребни и впадины,
сформированные крупными пористыми ветвеоб-
разными агрегатами наночастиц, с характерным
шагом между гребнями/впадинами порядка 50 мкм
и глубиной впадин (толщиной пористого слоя) в
интервале 1–10 мкм. Следующий уровень харак-
терных размеров рельефа составляют более мел-
кие агрегаты наночастиц, формирующие “ли-
стья” ветвеобразных агрегатов, их размер порядка
десятков и сотен нм, а также формирующиеся
при термическом отжиге сфероидальные микро-
частицы размером до нескольких мкм, густо по-
крытые нановискерами. К третьему уровню ха-
рактерных размеров относятся упомянутые нано-
вискеры, имеющие диаметр порядка 10 нм и длину
от сотен нм до нескольких мкм, а также отдель-
ные наночастицы, составляющие основу
вышеописанных пористых агрегатов и прочно
“спеченные” с ними – их характерные размеры
30–50 нм.

Описанный режим лазерной обработки при-
водил к формированию развитой супергидро-
фильной поверхности, в которую капиллярное
впитывание капли исследуемой бактериальной
дисперсии происходило полностью в течение не-
скольких секунд.

Создание супергидрофобного покрытия

Для создания супергидрофобных поверхностей
полученные супергидрофильные пластины подвер-
гали предобработке на установке Plasma Cleaner
PDC-030 (Zhengzhou CY Scientific Instrument,
Китай). В данной работе применяли кислород-
ную плазму при давлении О2 – 20–30 Па. При
этом поверхность меди обогащалась хемосорбци-
онно-активными центрами, необходимыми для
дальнейшей гидрофобизации.

Методика гидрофобизации ранее была деталь-
но представлена в [20], поэтому здесь мы остано-
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вимся на ней вкратце. Гидрофобизацию проводи-
ли с помощью хемосорбции из паров гидрофоб-
ного агента — метокси-{3 [(2, 2, 3, 3, 4, 4, 5, 5, 6, 6,
7, 7, 8, 8, 8-пентадекафтороктил)-окси]-пропил}-
силана. Это вещество было синтезировано в ла-
боратории академика А.М. Музафарова. Процесс
хемосорбции проводили в герметичном сосуде в
печи при температуре Т = 105°С. Далее образцы с
помощью УЗ-ванны отмывали в спирте и ацетоне
для того, чтобы избавиться от физически адсор-
бированных на поверхности молекул гидрофоби-
затора, после чего помещали в печь для окончатель-
ной сшивки гидрофобизирующего агента при
Т = 150°С.

Методы искусственного биологического 
загрязнения поверхностей

При практическом применении антибактери-
альных покрытий, используемых на поверхно-
стях касания, возникает проблема оценки влия-
ния биологических загрязнений, наносимых на
поверхность при контакте с руками пациентов, на
антибактериальную активность покрытий. Для
исследования такого влияния третью часть кон-
трольных, гидрофобных и гидрофильных пла-
стин, а также пластин с напыленным медным по-
крытием контаминировали пептонным раство-
ром на основе бактериологического пептона
(RM001, HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Индия),
вторую треть образцов каждого типа загрязняли
потожировыми отложениями, присутствующими
на пальцах рук. Оставшуюся третью часть образ-
цов необработанных, супергидрофильных и супер-
гидрофобных медных пластин и алюминиевых пла-
стин с медным напылением использовали для срав-
нения бактерицидного действия исходных
образцов с различным смачиванием с таковыми по-
сле биологического загрязнения. Полученные
образцы были маркированы следующим образом:
необработанные B, с напыленным медным покры-
тием С, супергидрофильные Phil, супергидрофоб-
ные Phob. Для обозначения типа биологического
загрязнения к приведенным выше маркировкам
добавлялись буквы P, если загрязнение осуществ-
лялось пептонным раствором и F, если загрязне-
ние обеспечивалось касанием пальцами рук.

Для обработки в пептонном растворе подлож-
ку с пластинами погружали в 2% пептонный рас-
твор и выдерживали на протяжении 1 мин. Далее,
подложку с пластинами вынимали из раствора и
сушили в вытяжном шкафу на протяжении 10
мин. Процесс повторяли 10 раз, после последнего
погружения пластины просушивали 30 мин и
упаковывали в чашку Петри для транспортиров-
ки и хранения.

Загрязнение потожировыми выделениями ко-
жи производили путем касания пластин поду-
шечками пальцев различными людьми. Для стан-

дартизации этой процедуры загрязнения, каждо-
го образца касались руки 47 человек.

Все полученные пластины перед эксперимен-
том по исследованию антибактериальной актив-
ности обрабатывали УФ излучением с длиной вол-
ны 253.7 нм и мощностью 15 Вт по 30 мин с каждой
стороны, чтобы предотвратить контаминацию не-
лабораторными штаммами микроорганизмов.

Протоколы оценки бактерицидного действия

В данной работе исследовали бактерицидную
активность медных пластин по отношению к дис-
персии, содержащей клетки S. aureus (Staphylococ-
cus aureus ATCC® 29213, Becton Dickinson, США).
Для приготовления бактериальной дисперсии су-
точную бактериальную культуру S. aureus вноси-
ли в мясопептонный бульон (МПБ; “Медгамал”,
Москва) и инкубировали при 37°C в течение 18 ч.

Инкубированную дисперсию разбавляли МПБ
до оптической плотности, соответствующей бакте-
риальному титру ~108 КОЕ/мл, при этом для конта-
минирования тестируемых пластин использовали
капли бактериальной дисперсии объемом 10 мкл.

Необходимое в соответствии с эксперимен-
тальными протоколами (рис. 1) количество мед-
ных необработанных (контрольных), супергид-
рофильных и супергидрофобных пластин поме-
щали в сухие или влажные условия. Эксперимент
в сухих условиях проводили в открытой чашке
Петри, при этом происходило постепенное высы-
хание капель бактериальной дисперсии на поверх-
ности пластин. Эксперимент в условиях влажной
среды проводили в закрытых стерильных бюксах с
размещенной вдоль боковых стенок фильтро-
вальной бумагой, смоченной физиологическим
раствором. Поддержание высокой влажности
препятствовало испарению воды из дисперсии
и поддерживало режим “влажного” контакта дис-
персия – подложка. Бактериальную загрязнен-
ность пластинки измеряли через 1.5 и 24 ч для су-
хого контакта, 1 и 24 ч для влажного.

Для количественной оценки бактерицидного
действия после фиксированного времени кон-
такта пластины с каплей дисперсии пластину
вместе с каплей (для влажного контакта) или ее
остатком (для сухого контакта) помещали в про-
бирку с 1 мл стерильного физиологического рас-
твора и встряхивали на шейкере при 1050 об./мин в
течение 10 мин. Далее из пробирки отбирали 0.5 мл
полученной бактериальной дисперсии, готовили
десятикратные разведения, из каждого разведе-
ния отбирали 0.1 мл и равномерно распределяли
по поверхности чашки Петри с агаром Мюллера–
Хинтона (HiMedia Laboratories Pvt. Limited, Ин-
дия). После инкубации в течение 48 ч при темпе-
ратуре 37°C проводили подсчет количества коло-
ний и определяли титр бактерий на пластине. Для
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каждого временнóго интервала использовали от-
дельную пластину, и каждый эксперимент повто-
ряли не менее трех раз.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние загрязнений на смачивание 
медных пластин с различной обработкой

Поскольку механизм бактерицидного действия
и антибактериальная активность зависят от ха-
рактера смачивания поверхностей водными сре-
дами, нами были измерены углы смачивания для
исходных и биологически загрязненных пластин
трех видов: контрольных, супергидрофильных и
супергидрофобных. Кроме того, для исходно су-
пергидрофобных медных пластин также были из-
мерены и углы скатывания. Полученные резуль-
таты представлены в табл. 1

Из представленных в табл. 1 данных следует,
что наименьшее влияние биологических загряз-
нений на смачивание наблюдается для необрабо-
танных медных пластин. Для супергидрофильных

поверхностей эффект также оказался не сильно вы-
раженным – на поверхности, загрязненной пеп-
тонным раствором, все еще сохранялось полное
растекание капли, хоть и происходило с меньшей
скоростью. Некоторое ухудшение смачиваемости
супергидрофильных образцов можно объяснить ча-
стичным заполнением пористой поверхности ком-
понентами раствора. При испарении воды из пор
твердая фракция, частично заполняя поры, спо-
собствует снижению шероховатости, созданию по-
верхности с гетерогенным смачиванием и, соответ-
ственно, более медленному растеканию капли.

Наибольший эффект обработка пептонным рас-
твором оказала на супергидрофобную поверхность.
После обработки угол смачивания уменьшился с
170.7° до 142.8°, а угол скатывания вырос с 2.6° до
38.4°. Это может быть связано с физико-химиче-
скими свойствами пептонного раствора. Сниже-
ние угла смачивания на супергидрофобных поверх-
ностях можно объяснить тем, что образующаяся
при высыхании раствора бактериологического
пептона пленка содержит аминокислоты и пеп-
тиды, гидрофильные функциональные группы ко-

Рис. 1. Схематичное изображение протоколов сухого и влажного контакта.
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Таблица 1. Углы смачивания различных пластин

Образец Угол смачивания, град Угол скатывания/соскальзывания, град

B 71.08 ± 8.93 –
BP 70.46 ± 4.15 –
BF 81.17 ± 8.82 –
Phil Полное растекание –

PhilP Полное растекание –
PhilF 59.96 ± 18.65 –
Phob 170.7 ± 0.25 2.63 ± 1.22

PhobP 142.79 ± 4.07 38.36 ± 8.25
PhobF 133.36 ± 5.56 55.99 ± 15.66

C 62.72 ± 11.51 –
CP 31.11 ± 8.49 –
CF 74.35 ± 11.38 –
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торых склонны к образованию водородных связей c
водой, что улучшает смачивание.

После обработки потожировыми выделениями с
пальцев рук у контрольных и супергидрофильных
образцов угол смачивания увеличился, а у супер-
гидрофобных – значительно уменьшился.

Для объяснения наблюдаемого изменения
смачивания здесь следует отметить, что состав по-
тожировых выделений сильно зависит от внешних
условий, физической активности, температуры и
множества других параметров, а также сильно из-
меняется для каждого отдельного человека [28–
30]. На ладонях и пальцах человека находятся
только эккринные потовые железы и отсутствует
выработка себума – кожного сала [31]. Пот из
этого типа желез в основном состоит из воды и
растворенных минеральных солей – хлоридов ка-
лия, натрия и кальция, а также некоторых орга-
нических веществ – лактата, мочевины, амино-
кислот, аммиака.

Однако в условиях повседневной жизни неиз-
бежно происходят контакты человеческих рук с
другими поверхностями тела – лицом, волосами, на
которых активно вырабатывается кожное сало – се-
бум. Поскольку в состав себума входят гидрофоб-
ные вещества, такие как триглицериды, восковые
эфиры, жирные кислоты и сквален [32], такие за-

грязнения, попадающие на гидрофильные и супер-
гидрофильные образцы, должны вызывать гидро-
фобизацию их поверхности. Для супергидрофоб-
ных поверхностей ситуация иная. Для получения
наших супергидрофобных поверхностей мы ис-
пользовали фтороксисилан для снижения поверх-
ностной энергии текстурированной металлической
поверхности. Согласно литературным данным,
фторированные соединения с длинной фторугле-
родной цепью относятся к соединениям с наи-
меньшей поверхностной энергией. Гидрофобные
соединения, присутствующие в потожировых за-
грязнениях, имеют различные функциональные
группы, включая как гидрофобные, так и гидро-
фильные, что отвечает гораздо большей поверх-
ностной энергии, чем у фтороксисиланов. Поэто-
му нанесение потожировых загрязнений должно
приводить к повышению поверхностной энергии
супергидрофобных образцов и, как следствие, к
снижению углов смачивания и повышению углов
скатывания. При очень значительных загрязне-
ниях возможна даже потеря супергидрофобного
состояния поверхности. Данные, представленные в
табл. 1, указывают на переход из супергидрофобно-
го в гидрофобное состояние после 47 касаний паль-
цами различных людей. Такое изменение смачива-
ния, очевидно, должно способствовать увеличению
площади контакта между каплей бактериально за-
грязненной дисперсии и образцом и находить от-
ражение в его антибактериальной активности.

Определение антибактериальной активности
После изучения влияния загрязнений на сма-

чиваемость образцов были проведены опыты по
определению антибактериальной активности каж-
дого из типов исследуемых здесь материалов.
Контрольные, напыленные, супергидрофильные
и супергидрофобные образцы были исследованы
с помощью двух протоколов (влажного и сухого
контакта) при двух временных промежутках – ча-
совом и суточном.

На чашках Петри с контрольными медными и
супергидрофильными пластинами, как исходны-
ми, так и загрязненными пептонным раствором
или потожировыми выделениями, роста S. aureus
не наблюдали, что подтверждает высокую бактери-
цидную эффективность объемной меди, которая
была неоднократно отмечена в литературе ранее
[21, 26]. Бактериальное загрязнение пластин с на-
пыленной медью, которое наблюдали после кон-
такта с каплями бактериальной дисперсии, пред-
ставлено на рис. 2.

Полученные данные позволяют рассматривать
напыленные медные пленки, как поверхности с
высокой бактерицидной эффективностью. Даже на
медных пленках, обработанных пептонным раство-
ром, который при испарении растворителя форми-
рует на поверхности пептонный слой, бактериаль-

Рис. 2. Экспериментальные данные бактериальной
загрязненности пластин с напыленным медным по-
крытием: исходных, обработанных пептонным рас-
твором и загрязненных потожировыми выделения-
ми. Бактериальная загрязненность возникала в ре-
зультате контакта пластин с каплей бактериальной
дисперсии в условиях сухого контакта (СХ) в течение
либо 1.5 (1), либо 24 ч (2). Исходный титр бактериаль-
ной дисперсии 2 × 108 КОЕ/мл, то есть в капле содер-
жалось 2 × 106 КОЕ S. aureus.
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ный титр не превышает 5 × 102 КОЕ/мл для исходно
очень высокой концентрации бактериальных кле-
ток, что указывает на бактерицидную эффектив-
ность таких поверхностей, равную 99.975%.

На супергидрофобных пластинах картина бы-
ла более сложная. Полученные результаты отоб-
ражены на рис. 3. Значимый рост наблюдали
только на супергидрофобных пластинах 2-х ти-
пов: исходных и обработанных пептонным рас-
твором. При этом бактерицидный эффект су-
пергидрофобных пластин проявлялся в том, что
24-часовой контакт капли бактериальной дис-
персии с пластинками, как исходными, так и за-
грязненными пептонным раствором, приводил к
снижению титра бактериальных клеток на два по-
рядка. Супергидрофобные пластинки, загрязнен-
ные потожировыми выделениями, показывали не-
большой рост только для капель бактериальной
дисперсии, находившихся в контакте с пластин-
кой в течение 1 ч в условиях подавления испаре-
ния капли (рис. 3).

Полученные результаты можно объяснить сле-
дующим образом. На исходных супергидрофоб-
ных пластинах, имеющих очень высокие углы

смачивания (170.7 ± 0.25°) и гетерогенный режим
смачивания, площадь контакта капля бактери-
альной дисперсии/подложка оказывается очень
маленькой. Это снижает вероятность непосред-
ственного контакта бактерий с медной подлож-
кой, а супергидрофобное состояние поверхности
подавляет перенос ионов из подложки в диспер-
сию. Таким образом, подавляется контакт бакте-
риальных клеток с ионами меди, которые оказы-
вают токсическое действие на клетки S. aureus.
Как было показано ранее в нашeй работe [23], инги-
бирование контакта ионов меди с бактериальными
клетками имеет место до развития коррозионного
процесса на поверхности медных пластин. Именно
поэтому концентрация в капле бактериальной дис-
персии на супергидрофобной подложке не снижа-
ется так же быстро, как при контакте с гладкими
или супергидрофильными пластинами.

Что касается антибактериальной активности
супергидрофобных образцов, контаминирован-
ных потожировыми выделениями, то, как отме-
чалось выше, именно при такой контаминации
супергидрофобные пластины обладали наимень-
шими углами смачивания и наибольшими углами

Рис. 3. Экспериментальные данные бактериальной активности на супергидрофобных пластинах с различной обработ-
кой. Исходный титр бактериальной дисперсии 9 × 109 КОЕ/мл, то есть на поверхность пластины попали 9 × 107 КОЕ.
Сухой контакт 1.5 (1), 24 ч (2); влажный контакт 1 (3) и 24 ч (4).
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скатывания. Уменьшение угла смачивания при-
водит к увеличению площади реального контакта
капли с поверхностью, что упрощает как осажде-
ние бактериальных клеток на поверхность меди,
так и переход токсичных ионов меди в жидкость.
Кроме того, в состав потожирового слоя входят
минеральные соли (хлориды натрия и калия), ко-
торые дополнительно интенсифицируют корро-
зию меди и насыщение жидкости ионами.

Для дополнительной проверки этого предпо-
ложения было необходимо узнать, какое количе-
ство бактерий остается в капле бактериальной
дисперсии, а какое − на поверхности супергидро-
фобной пластины. Для этого используемые про-
токолы были модифицированы следующим обра-
зом. Супергидрофобную пластину и осажденную
на нее каплю по окончанию времени выдержки
(1 или 24 ч) в условиях влажного контакта помеща-
ли в две разные пробирки с 1 мл физиологического
раствора для раздельного встряхивания на шейкере.
Далее отбираемые пробы засеивали на отдельные
чашки Петри для определения количества ко-
лоний.

Через 1 ч контакта капель бактериальной дис-
персии с пластинами в условиях влажного кон-
такта растворитель практически не испарялся.
Как следует из данных, представленных в табл. 2,
при удалении капли поверхность оставалась бак-
териально чистой, поскольку не было обнаруже-
но роста на смывах, получаемых как с исходного
супергидрофобного образца, так и с супергидро-
фобных образцов, загрязненных пептонным рас-
твором или потожировыми загрязнениями. При
этом в объеме капель после 1 ч контакта с исходны-
ми супергидрофобными пластинами и супергидро-

фобными пластинами, обработанными пептонным
раствором, оставалось примерно одинаковое коли-
чество колоний (около 20% от исходного значения
КОЕ). При контакте капли с супергидрофобными
образцами, загрязненными потожировыми выделе-
ниями, бактериальный титр оказался меньше на 3–
4 порядка, что указывает на более активное бакте-
рицидное действие подложки, связанное с развити-
ем процессов коррозии на поверхности меди.

Через 24 ч непрерывного контакта капли с су-
пергидрофобными подложками, ее объем значи-
тельно уменьшался за счет испарения раствори-
теля, что приводило к аккумулированию следовых
количеств бактериальных клеток на поверхности
супергидрофобной меди. Высокий защитный эф-
фект супергидрофобного покрытия на исходной
супергидрофобной поверхности и поверхности,
загрязненной пептонным раствором (см. табл. 1),
способствовал экранированию бактериальных кле-
ток, диспергированных в капле, от контакта с
медной подложкой и ингибировал коррозионный
процесс. Следствием этого является достаточно
высокий титр бактериальных клеток в капле на
указанных двух подложках. За 24 ч концентрация
S. aureus в каплях, находящихся на обеих подлож-
ках, упала в среднем на порядок. Поверхность
пластин, обработанных потожировыми выделе-
ниями, имея не очень высокий угол смачивания и
высокий угол скатывания, уже не обеспечивала
гетерогенный режим смачивания меди бактери-
альной дисперсией, что способствовало повыше-
нию бактерицидного действия меди. В результа-
те, как в капле, так и на подложке бактерий обна-
ружено не было (см. табл. 2).

Таблица 2. Результаты исследования по протоколу с разделением бактериального загрязнения капли и подложки

Тип обработки пластин
Количество бактерий через 1 ч, КОЕ Количество бактерий через 24 ч, КОЕ

пластина капля пластина капля

Phob
0 3.3 × 106 20 8 × 105

0 3.3 × 106 0 2.3 × 105

PhobP
0 3.2 × 106 10 1.2 × 105

0 3.0 × 106 90 1.6 × 105

PhobF
0 102 0 0

0 4.0 × 103 0 0

Исходный титр бактериальной дисперсии составлял 1.55 × 109 КОЕ/мл, то есть на поверхность пластины помещалась
капля, содержащая 1.55 × 107 КОЕ.
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Таким образом, представленные в табл. 2 ре-
зультаты коррелируют с влиянием загрязнений
на смачивание супергидрофобных пластин: чем
меньше угол смачивания и больше площадь кон-
такта с каплей, тем легче бактериальные клетки
подвергаются токсическому действию ионов ме-
ди и тем активнее взаимодействуют с опасными
для клеточной оболочки наноструктурами на по-
верхности образцов.

Влияние загрязнений на процесс 
высыхания капель жидкости

Как обсуждалось выше, бактерицидная актив-
ность прямо зависит от характера смачивания по-
верхности меди бактериальной дисперсией. Од-
нако после осаждения капли на твердую поверх-
ность происходит изменение ее параметров за
счет таких процессов, как испарение растворите-
ля, взаимодействие компонентов капли с под-
ложкой, изменение состава капли, происходящее
в результате такого взаимодействия. Поэтому для
детального понимания механизмов бактерицидно-
го действия поверхностей с различным смачивани-
ем требуется отдельное исследование изменения
параметров капли при ее длительном нахождении
на поверхности. Одним из основных процессов, со-
провождающих длительное нахождение капли на
поверхности, является ee испарение. Изменение
параметров сидящей капли в процессе ее испарения
в условиях недосыщения паров многократно об-
суждалось в литературе [33–38].

В общем виде весь процесс испарения капли
после нанесения на подложку можно описать че-
тырьмя стадиями изменения параметров: стадия
непосредственно растекания; стадия испарения с
постоянным диаметром основания и уменьшаю-
щимся контактным углом; стадия испарения с
постоянным контактным углом и уменьшаю-
щимся диаметром основания и, наконец, стадия
испарения с уменьшением как краевого угла, так
и базового диаметра до исчезновения сидящей
капли. Одними из первых на существование ста-
дий испарения с постоянным контактным углом
и сжимающейся контактной линией или посто-
янным диаметром и одновременно контактным
углом, снижающимся за счет потерь на испаре-
ние, обратили внимание Пикнетт и Бексон [33].
Авторы связали переключение со стадии посто-
янного диаметра на стадию постоянного угла с
достижением углом смачивания значения, соот-
ветствующего углу оттекания. Позднее было по-
казано, что на текстурированных и шероховатых
подложках существование указанных стадий из-
менения параметров при испарении приводит к
явлению залипания–проскальзывания линии
трехфазного контакта капли [36, 38].

Поскольку в качестве дисперсионной среды
для дисперсий S. aureus использовали фосфатный

буфер (PBS), и именно дисперсионная среда, в ос-
новном, определяет процессы взаимодействия бак-
териальной дисперсии с супергидрофобными по-
верхностями [25], в данной работе мы изучили
эволюцию параметров капель PBS, помещенных
на все исследуемые в данной работе супергидро-
фобные поверхности. Были получены зависимо-
сти изменения угла смачивания, поверхностной
энергии, площади контакта и объема капли фос-
фатного буфера (PBS) от времени нахождения
капли на подложках в открытых атмосферных
условиях при влажности 55.02 ± 1.12%.

На представленных на рис. 4 зависимостях из-
менения угла смачивания и контактного диамет-
ра от времени можно выделить участок длитель-
ностью ~1 мин, соответствующий растеканию
капли после ее помещения на поверхность. Это рас-
текание соответствует установлению квазиравно-
весной формы капли, характеризуемой углом на-
текания. Испарение капли, происходящее в тече-
ние всего периода наблюдения за ней, приводит к
постоянному снижению ee объема. На зависимо-
сти контактного диаметра от времени можно вы-
делить и второй участок, от 1 до 6 мин, соответ-
ствующий постоянству контактного диаметра
при снижении угла смачивания. Также на зависи-
мостях угла смачивания и контактного диаметра
можно отметить слабо выраженные скачки угла и
диаметра на 24, 38, 42 мин, соответствующие за-
липанию-проскальзыванию линии трехфазного
контакта капли (выделены стрелками). Интерес-
но отметить, что поверхностное натяжение капли
длительное время падает в процессе испарения,
что можно связать с десорбцией гидрофобного
агента, физически адсорбированного на поверх-
ности текстурированной меди, и его переходом
на границу капля–пар. И хотя количество десор-
бированного агента может быть мало, уменьше-
ние площади поверхности капля–пар в процессе
испарения приводит к концентрированию фто-
рированного силана на поверхности капли и со-
ответствующему дальнейшему падению поверх-
ностного натяжения.

Здесь следует отметить, что в процессе испаре-
ния на исходной супергидрофобной поверхности
не происходит длительного залипания линии
трехфазного контакта, и вся капля стягивается в
объем с очень небольшой площадью контакта с
поверхностью. На это указывает тот факт, что по-
сле полного испарения фосфатного буфера на по-
верхности остаются лишь несколько агрегиро-
ванных смешанных кристаллов, содержащих хло-
рид натрия, гидрофосфат натрия, хлорид калия и
дигидрофосфат калия (рис. 5а).

На супергидрофобной поверхности, загряз-
ненной потожировыми выделениями (рис. 5б) и
пептонным раствором (рис. 5в), сухое кристалли-
ческое вещество фосфатного буфера после испа-
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рения капли распределено практически по всей
начальной площади капли, указывая на зацепле-
ние контактной линии уже на первых этапах ис-
парения. На это же указывает и поведение угла
смачивания и контактного диаметра капли в про-
цессе испарения (рис. 6 и 7). Небольшой рост по-
верхностного натяжения капли при больших вре-
менах контакта на представленных зависимостях
указывает на концентрирование солей в капле
при ее испарении.

Известно, что увеличение концентрации хло-
ридов калия и натрия повышает величину поверх-
ностного натяжения водных растворов. Однако,
при испарении капли даже небольшого объема,
концентрация солей начинает значимо повышать-
ся только при больших временах испарения с
многократным изменением объема капли. Сле-
довательно, не ожидается значительного роста

плотности раствора на исследованных временах
контакта капли PBS с подложками и наблюдаю-
щихся изменениях объема капель (рис. 6 и 7). Та-
ким образом, показанное на этих рисунках неболь-
шое повышение отношения поверхностного натя-
жения к плотности раствора можно связать с
влиянием соли на поверхностное натяжение капли.

Наличие участков со скачкообразным измене-
нием контактного диаметра капли и угла смачи-
вания (рис. 7б, 7в) указывает на залипание–про-
скальзывание линии трехфазного контакта при
испарении капли PBS на обработанной пептонным
раствором супергидрофобной пластине. Такое по-
ведение можно интерпретировать, как зацепление
линии трехфазного контакта на гидрофильных
функциональных группах бактериологического
пептона, осаждаемого на поверхность покрытия
при контаминации пептонным раствором.

Рис. 4. Изменение во времени характеристик капли PBS на исходной супергидрофобной пластине: (а) отношение по-
верхностного натяжения σ к плотности ρ; (б) диаметр контакта D, (в) угол смачивания θ; (г) объем капли V. Стрелки
указывают на участки, соответствующие залипанию−проскальзыванию линии трехфазного контакта капли. Экспери-
ментальная погрешность величин, показанных на графиках, меньше размера значков, используемых для обозначения
соответствующих данных.
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Рис. 5. Внешний вид сухого остатка после испарения капли фосфатного буфера на супергидрофобной поверхности:
(а) исходная поверхность; (б) поверхность, загрязненная потожировыми выделениями; (в) поверхность, обработанная
пептонным раствором.

(а) (б) (в)0.5 мм 0.5 мм 0.5 мм

Рис. 6. Изменение во времени характеристик капли PBS на обработанной потожировыми выделениями супергидро-
фобной пластине: (а) отношение поверхностного натяжения σ к плотности ρ; (б) диаметр контакта D, (в) угол смачи-
вания θ; (г) объем капли V. Экспериментальная погрешность величин, показанных на графиках, меньше размера знач-
ков, используемых для обозначения соответствующих данных.
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ВЫВОДЫ
В данной работе было показано, что бактери-

цидная эффективность как контрольных медных
и супергидрофильных медных пластин, так и на-
пыленных медных пленок оказывается близкой к
100% и практически не изменяется после загряз-
нения пептонным раствором или потожировыми
выделениями. Это позволяет рассматривать та-
кие материалы, как перспективные для практиче-
ского применения в учреждениях, связанных с
оказанием медицинской помощи. Супергидро-
фобные поверхности с высокими значениями уг-
лов смачивания (170.7 ± 0.25°) показывают значи-
тельно меньшую бактерицидную эффективность
по отношению к клеткам, находящимся в бакте-
риальной дисперсии, за счет малой площади кон-
такта с каплями бактериальной культуры. Защит-

ные свойства супергидрофобного покрытия по-
давляют два главных механизма бактерицидного
действия медных текстурированных поверхно-
стей – токсическое действие ионов меди и разру-
шение клеточных оболочек при механическом
взаимодействии с наночастицами иерархической
поверхности. В то же время, поскольку благодаря
супергидрофобности поверхности капли бакте-
риальных дисперсий спонтанно удаляются с по-
верхности при ее небольшом наклоне или под
воздействием вибрации и ветровой нагрузки, су-
пергидрофобные поверхности остаются бактери-
ально чистыми даже при контакте с сильно бакте-
риально загрязненными биологическими средами.
В связи с тем, что супергидрофобные свойства по-
верхности могут быть скомпрометированы биоло-
гическими загрязнениями, попадающими на такие

Рис. 7. Изменение во времени характеристик капли PBS на обработанной пептонным раствором супергидрофобной
пластине: (а) отношение поверхностного натяжения σ к плотности ρ; (б) диаметр контакта D, (в) угол смачивания θ; (г)
объем капли V. Стрелки указывают на участки, соответствующие залипанию-проскальзыванию линии трехфазного кон-
такта капли. Экспериментальная погрешность величин, показанных на графиках, меньше размера значков, исполь-
зуемых для обозначения соответствующих данных.
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поверхности с рук пациентов, мы в данной работе
исследовали эффект деградации бактерицидных
свойств, связанный именно с такими внешними за-
грязнениями. В целом, представленные здесь ре-
зультаты позволяют рассматривать использова-
ние медных поверхностей с различным смачива-
нием, как эффективный альтернативный метод в
борьбе с внутрибольничными инфекциями.
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В настоящее время стоит острая необходимость в стандартизации методов определения концентра-
ции наночастиц и создания эталонных материалов для калибровки измеряемой величины. Точное
определение концентрации наночастиц необходимо для оценки максимальной дозы вводимых на-
нопрепаратов в области диагностики и терапии in vivo, определения порядка реакции при исполь-
зовании ферментативных нанореакторов. Кроме того, данный параметр обуславливает биологиче-
ские эффекты, такие как образование белковой короны, улучшение поглощения и интернализации
с клетками и т.д. В обзоре представлены наиболее часто встречающиеся способы определения кон-
центрации наночастиц, основанные на их прямой визуализации с использованием методов микро-
скопии, на поглощении или рассеянии света, прямого подсчета наночастиц и гравиметрии,
обсуждены их достоинства, недостатки и способы усовершенствования. Показано, что для более
надежного и достоверного определения концентрации наночастиц следует использовать комбина-
цию нескольких методов.

Ключевые слова: система доставки лекарств, концентрация наночастиц, наночастица, доза-эффект,
клеточное поглощение, интернализация, нанореактор
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ВВЕДЕНИЕ
Наноразмерные системы доставки лекарствен-

ных веществ (НСДЛВ) представляют большой ин-
терес в области биомедицины и фармацевтики. Как
правило, при создании новых НСДЛВ в публика-
циях описывается их рецептура с точки зрения спо-
соба получения, физико-химических свойств и
биологической активности. Ключевыми парамет-
рами физико-химических свойств нанопрепаратов
являются размер наночастиц (НЧ), полидисперс-
ность, площадь поверхности, загрузка лекарствен-
ного вещества, стабильность, кинетика высвобож-
дения, в некоторых случаях указывается дзета-
потенциал, например, в случае доставки генного
материала в клетку, когда важен заряд НЧ.

Концентрация НЧ (количество НЧ в объеме,
частиц/мл) − важный параметр для всесторон-
ней характеристики нанопрепарата. Так, напри-

мер, не только размер, но и количественная (чис-
ленная) концентрация НЧ влияет на абсорбцию,
клиренс и место расположения НСДЛВ в орга-
низме человека. Известно, что данный параметр
сказывается на эффективном поглощении нано-
препаратов клетками, например, фагоцитами,
т.е. содержание лекарства внутри НЧ будет опре-
делять их биологическую активность. Концен-
трация дает информацию о количественной
оценке аффинных сайтов на каждой функциона-
лизированной НЧ, что важно при создании виру-
сов, для генной терапии, визуализирующих зон-
дов и вакцин. Данный параметр позволяет точно
оценить концентрацию лекарственного вещества
в каждой частице или его распределение между
фазами, что определяeт, будет ли система
являться растворенной или дисперсной, и, следо-
вательно, будет свидетельствовать о кинетике и ме-
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ханизме высвобождения. Известно, что эффектив-
ность визуализации зависит от мощности лазерно-
го излучения и концентрации наноагентов,
поэтому точное определение концентрации НЧ
необходимо для оценки максимальной дозы вво-
димых нанопрепаратов в системный кровоток,
что является основополагающим для диагностики
in vivo и терапии заболеваний [1, 2].

Кроме того, при конструировании эффектив-
ного нанореактора концентрация загруженного
компонента, например, фермента, будет опреде-
лять порядок реакции, протекающей внутри за-
мкнутых систем [3–5], что чрезвычайно важно
при создании искусственных органелл, клеток и
тканей [6], работе ферментных наноустройств [5].
Концентрация нанопрепарата требуется для тща-
тельной характеристики продукта при получении
разрешения регулирующих органов [1]. Так, фар-
макопейные требования, касающиеся безопасно-
сти лекарственных форм, ограничивают номиналь-
ное содержание числа частиц в объеме для инъек-
ционных фармацевтических суспензий на основе
твердых НЧ [7]. Регулирующие органы FDA по
составам наноносителей в дополнение к таким
характеристикам, как средний размер НЧ и поли-
дисперсность, требуют сообщать их численную
концентрацию.

Таким образом, точное определение и контроль
количественной концентрации НСДЛВ является
ключевой характеристикой в наномедицине для до-
стижения максимальной эффективности лекар-
ства и минимизации его токсичности при вве-
дении in vivo [8]. Известно, что существуют тео-
ретические способы расчета концентрации НЧ,
например, предложенные авторами в работе [9,
10]. Однако математические модели достаточно
просты, существуют ограничения для расчетов и
расхождения теоретического значения по числу
НЧ с эмпирическими результатами [11], и самое
главное, – не учитывается сложность биологиче-
ской среды. Поэтому в настоящее время наблюда-
ется острая потребность в надежных эмпирических
методах определения численной концентрации НЧ
в биологических средах и органах. В настоящем об-
зоре кратко представлены существующие методы,
типы НЧ и их применение.

МЕТОДЫ ИЗМЕРЕНИЯ 
КОНЦЕНТРАЦИИ НАНОЧАСТИЦ

Несмотря на то, что в настоящее время нет
сертифицированных стандартов для определения
концентрации НЧ или эталонных материалов для
калибровки измеряемой концентрации [12–14], в
литературе встречаются методы, основанные на
поглощении или рассеянии света, а также спосо-
бы прямого подсчета НЧ. Некоторые методы спе-
цифичны для определенного типа НЧ, в то время
как другие могут быть адаптированы для

широкого спектра нанообъектов. Например, УФ-
видимая спектрофотометрия (UV Vis) [15] и масс-
спектрометрия с индуктивно-связанной плазмой
[16, 17] достаточно точны для определения кон-
центрации металлических и полупроводниковых
НЧ. Для углеродных наноточек лучшим методом
определения их концентрации является УФ-ви-
димая, флуоресцентная и атомно-эмиссионная
спектрометрия [18]. Метод турбидиметрии дает
хорошие результаты для монодисперсных НЧ с
известным показателем преломления и коэффи-
циентом рассеяния, таких как частицы латекса или
кремнезема, однако чувствительность метода сни-
жается с уменьшением размера НЧ [19, 20].

Методы визуализации
Способ подсчета НЧ методами прямой визуа-

лизации (микроскопии) обеспечивает опре-
деление количественнoй концентрации частиц
без использования каких-либо стандартов. Одна-
ко в этом случае трудно получить высокую стати-
стическую достоверность и требуется достаточно
сложная пробоподготовка, так как методы микро-
скопии не предназначены для измерений в жид-
ких средах. Атомно-силовая (AFM) и трансмис-
сионная электронная микроскопия (TEM) име-
ют огромный потенциал, обеспечивающий
точное измерение числа НЧ. Долгое время эти
методы считались наиболее подходящими для
высокого разрешения вплоть до нанометрового
диапазона. Однако они склонны к артефактам, и
их применение ограничено для “мягких” органиче-
ских образцов с низкой электронной плотно-
стью. Для увеличения контраста таких образцов
требуeтся использование окрашивающиx молекул.
Более того, идентификация НЧ усложняется, когда
образцы подвергаются деформации и агрегации в
процессе сушки. Отметим, что процедура сушки в
процессе пробоподготовки постоянно совершен-
ствуется, так, например, в работе [21] использовали
сочетание функционализации субстрата и ультра-
центрифугирования для обеспечения высокого и
равномерного извлечения НЧ на субстрате AFM и
количественного определения количества НЧ и их
распределения по размерам.

Среди методов подсчета, не основанных на
микроскопии, известен метод настраиваемого
резистивного измерения импульсов (tunable resis-
tive pulse sensing, TRPS), который позволяет свя-
зывать количество НЧ с обнаруженными измене-
ниями тока или сопротивления, когда частицы
проходят через электрическое поле.

Оптические методы
УФ-видимая спектроскопия, турбидиметрия и

динамическое рассеяние света (DLS) – оптиче-
ские методы, измеряющие интенсивность света
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при поглощении или рассеянии НЧ. Способы из-
мерения массовой или счетной концентрации НЧ
с помощью данных методов, как правило, преду-
сматривают построение градуировочного графика
(зависимости оптической плотности образца на
выбранной длине волны от концентрации НЧ) с
помощью серии образцов с известными значе-
ниями концентрации частиц (образцов сравне-
ния). Затем измеряют оптическую плотность ана-
лизируемого образца на той же длине волны и с по-
мощью градуировочного графика определяют
соответствующее ему значение концентрации.
Для реализации любого из этих способов необхо-
дима серия образцов сравнения с заранее извест-
ными значениями концентрации.

Известен также оптический способ, не требу-
ющий образцов сравнения и использующий для
определения счетной концентрации спектры экс-
тинкции. Способ предполагает расчет концен-
трации НЧ по значению их экстинкции при дли-
не волны, находящейся на достаточном расстоя-
нии от пика плазмонного резонанса. Для такого
расчета необходимо знать размер частиц, кото-
рый определяется по положению пика плазмон-
ного резонанса по шкале длин волн. Этот способ
описан в работах [22, 23] для золотых и [24] для се-
ребряных НЧ. Однако данный метод может быть
использован только длямонодисперсных частиц
(один максимум в распределении частиц по раз-
мерам), имеющих пик плазмонного резонанса в
доступной для наблюдения области. Для поли-
дисперсных систем, в которых имеются частицы
двух и более характерных размеров, сильно отлича-
ющихся друг от друга, рассматриваемый способ не-
пригоден, за исключением частиц с размером
<20 нм [23]. Кроме того, положение пика плаз-
монного резонанса зависит как от размеров НЧ,
так и их поверхности, а также от свойств среды.

Достаточно простой метод турбидиметрии для
определения концентрации силикатных НЧ с
использованием экспериментально определен-
ных показателя преломления и спектра мутно-
сти представлен в работе [25]. Авторы рекомен-
дуют данный метод и для других коллоидных си-
стем, которые агрегативно устойчивы в среде. Одно
из требований к используемым приборам – это
ограничение апертуры приемника света для устра-
нения эффектов малоуглового рассеяния [25].

DLS как метод определения относительной
численной концентрации модельных систем мо-
нодисперсных сферических НЧ латекса размером
60 нм, а также коллоидных НЧ серебра и золота
диаметром от 4.5 до 50 нм в растворах был
применен в работе [26]. Авторы этой работы
отмечают, что используемый прибор ZetasizerNa-
no (Malvern) не позиционируется для указанной
цели, однако с помощью него можно произво-
дить сравнительный анализ образцов по числен-

ной концентрации НЧ. Данный способ основан
на измерении среднего гидродинамического диа-
метра НЧ для двух образцов и измерения на том же
приборе дополнительной оптической характери-
стики – скорости счета фотонов рассеянного све-
та для каждого из образцов. Расчет относитель-
ной концентрации НЧ в одном из образцов по от-
ношению к другому основан на предположении,
что интенсивность рассеяния прямо пропорцио-
нальна шестой степени диаметра частиц, т.е. в
предположении, что интенсивность рассеяния I
подчиняется закону Релея: I ~ .

Наиболее близким к вышеописанному спосо-
бу является метод, описанный в работе [27],
включающий измерение среднего гидродинами-
ческого диаметра частиц методом DLS, далее –
расчет по измеренному значению эффективности
экстинкции частиц, измерение оптической плот-
ности на одной из длин волн видимого диапазона
и расчет по полученным данным счетной концен-
трации НЧ с использованием формул для сечения
экстинкции общей теории рассеяния Ми, спра-
ведливых для частиц с диаметром до 10000 нм.
Формула для расчета представлена ниже:

где h – длина оптического пути кюветы; Aλ – оп-
тическая плотность образца относительно фона;
dH – гидродинамический диаметр НЧ; Qэкст –
рассчитанное значение эффективности экстинк-
ции, согласно теории рассеяния Ми [28]. Данный
метод был апробирован на частицах двуокиси
кремния и серебра и позволил получить значения
абсолютной концентрации НЧ в жидкостях, тем
не менее авторы считают, что предложенный
способ может быть использован и для других ти-
пов НЧ в различных биологических средах.

За последние несколько лет были созданы
установки, основанные на новой оптической тех-
нологии, получившей название лазерная спек-
троскопия пропускания (LTS). Данный метод
позволяет определить концентрацию НЧ и их
геометрический размер путем однократного из-
мерения зависящего от длины волны коэффици-
ента пропускания лазерного луча через суспен-
зию НЧ золота и полистирола [29–31], а также ча-
стиц в нормальных и раковых клеточных лизатах
[32]. LTS оказалaсь достаточно перспективной по
чувствительности, в особенности для полисти-
рольных НЧ. Метод LTS может быть адаптирован
для характеристики НЧ различной формы и гео-
метрии (например цилиндрoв, дискoв, эллипсoв
и т.д.) с использованием соответствующих алго-
ритмов, что также дает возможность реализации
данного метода для НЧ различной природы. При-
менение LTS для природных везикул, таких как
экзосомы и везикулы, представлено в работе [33].
Синтетические липосомные дисперсии различно-

6
Hd n

λ= π 2
H экст4 ln10/ ,N A d Q h
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го состава были исследованы в работе [31]. Необхо-
димо отметить, что с помощью данных, получен-
ных LTS, авторам удалось количественно оценить
способность захвата гидрофильного противотубер-
кулезного препарата (изониазидa) липосомами и
накопление лекарства в фосфолипидном бислое
благодаря взаимодействиям липид – лекарство.

Анализ траектории НЧ (NTA) является надеж-
ным методом определения концентрации,
который основан на рассеянии света и наблюде-
нии за броуновским движением каждой НЧ в от-
дельности с целью определения среднеквадра-
тичного смещения отдельных НЧ. Анализ осу-
ществляется без разделения популяций НЧ по
размерам [34–36]. Данный метод подходит для
различных типов НЧ таких как клеточные вези-
кулы, вирусные частицы, микровезикулы и экзо-
сомы, НЧ золота, фуллерены, липосомы и белко-
вые агрегаты [37–41]. Меньше известно о его ис-
пользовании для анизотропных частиц. Метод NTA
был применен для образцов белка, в качестве стан-
дарта использовались НЧ полистирола. Установле-
но, что для белков более подходящим является
режим мониторинга в реальном времени [42].
Ограничением данного метода является пони-
женная чувствительность при достижении ниж-
него предела обнаружения размера частиц. Для
получения статистически достоверных результа-
тов рекомендуется работать в области концентра-
ций от 107 до 109 частиц/мл [43]. Наличие агломе-
рации частиц и неоднородности усложняют из-
мерение концентрации данным методом [34, 44,
45]. Результаты, полученные для везикул методом
NTA, зависят от настроек измерения [46], про-
граммного и аппаратного обеспечения ZetaView
или NanoSight NS300 [47]. Авторы полагают, что
дальнейшее развитие метода NTA должно быть
сосредоточено на стандартизации измерений в
биологических средах для того, чтобы свести к
минимуму влияние оператора на измерение кон-
центрации НЧ. Для исследования стержнеобраз-

ных структур (диаметр 10 нм, длина 35–250 нм) и
белковых, фибриллярных структур на примере
белков миозина (L/d = 80, гидродинамический
размер dh ~ 30–35 нм) Hoover и Murphy рекомен-
дуют использовать NTA в комбинации с другими
методами, такими как статическое рассеяние све-
та (SLS), DLS и TEM. Метод NTA в дополнение к
информации о распределении частиц по разме-
рам и концентрации НЧ может быть использован
для детектирования изменения морфологии от
глобулярной к фибриллярной в режиме реально-
го времени [48].

Гравиметрические методы
По сравнению с аналитическими методами пре-

имуществом гравиметрических измерений являет-
ся то, что они позволяют получить абсолютную
концентрацию НЧ, используя совокупное коли-
чество НЧ в суспензии, деленное на вес одной НЧ
(рис. 1) по формулам [19]:

где N – количество НЧ в коллоидной суспензии.
Ntotal и mtotal – совокупное количество НЧ в сус-
пензии (Ntotal – общее количество атомов; mtotal –
общий вес НЧ). Nparticle и mparticle − параметры од-
ной НЧ (Nparticle – среднее количество атомов на од-
ну НЧ, mparticle – вес одной НЧ), C – молярная кон-
центрация, V – объем коллоидной суспензии.

Гравиметрический метод определения концен-
трации НЧ достаточно просто реализуем, если из-
вестна плотность исследуемого наноматериала, и
может применяться ко всем типам НЧ. Известно,
что концентрацию коммерческиx эталонныx образ-
цов НЧ полистирола, использующиxся в качестве
стандартов, производители определяют количе-
ственно именно гравиметрическими методами
[49]. Тем не менее использование данного метода
ограничено неточностью измерения таких пара-
метров, как плотность и количество атомов на од-
ну частицу. Последнее часто приводит к неточно-
сти и только грубой оценки концентрации НЧ, на-
пример, в случае новых полимерных нано-
материалов и т.д. Данный метод постоянно улучша-
ется, так, например, в работе [50] плотность НЧ –
наносфер сополимеров поли(стирола/акриламида)
определяли центрифугированием, что способство-
вало повышению точности гравиметрического ме-
тода. После определения концентрации НЧ, моди-
фицированных стрептавидином и антителами,
успешно удалось определить активные аффин-
ные сайты на каждой биофункциональной НЧ.

Комбинированные подходы
Для обеспечения точного и достоверного

определения концентрации НЧ рекомендуется
сравнительная оценка с применением нескольких

total particle total particle / ,   / и / , AN N N m m C N N V= = =

Рис. 1. Абсолютная концентрация НЧ, представлен-
ная как совокупное количество НЧ в суспензии, де-
ленное на вес одной НЧ.

Вес или количество атомов
в одной наночастице

Общий вес или количество атомов
в дисперсии

Число =
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методов, а именно использующих различные
свойствa НЧ, например, поглощение света, массу,
светорассеяние и/или, например, совместное при-
менение микроскопии высокого разрешения и оп-
тико-спектральных методов. В частности, данный
подход применялся для внеклеточных везикул, пе-
гилированных липосом с использованием таких
методов как NTA, TRPS, когда НЧ проходят через
нанопоры с регулируемым размером) [51], nFCM
(нанопроточная цитофлуориметрия), CLS (диф-
ференциальное центробежное осаждение) [52],
AF4-MALS (фракционирование потока в режиме
онлайн с многоугловым детектором светорассея-
ния) и многоугловое динамическое светорассея-
ние (MADLS). Наблюдалась достаточно хорошая
сходимость полученных результатов для всех 6 ме-
тодов, например, для полистирольных НЧ она со-
ставила около 90%, за исключением метода NTA,
который завышал концентрацию НЧ. Для пегили-
рованных липосом метод nFCM значительно сни-
жал концентрацию НЧ в сравнении с другими ме-
тодами. Для внеклеточных везикул наблюда-
лось сложное поведение, только для трех методов
(NTA, TRPS и nFCM) значение концентрации
НЧ находилось в пределах одного порядка [12].

Разрабатываются инновационные комбина-
ции методов, такие как настраиваемое резистив-
ное измерение импульсов [53], нанопроточная
цитометрия и MADLS [54, 55], малоугловое рент-
геновское рассеяние (SAXS) [56], центробежные
методы осаждения и AF4-MALS [56] и т.д. Опи-
сан способ, сочетающий иммобилизацию НЧ на
анизотропно-коллапсированный агарозный гель с
последующим использованием оптической микро-
скопии и подсчета НЧ. Эталоном служил метод
TEM. В качестве объектов исследовали НЧ крем-
незема с флуоресцентным красителем, квантовые
точки CdSe/ZnS и субмикронные частицы крем-
незема [57]. Встречается комбинация электро-
спрея (ES) для создания парофазного дисперсно-
го материала с использованием сканирующего из-
мерителя подвижности частиц (SMPS).
Подвижность анализировалась с помощью диф-
ференциальной подвижности (DMA), газофазно-
го электрофоретического молекулярного анализа
(GEMMA) или масс-спектрометрии (MS) [11, 58].
Наноэлектроспрей газофазный анализ молекуляр-
ной подвижности (nES GEMMA) используется
как альтернативный метод [59].

Метод масс-спектрометрии с индуктивно-свя-
занной плазмой (ICP-MS) чувствителен к ультра-
низким концентрациям, однако его точность огра-
ничена для частиц субмикронного размера [60], в
связи с этим данный метод рекомендуется сочетать
с динамическим потоком массы [61]. Сочетание га-
зофазного электрофореза и спектроскопии откры-
вает возможности для тщательного углубленного
исследования материала “мягких” НЧ, например,
липосом, с точки зрения размера и формы [62]. В

табл. 1 представлены методы определения концен-
трации НЧ, наиболее широко освещенные в ли-
тературе.

КОНЦЕНТРАЦИЯ НАНОЧАСТИЦ 
ДЛЯ ПРИЛОЖЕНИЙ НАНОМЕДИЦИНЫ

Наночастицы и их концентрация 
в биологических средах

Исследование поведения НЧ в биологических
средах, органах и их гомогенатах усложняется
ввиду наличия в них макромолекул, изменения
свойств НЧ, образования “белковой короны”,
процессов агрегации и агломерации. Метод аб-
сорбционной спектрофотометрии и спектроско-
пии резонансного рассеяния были применены
для определения счетной концентрации НЧ золо-
та [63]. Для НЧ из благородных металлов в каче-
стве характеристики выбирается длина волны,
соответствующая пику поверхностного плазмон-
ного резонанса, что дает возможность отличить
рассеяние НЧ от рассеяния другими нанообъек-
тами в биологических пробах. ICP-MS [66] был
использован для определения концентрации вве-
денных внутривенно НЧ золота с различным раз-
мером 10, 50, 100 и 250 нм, дзета-потенциалом и
дозой в крови и органах.

Метод NTA был использован для визуализа-
ции и отслеживания поведения НЧ в жидких био-
логических средах [36]. Оценка цитотоксичности
показала, что НЧ серебра вызывали значительное
снижение целостности мембран и клеточной ме-
таболической активности в зависимости от их
концентрации. Определение концентрации ли-
посом в сыворотке крови проводилось для анали-
за их стабильности в кровотоке [67].

Данные о концентрации НЧ информативны для
полиплексов и полидисперсных систем, склонных
к агрегации [68]. Так, в работе [69] проведено
сравнение НЧ, полученных с использованием
новых технологий, таких как микрофлюидика, как
в отсутствие, так и в присутствии ДНК, и определе-
ние количества плазмид-содержащих НЧ. С биоло-
гической точки зрения физико-химический пара-
метр нанопрепаратов – количество НЧ имеет
бóльшее значение, чем площадь поверхности или
масса, поскольку доза эффективно соответствует
количеству рецепторов, которые связывают НЧ.
Недавно описана доза нанопрепаратов, введенная
инъекционно мыши и представленная с точки зре-
ния количества НЧ, и оценено ее пороговое значе-
ние (рис. 2).

Установлено, что введение дозы НЧ (золотые
и силикатные НЧ и липосомы), превышающей по-
роговое значение 1 триллион НЧ/на мышь, значи-
тельно улучшало терапевтическую эффектив-
ность независимо от дозы активного лекарства.
Авторами как экспериментально, так и с учетом
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данных 40 публикаций [2], был проведен пересчет
доз НЧ по их количеству и было установлено, что
наиболее важным параметром является именно
количество НЧ, которое играет определяющую
роль при доставке в опухоли по сравнению с дру-
гими параметрами, такими как размер, дизайн
таргетинга (нацеливания), тип НЧ или модель ра-
ка [2]. Далее в работе [70] с учетом дозы 1.5 × 1015

НЧ для человека была пересчитана доза НЧ в
мг/кг для различных биоматериалов.

Клеточное поглощение и интернализация
Во всех методах лечения, существует порого-

вая или терапевтическая доза лекарства, которая
должна быть усвоена отдельной клеткой, чтобы
эта клетка считалась “вылеченной” [2]. Крайне
важно знать, сколько НЧ попадает в (целевые)
клетки, чтобы понять, сколько лекарства факти-
чески доставлено. Доза лекарства, доставляемая в
клетки, будет зависеть от интернализации, кине-
тики поглощения, распределения, времени на-
копления лекарства в органеллах. В то же время
необходимо отметить, что поглощение НЧ клет-
ками происходит неравномерно [71]. Эффектив-
ное проникновение и клеточная интернализация
зависят от различных физико-химических
свойств НЧ, включая поверхностный заряд, раз-
мер, состав и содержание липидов, а также нали-
чие лигандов, нацеленных на поверхность и т.д.
[72]. Тем не менее кинетика поглощения НЧ
клетками человека и их последующее внутрикле-
точное распределение являются ключевыми пара-
метрами [73]. По-прежнему отсутствуют стандарти-
зированные протоколы для измерения клеточных
взаимодействий и цитотоксичности сконструи-
рованных НЧ. Чтобы охарактеризовать внутри-
клеточный перенос НЧ с лекарствами, необходи-
мы методы, позволяющие отслеживать их внутри
клеток с течением времени и определять их внут-
риклеточное местоположение, а также время, не-
обходимое для достижения определенного место-
положения [74]. Часто внутри одних и тех же кле-
ток некоторые НЧ достигают лизосом за
короткое время, в то время как другим требуется
гораздо больше времени [75, 76]. Дополнитель-
ным и часто игнорируемым параметром, оказыва-
ющим большое влияние на степень интернализа-
ции наноносителей фагоцитирующими клетками,
является концентрация НЧ, т.е. их вводимое коли-
чество, а не концентрация действующего
лекарственного вещества [11]. Однако в работе [77]
было показано, что для лучшего клеточного погло-
щения необходимо увеличивать концентрацию ин-
капсулированного лекарства в каждой везикуле, а
не количество везикул.

На двух типах НЧ – липосомах и квантовых
точках – было проведено исследование о взаимо-
связи цитотоксичности и концентрации НЧ [78].

С помощью комбинации теоретических и эмпи-
рических методов (TEM, сканирующий ана-
лизатор подвижности частиц), описанных в рабо-
те [11], удалось определить концентрацию НЧ,
связанных с поверхностью, и концентрацию ин-
тернализированных НЧ. Воздействие на клетки
различного количества НЧ может подразумевать
разную активность поглощения, последствия эн-
до/фагоцитоза или другие явления [79]. В работах
[18, 80] авторы подчеркивают, что только тща-
тельная и полная физико-химическая характери-
стика НЧ, включая их концентрацию, позволяет
объяснить разницу в биологических эффектах
(образование белковой короны, взаимодействие,
поглощение клетками) для различных типов НЧ,
например, для наноматериалов с различной
хиральностью.

В литературе нет общепринятой кинетической
схемы, лишь обзорно описана кинетика по-
глощения НЧ и их внутриклеточное распределе-
ние [73]. Автор этой работы подчеркивает, что для
описания кинетических аспектов необходимым
условием является определение количества НЧ. В
общую кинетику поглощения он вносит вклады
трех процессов: адсорбция/десорбция и клеточ-
ная интернализация. В другой работе [81] процесс
поглощения полистирольных НЧ был описан ки-
нетической моделью, которая схематично пред-
ставлена на рис. 3. Для простых молекул погло-
щение описывается кинетикой первого порядка с
равновесными константами скорости (рис. 3а). В
случае НЧ (рис. 3б) импорт в клетку определяется
независимыми временными потоками (J01 − тече-
ние через мембрану, J12 − течение в сторону эндо-
сом и J23 − течение между эндосомами и лизосо-

Рис. 2. Пороговое значение дозы нанопрепаратов,
введенной инъекционно мыши и представленной с
точки зрения количества НЧ [2].

Пороговое значение
1 трлн НЧ на мышь
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мами), при этом процесс выхода для полисти-
рольных НЧ отсутствует, т.е. они попадают в
лизосомы и остаются там [82].

При накоплении НЧ в лизосомах следует об-
ратить внимание на цитотоксичность самих НЧ и
лизосомально-индуцированную нанотоксич-
ность [70] для развития наноприложений [83]. В
то же время, например, для липосомальных ча-
стиц возможен их экспорт из клеток и/или их де-
градация, а также высвобождение и выход загру-
женных молекул в окружающую среду [84], т.е.
необходимо учитывать и другие вклады в кинети-
ку, такие как деградация, эндосомальное усколь-
зание, клеточное деление, а также транспорт во
внеклеточной среде. Например, исходя из време-
ни удвоения клеточной популяции, равного 22 ч
(для клеточной линии ATCC), наблюдаемое зату-
хание флуоресценции можно отнести к клеточно-
му делению, т.е. деление клеток приводит к экс-
поненциальному спаду внутриклеточной концен-
трации НЧ. В результате непрерывного
поступления НЧ устойчивое состояние наступает
через некоторое время, так как деление клеток бу-
дет конкурировать с процессом поглощения НЧ
[85].

Диагностика и биовизуализация

Количественные измерения с помощью тех-
ники флуоресценции в биологических средах до-
статочно сложны ввиду того, что флуорофоры
чувствительны к изменению их окружения. Тем
не менее абсолютное количество НЧ в органе мо-
жет быть получено при помощи калибровочных
зависимостей, то есть систематических измере-
ний флуоресценции НЧ, растворенных в гомоге-
натах, полученных из органов при различных из-
вестных концентрациях НЧ. Надежность полу-
ченных данных увеличивается с использованием

комбинации методов микроскопии и проточной
цитометрии [86]. Существуют подходы с опреде-
лением интенсивности флуоресценции одной ча-
стицы и измерений флуоресценции клеток, инку-
бированных с частицами, далее с использованием
данных проточной цитометрии и изображений
конфокальной сканирующей лазерной микро-
скопии можно рассчитать среднее количество
интернализованных частиц на клетку [87].

С целью диагностики и фототермической те-
рапии были охарактеризованы модифицирован-
ные липопротеинами твердые липидные НЧ с
загруженным металлом Cu(II), в том числе опреде-
лена концентрация НЧ с использованием комби-
нации методов спектроскопии и микроскопии с со-
четанием теории Mie и Drude [88]. В другой работе
авторы отметили, что фототермическая эффектив-
ность может зависеть от численной концентра-
ции НЧ (золотых наностержней) [89].

Наноустройства для детоксикации

Кинетика ферментативной реакции, протекаю-
щей в гомогенной среде с идеально перемешанны-
ми реагентами, подчиняется уравнению Михаэли-
са–Ментен. Однако эти условия сильно отличают-
ся в случае работы ферментативных нанореакторов
(NR): 1) высокая концентрация фермента в среде
НЧ, которая не соответствует условиям кинетики
Михаэлиса–Ментен; 2) скопление большого коли-
чества молекул фермента (E), так как они инкап-
сулированы внутри НЧ. Тем самым наблюдается
аномальная диффузия веществ, которая изменяет
кинетические законы действия масс. Таким обра-
зом, в нанореакторах локальная концентрация
фермента [E] выше, чем концентрация субстрата
[S], особенно в закрытых наноразмерных систе-
мах, такие “замкнутые условия” близки к тем, ко-
торые встречаются в клетках. Основной пробле-

Рис. 3. Модели клеточного поглощения (a) молекулы – флуоресцентного красителя; и (б) НЧ, помеченных флуоресцент-
ным красителем. Клетка состоит из двух контейнеров, представляющих собой общее внутриклеточное пространство (ци-
топлазму) и эндоплазматический ретикулум в случае красителя и эндосомальный и лизосомальный компартменты в случае
НЧ. Адаптировано из [82].
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мой кинетики ферментативных нанореакторов яв-
ляется точное измерение и управление [E].
Высокая концентрация активных центров фер-
мента в нанореакторах (особенно когда [E] ≥ [S])
влияет на равновесие. В нанореакторах вместо
этого следует учитывать равновесие между суб-
стратом, связанным с ферментом, и продуктом
(P) (KNR = [EP]/[ES]) [90].

В условиях инъекционного нанореактора для
детоксикации токсикант (Т), присутствующий в
кровотоке, диффундирует через мембрану нано-
реактора, где далее в его герметичном отсеке про-
ходит ферментативная реакция детоксикации.
Для эффективной работы нанореактора [E] внут-
ри наноносителя должна значительно превышать
концентрацию токсиканта [T], тогда реакция
внутри нанореактора будет протекать в условиях
[E]  [T], или [E] ≈ [T]. В работе [3] был оценен
размер нанореакторов тремя независимыми ме-
тодами: TEM, DLS и NTA. Все три метода свиде-
тельствовали о монодисперсности образца, что
позволило методом NTA определить численную
концентрацию нанореакторов и далее, с учетом
сферической формы НЧ [4] и эффективности кап-
сулирования, рассчитать объем нанореакторa, кон-
центрацию фермента внутри нанореактора и по-
рядок протекающей реакции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Рассмотренные выше методы определения
концентрации НЧ и примеры ее использования
для биомедицины свидетельствуют о важности
данной характеристики для дальнейшего приме-
нения НЧ в доклинических исследованиях и
успешного применения в клинике. Только пол-
ная характеристика НЧ, включая их концентра-
цию, может обеспечить дополнительную оценку
получаемых биологических эффектов наноси-
стем. Наиболее перспективным и надежным под-
ходом для определения концентрации НЧ явля-
ется сочетание нескольких методов с учетом пря-
мой визуализации, спектроскопии и
гравиметрии. Одним из наиболее удобных и не-
сложных в использовании методов можно реко-
мендовать анализ траектории движения НЧ.
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Впервые получены устойчивые водные коллоидные растворы диоксида церия, стабилизированные
L-яблочной кислотой, в мольных соотношениях лиганд : СеО2 = 0.2, 0.5, 1 и 2. С помощью метода
динамического рассеяния света показано, что золи СеО2 характеризуются узким мономодальным
распределением агрегатов по размерам и сохраняют агрегативную устойчивость в буферном раство-
ре Tris-HCl. Хемилюминесцентный анализ ферментоподобной активности золей диоксида церия
по отношению к пероксиду водорода показал, что модификация поверхности частиц диоксида це-
рия яблочной кислотой приводит к увеличению их ферментоподобной активности до 4.5 раз.
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ВВЕДЕНИЕ
Нанокристаллический диоксид церия и мате-

риалы на его основе находят многочисленные
применения в биомедицинских приложениях в
качестве контрастирующих агентов для
магнитно-резонансой томографии [1, 2], компо-
нентов противоопухолевых препаратов [3, 4], ан-
тибактериальных и регенерирующих компози-
ций [5–11] и др. Использование диоксида церия в
тераностике социально-значимых заболеваний
обусловлено его высокой биосовместимостью
[12–14], селективной цитотоксичностью к транс-
формированным клеткам [15, 16] и ферментопо-
добной активностью – способностью СеО2 ими-
тировать функции ряда природных ферментов,
включая каталазу, пероксидазу, супероксиддис-
мутазу, липопероксидазу, фосфолипопероксида-
зу и др. [17–21].

Одно из ключевых требований, предъявляе-
мых к биомедицинским препаратам, состоит в
необходимости точной дозировки активного ве-
щества [22]. Для дозировки нерастворимых со-
единений, в том числе диоксида церия, наиболее
удобно использовать устойчивые коллоидные рас-
творы [23, 24]. Для стабилизации водных золей на-
нокристаллического диоксида церия используют
разнообразные органические лиганды [25–27], при
этом выбор стабилизатора позволяет дополнитель-

но регулировать ферментоподобную и биологиче-
скую активность СеО2 [28, 29]. Лазич и соавт. по-
казали, что золи диоксида церия, стабилизиро-
ванные лигандами катехолового ряда (кофейной
кислотой, пирокатехином и дофамином), способ-
ствуют пролиферации преостеобластов, что, в
сочетании с высокой антиоксидантной актив-
ностью СеО2, перспективно для лечения воспа-
лительных заболеваний костных тканей [30].
Ву и соавт. продемонстрировали, что модифи-
кация поверхности частиц диоксида церия янтар-
ной кислотой повышает антиоксидантную актив-
ность и улучшает фармакокинетические характе-
ристики СеО2 при лечении хронической болезни
почек [31]. Физикелла и соавт. установили, что
стабилизация коллоидного раствора диоксида
церия цитратом аммония приводит к снижению
генотоксического действия СеО2 [32].

Выбор биосовместимых стабилизаторов кол-
лоидных растворов для биомедицинских приме-
нений зачастую обусловлен тем, что некоторые
лиганды выступают в качестве метаболитов в жи-
вых системах или проявляют собственную биоло-
гическую активность. Одним из таких лигандов
является яблочная кислота, которая участвует в
цикле трикарбоновых кислот и обладает значимой
антиоксидантной активностью [33–35]. Отметим,
что производные яблочной кислоты, например, по-

УДК 544.77:541.18
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лияблочная кислота, перспективны для создания
биомедицинских материалов, обеспечивающих до-
ставку лекарственных препаратов, а также облада-
ющих регенеративными свойствами [36–39]. К
настоящему времени в литературе представлены
только единичные данные о способах получения
и свойствах коллоидных растворов наночастиц,
стабилизированных яблочной кислотой. Так, в
работе, посвященной анализу характеристик ма-
лат-, цитрат- и сукцинат-стабилизированных золей
CdSe/CdS, показано, что модификация квантовых
точек яблочной кислотой обеспечивает эффектив-
ную интернализацию частиц CdSe/CdS бактериями
Escherichia coli, что может быть использовано для
визуализации живых клеток прокариот [40].

В настоящей работе впервые получены золи
нанокристаллического диоксида церия, стабили-
зированные L-яблочной кислотой в диапазоне
мольных соотношений лиганд : СеО2 = 0.2–2. Ис-
следование ферментоподобной активности золей
было проведено с применением хемилюминес-
центного метода, основанного на окислении лю-
минола пероксидом водорода. Анализ особенно-
стей взаимодействия диоксида церия с яблочной
кислотой позволил оценить перспективу исполь-
зования малат-стабилизированных золей СеО2
для биомедицинских применений.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве исходных веществ использовали гек-

санитратоцерат(IV) аммония (х.ч., Ланхит), L-яб-
лочную кислоту безводную (х.ч., Sigma-Aldrich), де-
ионизированную воду. Навеску гексанитратоцера-
та(IV) аммония (2.33 г) растворяли в 23 мл воды;
полученный раствор переносили в стеклянный ав-
токлав SynthwareTM объемом 100 мл (степень запол-
нения 25%) и выдерживали при 95°С в течение су-
ток. Полученный желтый осадок отделяли от маточ-
ного раствора центрифугированием (20000 об./мин,
5 мин), промывали три раза изопропиловым спир-
том, редиспергировали в 25 мл деионизирован-
ной воды и кипятили в течение 2 ч для удаления
остатков изопропанола. Концентрация получен-
ного золя диоксида церия, определенная методом
термогравиметрии, составила 23.4 г/л (0.136 М).

Полученный золь (pH 2.3) стабилизировали
L-яблочной кислотой в диапазоне мольных соот-
ношений лиганд : СеО2 = 0.2–2. При этом образо-
вывались сильно опалесцирующие коллоидные
растворы; при добавлении к ним 3 М водного рас-
твора аммиака (х.ч., Химмед) до рН 7.3–7.5 золи
становились прозрачными. Концентрация полу-
ченных золей по диоксиду церия составила ~17.2 г/л
(0.1 М).

Для проведения рентгенофазового анализа
дисперсной фазы полученные золи высушивали
на воздухе при 40°С в течение 4 сут. Рентгенофа-

зовый анализ полученных порошков проводили с
использованием порошкового рентгеновского ди-
фрактометра Bruker (США) D8 Advance (CuKα-из-
лучение) в диапазоне углов 2θ = 20°–90° с шагом
0.02° и выдержкой 0.2 с/шаг. Дифрактограммы
индицировали с использованием базы данных
ICDD PDF2 (2012). Для полнопрофильного ана-
лиза дифрактограмм использовали программное
обеспечение TOPAS 4.2. Профили пиков аппрок-
симировали псевдо-функциями Фойгта (параметр
формы K = 0.89).

Исследования образцов методом просвечива-
ющей электронной микроскопии (ПЭМ) прово-
дили с помощью электронного микроскопа JEOL
(Япония) JEM-2100 UHR при ускоряющем напря-
жении 200 кВ. Перед проведением исследований
золь СеО2 наносили на медную сетку с формвар/уг-
леродным покрытием (Ted Pella, Inc.). Микрофото-
графии получали с помощью 11-мегапиксельной
камеры Olympus Quemesa в диапазоне увеличений
×20000–1500000.

Спектры поглощения полученных золей реги-
стрировали в диапазоне длин волн от 200 до
600 нм с шагом 0.1 нм с использованием спектро-
фотометра ОКБ “Спектр” (Россия) СФ-2000.

Анализ образцов методом инфракрасной (ИК)
спектроскопии проводили с использованием спек-
трометра Perkin Elmer (США) Spectrum 65 мето-
дом нарушенного полного внутреннего отраже-
ния в интервале 400–4000 см–1 при спектральном
разрешении 1 см–1.

Исследование золей методом динамического
рассеяния света (ДРС) и измерения электро-
кинетического потенциала (ζ-потенциала) про-
водили при 20°С с использованием анализатора
Photocor (Россия) Compact-Z. Корреляционную
функцию для каждой из выборок получали усред-
нением 10 кривых, каждую из которых накапли-
вали в течение 20 с. Гидродинамический диаметр
агрегатов определяли с использованием метода
регуляризации (ПО DynalS).

Ферментоподобную активность (пероксидаз-
ную/каталазную) золей диоксида церия исследо-
вали в реакции окисления люминола в присут-
ствии пероксида водорода. В качестве среды ис-
пользовали буферный раствор Tris-HCl (Sigma
№ 1001859094, c = 100 мМ, рН 7.4). Для приготов-
ления 1 мМ раствора люминола (5-амино-1,2,3,4-
тетрагидро-1,4-фталазиндион, Sigma 123072) на-
веску люминола (0.0885 г) растворяли в буферном
растворе Tris-HCl (500 мл). Раствор пероксида во-
дорода (с = 1 М) готовили разбавлением 30 мас. %
раствора Н2О2 (ос.ч., Химмед) деионизованной во-
дой. Регистрацию хемилюминесценции (ХЛ)
осуществляли в пластиковых кюветах объемом
2 мл с помощью 12-канального хемилюмино-
метра ДИСофт (Россия) Lum-1200. Для сопряже-
ния хемилюминометра и компьютера использо-
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вали ПО PowerGraph (версия 3.3). Регистрацию
аналитического сигнала проводили при термо-
статировании (36°С) непосредственно в кювет-
ном отделении хемилюминометра. В пластико-
вую кювету, содержащую буферный раствор Tris-
HCl (100 мМ), вносили аликвоты люминола (с =
= 50 мкМ) и Н2О2 (с = 10 мМ). Регистрировали
фоновое свечение в течение 60 с, далее вносили
аликвоту золя диоксида церия (с = 0.5–2.2 мМ).
Общий объем реакционной смеси составлял 1 мл.
Значения интегральной интенсивности хемилю-
минесценции определяли как площадь под кине-
тической кривой за 20 мин.

Математическое моделирование кинетики хе-
милюминесценции продукта окисления люминола
в присутствии пероксида водорода и диоксида це-
рия проводили с помощью ПО Kinetic Analyser
(версия 3.1).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты рентгенофазового анализа золей
диоксида церия, стабилизированных L-яблочной
кислотой и высушенных при 40°С, приведены на
рис. 1а. Как следует из дифрактограмм, дисперс-
ная фаза полученных золей представляет собой
однофазный диоксид церия (PDF2 34-394, пр. гр.

). Размеры областей когерентного рассея-
ния порошков СеО2, оцененные при проведении
полнопрофильного анализа дифрактограмм, нахо-
дятся в диапазоне 3.0–4.5 нм. Отметим, что стаби-
лизация золей СеО2 L-яблочной кислотой не оказа-
ла влияния на фазовый состав дисперсной фазы.

Спектры поглощения малат-стабилизирован-
ных золей диоксида церия в УФ-видимой области
спектра представлены на рис. 1б. Для всех полу-
ченных коллоидных растворов СеО2 характерна
полоса поглощения в диапазоне длин волн 280–
300 нм, соответствующая полосе поглощения на-
нодисперсного диоксида церия с шириной запре-
щенной зоны ~3.4 эВ, что согласуется с литера-
турными данными [41].

По данным ПЭМ (рис. 2а), средний размер ин-
дивидуальных частиц диоксида церия в золе
СеО2, не стабилизированном L-яблочной кисло-
той, составляет 3.2 нм (стандартное отклонение
0.4 нм). Результаты ПЭМ высокого разрешения
(рис. 2б) позволили визуализировать в индивиду-
альных кристаллитах CeO2 системы кристалло-
графических плоскостей с характеристическим
межплоскостным расстоянием ~2.7 Å, которые
могут быть отнесены к плоскостям (200) кристал-
лической решетки СеО2, что согласуется с данны-
ми рентгенофазового анализа (рис. 1а).

3Fm m

Рис. 1. Дифрактограммы порошков диоксида церия, полученных высушиванием золей СеО2, стабилизированных
L-яблочной кислотой (а), и спектры поглощения золей диоксида церия в УФ-видимой области спектра (б). Мольные
соотношения лиганд : CeO2 указаны на рисунке.
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В ИК-спектрe (рис. 3) нестабилизированнoгo
золя диоксида церия присутствуют полосы по-
глощения в диапазонах 3550–3200 см–1 (антисим-
метричные и симметричные колебания ν(О–Н)) и
1630–1600 см–1 (δ(НOH)), а также в диапазонах
1530–1480 и 1290–1250 см–1 (соответствуют при-
месным нитрат-ионам [42]) и в диапазоне 440–

420 см–1 (валентные колебания Се–О) [43]. Для ис-
ходной L-яблочной кислоты характерны поло-
сы поглощения при 3528 и 3382 см–1 (ν(О–Н)),
в диапазоне 3000–2840 см–1 (ν(C–Н)), при 1700 см–1

(ν(C=O) карбоксильных групп), 1410 см–1 (ν(О–Н)),
1275 см–1 (δ(C–OH)), в диапазоне 960–880 см–1

(δ(C(O)OH) карбоксильных групп) [44].

Рис. 2. Микрофотографии ПЭМ золя диоксида церия, не стабилизированного L-яблочной кислотой.
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Рис. 3. ИК-спектры L-яблочной кислоты, малат-стабилизированных золей СеО2 и нанодисперсного порошка диок-
сида церия. Соотношение лиганд : СеО2 указано на рисунке.
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В ИК-спектрах (рис. 3) малат-стабилизирован-
ных золей СеО2 можно видеть полосы поглощения
в диапазонах 3200–2500 (ν(О–Н) связанной гид-
роксильной группы), 3000–2840 см–1 (ν(C–Н)) и
1610–1550 см–1 (ассиметричные колебания ν(COO–))
[45]. Отсутствие на спектрах полосы поглощения
при 1700 см–1 и присутствие полос поглощения
карбоксильной группы указывает на образование
карбоксилатных комплексов на поверхности на-
нодисперсного диоксида церия [46, 47]. Присут-
ствие полосы поглощения в районе 1400 см–1, ха-
рактерной, в частности, для цитратных и тартрат-
ных комплексов Се(IV), также подтверждает
связывание малата с СеО2 [48]. Сдвиг полосы де-
формационных колебаний гидроксильной группы
от 1275 к 1310 см–1, происходящий при образовании
хелатных комплексов оксикислот (молочной, вин-
ной и лимонной), дополнительно указывает на свя-
зывание L-яблочной кислоты с поверхностью ча-
стиц СеО2 [42]. По результатам ИК-спектроскопии
можно предположить, что связывание яблочной
кислоты с поверхностью диоксида церия реализует-
ся через карбоксильную и гидроксильную группы.

При добавлении нестабилизированного про-
зрачного золя СеО2 (pH 2.3) по каплям в раствор
L-яблочной кислоты (рН 1–2) происходит быст-
рое помутнение смесей и образование сильно
опалесцирующих (практически непрозрачных)
коллоидных растворов светло-желтого цвета
(pH 1.4–2.0). Внешний вид коллоидных раство-
ров при перемешивании остается неизменным, а
в отсутствие перемешивания через сутки наблю-
дается образование осадка. Вероятно, при добав-
лении наночастиц CeO2 к раствору яблочной кис-
лоты происходит формирование малатных ком-
плексов на поверхности частиц диоксида церия,
аналогично комплексам с лимонной или глута-
миновой кислотами [49–51]. Отметим, что
при рН < 2 яблочная кислота присутствует в рас-
творах преимущественно в недиссоциированной
форме [52], поэтому в таких условиях стабилиза-
ция наночастиц СеО2, имеющих положительный
ζ-потенциал [53], за счет электростатического
взаимодействия маловероятна. Кроме того, хоро-
шо известно, что растворимость диоксида церия в
кислой среде относительно велика [54]. Грулке и
соавт. показали, что нанокристаллический диок-
сид церия медленно растворяется в водных рас-
творах органических кислот (лимонной, янтар-
ной и яблочной) при рН 4.5 [55]. Для того чтобы
повысить седиментационную устойчивость кол-
лоидных растворов диоксида церия с L-яблочной
кислотой и избежать возможного растворения ча-
стиц СеО2, рН смесей доводили водным раство-
ром аммиака до 7.4. В результате добавления ам-
миака происходило формирование прозрачных
золей. При рН > 7 яблочная кислота присутствует
в растворах в форме двухзарядного аниона Mal2–,

что обеспечивает ее адсорбцию на поверхности
СеО2 и электростатическое отталкивание наноча-
стиц, модифицированных малат-анионом [52]. От-
метим, что при доведении рН нестабилизированно-
го золя диоксида церия (pH 2.3) до нейтрального
(рН ~ 7) наблюдается потеря седиментационной
устойчивости и выпадение желтого осадка. Таким
образом, стабилизация коллоидного раствора СеО2
малат-анионом, аналогично стабилизации цитрат-
или оксалат-анионами [53], позволила расширить
диапазон pH стабильности золя.

Образование седиментационно-устойчивых зо-
лей диоксида церия, стабилизированных L-яблоч-
ной кислотой, было подтверждено методом ДРС
(рис. 4). Для всех полученных золей с различны-
ми соотношениями лиганд : СеО2 характерно мо-
номодальное распределение агрегатов частиц по
размерам. В исходном, нестабилизированном зо-
ле диоксида церия (pH 2.3) присутствуют агрега-
ты с гидродинамическим диаметром около 13 нм.
Стабилизация коллоидного раствора СеО2 L-яб-
лочной кислотой в мольном соотношении
лиганд : СеО2 = 0.2 приводит к увеличению гид-
родинамического диаметра агрегатов до 25 нм.
Такое увеличение гидродинамического диаметра,
вероятнее всего, связано со стерическим факто-
ром, а именно необходимостью покрытия моле-
кулами лиганда всей поверхности агрегата нано-
частиц для обеспечения стабильности золя. От-
метим, что оценка мольного соотношения
яблочная кислота : CeO2, необходимого для обес-
печения полного покрытия наночастиц диамет-
ром 13 нм, выполненного из геометрических со-
ображений в приближении жестких сфер, приве-
ла к значению ~1 : 1, что удовлетворительно
соответствует данному предположению. Значе-
ния гидродинамических диаметров агрегатов ма-
лат-стабилизированных золей СеО2 с соотношени-
ем лиганд : СеО2 = 0.5–2 находятся в диапазоне 15–
19 нм и практически совпадают друг с другом, а так-
же достаточно близки к размерам агрегатов частиц в
исходном, нестабилизированном золе.

Результаты электрокинетических измерений для
малат-стабилизированных золей диоксида церия
приведены в табл. 1. Величина ζ-потенциала не-
стабилизированного золя CeO2 является положи-
тельной (+22 мВ), что характерно для коллоид-
ных растворов CeO2 с низкими значениями
pH (2–3) и соответствует ранее полученным дан-
ным [53, 56]. Из табл. 1 следует, что стабилизация
диоксида церия малат-анионами приводит к из-
менению знака ζ-потенциала на отрицательный.
Стабилизированные золи CeO2 характеризуются
величиной ζ-потенциала около –15 мВ, которая
практически не зависит от количества L-яблочной
кислоты. Отметим, что золи с величиной электро-
кинетического потенциала менее 30 мВ, как пра-
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вило, относят к коллоидным растворам с невысо-
кой агрегативной устойчивостью [49, 57].

Добавление аммиака к нестабилизированному
золю диоксида церия (pH 2.3) приводит к увели-
чению его рН до ~7 и перезарядке поверхности
частиц СеО2, их ζ-потенциал становится слабоот-
рицательным (–3 ± 1 мВ) [56]. В свою очередь,
при рН ~7 величины ζ-потенциала малат-стабили-
зированных золей СеО2 (табл. 1) по абсолютной ве-
личине значительно больше, что дополнительно
указывает на модифицирование поверхности диок-
сида церия малат-анионами. В соответствии с дан-
ными, приведенными в работе Власовой и соавт.,
адсорбция двухосновных органических кислот
(пиколиновой и оротовой) на поверхности СеО2
приводит к образованию устойчивых комплексов
(≡CeOH A–) [58]. Значение ζ-потенциала малат-
стабилизированных золей диоксида церия прак-
тически не зависит от концентрации L-яблочной
кислоты, вероятно, также за счет упомянутого

2
+

выше стерического фактора. Хэнкок и соавт. с ис-
пользованием ЯМР-спектроскопии 13С устано-
вили, что связывание цитрат-анионов с поверх-
ностью частиц диоксида церия реализуется через
гидроксильную и терминальные карбоксильные
группы [49]. Поскольку при рН > 7 в растворе
преимущественно присутствуют двухзарядные
анионы Mal2–, можно предположить, что коорди-
нация малат-аниона к поверхности диоксида церия
также осуществляется через карбоксильную и гид-
роксильную группы, что согласуется с данными
ИК-спектроскопии. При этом свободная карбок-
сильная группа находится в анионной форме, что
обеспечивает отрицательное значение ζ-потенциа-
ла малат-стабилизированных золей СеО2 (табл. 1).

Ферментоподобная активность полученных
золей диоксида церия по отношению к пероксиду
водорода была исследована с использованием хе-
милюминесцентного метода. Кинетические кри-
вые хемилюминесценции продукта окисления
люминола пероксидом водорода в присутствии
диоксида церия приведены на рис. 5.

При добавлении золей диоксида церия в реак-
ционную смесь, содержащую буферный раствор
Tris-HCl, люминол и пероксид водорода, интен-
сивность хемилюминесценции продукта окисле-
ния люминола по сравнению с контрольной сме-
сью, не содержащей СеО2, увеличивается (рис. 5).
Затем интенсивность свечения постепенно сни-
жается, при этом скорость снижения интенсив-
ности тем выше, чем больше концентрация СеО2 в
реакционной смеси (0.55–2.2 мМ). Отметим, что

Рис. 4. Распределения частиц СеО2 по размерам в золях, стабилизированных L-яблочной кислотой в мольных соот-
ношениях лиганд : СеО2 = 0–2.
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Таблица 1. Значения ζ-потенциалов золей СеО2 (рН 7.4)

Мольное соотношение 
лиганд : СеО2

ζ-потенциал, мВ

0 (рН 2.3) +22 ± 1
0.2 −14 ± 1
0.5 −15 ± 2
1 −16 ± 2
2 −16 ± 1
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для природного фермента пероксидазы хрена в ана-
логичных условиях регистрируется иной вид хеми-
люминесцентных кривых, а именно постепенное
увеличение интенсивности хемилюминесценции
с ее выходом на стационарное значение [59]. Од-
нако, для наноматериалов, проявляющих перок-
сидазоподобную активность, вид хемилюминес-
центных кривых может быть иным, что вероятно
связано с взаимодействием наночастиц с компо-
нентами реакционной смеси. Хемилюминес-
центные кривые, аналогичные полученным в на-
стоящей работе, и связанные с проявлением перок-
сидазоподобной активности наблюдали ранее
для ряда наноматериалов, в том числе диоксида це-
рия [60, 61], комплекса железа с порфирином [62],
металл-органических полимеров Со(II) [63].

Экспериментальные кинетические данные были
обработаны в рамках кинетической модели, приве-
денной в табл. 2 (рис. 6). Выбранная математиче-
ская модель основана на механизме пероксидазо-
подобной активности диоксида церия, предложен-
ном ранее [64, 65]. В результате моделирования
(табл. 2) были определены кинетические пара-
метры реакций взаимодействия диоксида церия с

пероксидом водорода (1), взаимодействия люмино-
ла с гидроксил-радикалом (2) и реакции хемилю-
минесценции продукта окисления люминола (3).

Из табл. 2 можно видеть, что с уменьшением
концентрации диоксида церия происходит сни-
жение скорости реакции (3), сопровождающейся
испусканием кванта света, на порядок величины,
что согласуется с различиями в соответствующих
экспериментальных кинетических кривых (рис. 5).
В свою очередь, стабилизация золей диоксида це-
рия L-яблочной кислотой приводит к снижению
скорости реакции (3) в среднем в три раза
(табл. 3), что соответствует более медленному за-
туханию хемилюминесценции реакционных сме-
сей, содержащих малат-стабилизированные золи
по сравнению со смесями, содержащими неста-
билизированные коллоидные растворы СеО2
(рис. 5).

Количественный анализ ферментоподобной
активности золей диоксида церия проводили пу-
тем сравнения значений интегральной интенсив-
ности хемилюминесценции, регистрируемой в
течение 20 мин (рис. 7). Водные растворы яблоч-
ной кислоты (0.28–1.1 мМ), не содержащие диок-

Рис. 5. Кинетические кривые хемилюминесценции продукта окисления люминола пероксидом водорода в реакцион-
ной смеси, содержащей буферный раствор Tris-HCl (pH 7.4) и золи диоксида церия, стабилизированные L-яблочной
кислотой при мольных соотношениях лиганд : СеО2 = 0–2. Значение рН нестабилизированного золя СеО2 2.3.
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сида церия, снижают интенсивность свечения
люминола в 6–60 раз, что указывает на антиокси-
дантную активность L-яблочной кислоты по от-
ношению к пероксиду водорода (рис. 7а). Сниже-
ние интенсивности хемилюминесценции с уве-
личением концентрации яблочной кислоты от
0.28 до 1.1 мМ согласуется с литературными дан-
ными, в соответствии с которыми яблочная кис-
лота обладает антиоксидантной активностью по
отношению к гидроксил-радикалам в диапазоне
концентраций 0.05–0.5 мкг/мл, при этом, чем

выше концентрация яблочной кислоты, тем бо-
лее выражена антиоксидантная активность [33].

Как видно из рис. 7б, пероксидазоподобная ак-
тивность малат-стабилизированных золей СеО2
превышает активность нестабилизированного золя
диоксида церия. Ферментоподобная активность
золя СеО2, стабилизированного в мольном соот-
ношении лиганд : СеО2 = 0.5, практически в два
раза (СеО2, 0.55 мМ), в три раза (СеО2, 1.1 мМ) и
в семь раз (СеО2, 2.2 мМ) выше, чем активность
нестабилизированного золя СеО2. Данное наблю-
дение согласуется с результатами ДРС, получен-

Таблица 2. Результаты математического моделирования данных хемилюминесцентного анализа для реакцион-
ной смеси, содержащей буферный раствор Tris-HCl, люминол, пероксид водорода и нестабилизированный золь
диоксида церия (рН 2.3)

Реакция
Константа реакции, мкМ/мин

0.55 мМ СеО2 1.1 мМ СеО2 2.2 мМ СеО2

(1) 2.6 × 106 2.2 × 106 6.1 × 105

(2) 1.5 × 10–6 1.1 × 10–6 1.0 × 10–6

(3) 3.5 × 10–7 6.0 × 10–7 5.0 × 10–6

2 2 2 CeO H O 2OH·+ →

Lum OH·  Lum*+ →

+ → + νLum* Lum*  P h

Рис. 6. Кинетические кривые хемилюминесценции продукта окисления люминола пероксидом водорода в присут-
ствии золей диоксида церия, полученные в результате математического моделирования экспериментальных данных
(реакции (1)–(3), табл. 2).
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ными для золей диоксида церия в буферном раство-
ре Tris-HCl (рН 7.4) (рис. 8). Гидродинамический
диаметр агрегатов нестабилизированного золя
СеО2 более чем в 3 раза превышает размер агрега-
тов в золе диоксида церия, стабилизированном L-
яблочной кислотой в мольном соотношении ли-
ганд : СеО2 = 0.5. Отметим, что аналогичную за-
висимость пероксидазоподобной активности от
размеров агрегатов частиц наблюдали ранее для
феррита марганца [66]. Наиболее вероятной при-
чиной зависимости активности нанозимов от раз-
меров агрегатов частиц является степень доступ-
ности их реакционных центров для молекул суб-
стратов. Чем больше размер агрегатов, тем
меньше эффективная поверхность взаимодей-
ствия активной твердой фазы с компонентами
раствора.

С другой стороны, с увеличением мольного со-
отношения лиганд : СеО2 в диапазоне 0.5–2 в ма-
лат-стабилизированных золях диоксида церия про-
исходит снижение их пероксидазоподобной ак-
тивности до двух раз (СеО2, 2.2 мМ), что,
вероятно, связано с собственными антиоксидант-
ными свойствами яблочной кислоты (рис. 7). Ранее
Дарэ и соавт. показали, что конъюгация диоксида
церия с дубильной кислотой приводит к сниже-
нию цитотоксичного действия дубильной кисло-
ты: СеО2 и конъюгат СеО2-дубильная кислота не
оказывали значительного влияния на жизне-
способность фибробластов [46]. Жу и соавт. пред-
ложили методику модификации поверхности СеО2

алендроновой кислотой и продемонстрировали,
что конъюгат СеО2-алендроновая кислота прояв-
ляет супероксиддисмутазо- и каталазоподобную
активность и обладает антиоксидантными свой-
ствами по отношению к активным формам азота
[67]. Ву и соавт. показали, что стабилизация золя
диоксида церия цитрат-анионами (5 мас. %) позво-
ляет значительно повысить скорость фотоиндуци-
рованного свободнорадикального окисления
N-(фосфонометил)-глицина по сравнению с не-
стабилизированным золем СеО2 (константа ско-
рости разложения kPMG увеличилась с 0.0018 до
0.3028 мин–1) [67]. Важно отметить, что величина
kPMG, теоретически оцененная для смеси диокси-
да церия и лимонной кислоты (5 мас. %) в пред-
положении об отсутствии химического взаимо-
действия компонентов, была на три порядка ни-
же (0.0005 мин–1), чем константа скорости
разложения N-(фосфонометил)-глицина под дей-
ствием цитрат-модифицированного СеО2. Сравне-
ние литературных данных [68] и результатов, по-
лученных в настоящей работе (рис. 7, табл. 2 и 3),
позволяет предположить, что увеличение содер-
жания L-яблочной кислоты (лиганд : СеО2 от 0.5
до 2) затрудняет доступ люминола и пероксида
водорода к поверхности частиц диоксида церия,
что приводит к уменьшению пероксидазоподоб-
ной активности малат-стабилизированных золей
СеО2.

Необходимо отметить, что золь диоксида церия,
стабилизированный яблочной кислотой в соотно-

Таблица 3. Кинетические параметры реакций (1)−(3) для реакционных смесей, содержащих буферный раствор
Tris-HCl, люминол, пероксид водорода и малат-стабилизированные золи диоксида церия

Мольное соотношение 
лиганд : СеО2

Реакция
Константа реакции, мкМ/мин

0.55 мМ СеО2 1.1 мМ СеО2 2.2 мМ СеО2

0.2

(1) 3.0 × 106 2.0 × 106 8.7 × 105

(2) 2.1 × 10–6 1.9 × 10–6 1.8 × 10–6

(3) 1.7 × 10–7 3.8 × 10–7 2.0 × 10–6

0.5

(1) 3.6 × 106 3.3 × 106 1.6 × 106

(2) 2.3 × 10–6 1.8 × 10–6 1.7 × 10–6

(3) 1.0 × 10–7 2.2 × 10–7 8.5 × 10–7

1

(1) 3.2 × 106 3.0 × 106 1.3 × 106

(2) 2.5 × 10–6 1.7 × 10–6 1.6 × 10–6

(3) 9.4 × 10–8 2.5 × 10–7 1.1 × 10–6

2

(1) 2.6 × 106 2.3 × 106 1.7 × 106

(2) 2.6 × 10–6 2.0 × 10–6 1.0 × 10–6

(3) 1.3 × 10–7 2.7 × 10–7 1.2 × 10–6
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шении лиганд : СеО2 = 0.2, демонстрирует актив-
ность, вдвое меньшую активности золя СеО2,
стабилизированного при соотношении лиганд :
: СеО2 = 0.5. Невысокая активность малат-ста-
билизированного коллоидного раствора СеО2 с
соотношением лиганд : СеО2 = 0.2 связана с боль-
шим значением гидродинамического диаметра аг-
регатов частиц в воде (рис. 4) и в буферном рас-
творе Tris-HCl (рис. 8) по сравнению с другими
стабилизированными золями. Такое различие,
как было отмечено выше, вероятнее всего, так-
же связано со стерическим фактором.

Таким образом, стабилизация диоксида церия
L-яблочной кислотой в диапазоне мольных соот-
ношений лиганд : СеО2 от 0.5 до 2 позволяет по-
высить агрегативную устойчивость золя СеО2 и
его ферментоподобную активность по отноше-
нию к пероксиду водорода. Полученные данные
свидетельствуют о том, что фактор агрегативной
устойчивости наночастиц СеО2 в коллоидных рас-
творах может иметь большое значение при оценке
ферментоподобной активности диоксида церия и
других неорганических материалов, особенно в
экспериментах in vitro и in vivo.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящей работе впервые получены агрега-

тивно устойчивые золи диоксида церия, стабили-
зированные L-яблочной кислотой, в диапазоне
мольных соотношений лиганд : СеО2 = 0.2–2. Об-
разование малатных комплексов на поверхности
частиц диоксида церия подтверждено методами
ИК-спектроскопии и ДРС. Стабилизация золей
диоксида церия яблочной кислотой снижает сте-
пень агрегации наночастиц СеО2 в буферном
растворе Tris-HCl (pH 7.4). Анализ ферментопо-
добной активности хемилюминесцентным мето-
дом продемонстрировал, что стабилизация кол-
лоидных растворов СеО2 малат-анионом приводит
к увеличению пероксидазоподобной активности
диоксида церия по сравнению с нестабилизирован-
ным золем СеО2. Результаты кинетического моде-
лирования хемилюминесцентных данных пока-
зали, что увеличение количества малат-аниона в
золях диоксида церия (лиганд : СеО2 = 0.5–2)
приводит к снижению ферментоподобной ак-
тивности СеО2, что обусловлено антиоксидант-
ными свойствами яблочной кислоты. Полученные
результаты могут быть использованы для анализа
биологической активности диоксида церия в при-

Рис. 7. Зависимость интегральной интенсивности хемилюминесценции продукта окисления люминола от концентра-
ции L-яблочной кислоты (а) в реакционных смесях, содержащих буферный раствор Tris-HCl (pH 7.4), люминол и пе-
роксид водорода, и от концентрации диоксида церия (б) в реакционных смесях, содержащих буферный раствор Tris-
HCl (pH 7.4), люминол, пероксид водорода и малат-стабилизированные золи СеО2.
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сутствии продуктов катаболизма (цикла Кребса) в
живых системах.
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ВВЕДЕНИЕ
Гидрогелевые материалы достаточно давно на-

шли свое применение во многих областях науки и
технологии. За счет способности удерживать воду
такие системы могут применяться в сельском хо-
зяйстве для сохранения влаги в почве [1–4], а так-
же в различных биомедицинских областях: от
контактных линз для коррекции зрения [5, 6] до
раневых покрытий [7–10] и основы тканеинже-
нерных конструкций [11–13]. Гидрогели, как пра-
вило, представляют собой набухшие в водной
среде полимерные сетки. В качестве основы гид-
рогелей могут выступать как полимеры при-
родного происхождения – коллаген [14], альги-
нат [15], каррагинан [16], хитозан [17], так и син-
тетического – полиэтиленгликоль (ПЭГ) [18],
поливиниловый спирт [19]. Особый интерес с
точки зрения применения гидрогелей в биомеди-
цине представляют материалы на основе ПЭГ.
Данный полиэфир биосовместимый, небиораз-
лагаемый, хорошо удерживает воду и легко выво-
дится из организма при относительно низких
молекулярных массах. В то же время его сополи-
меризация с биоразлагаемыми гидрофобными
полиэфирами позволяет создавать полимерные

сетки с контролируемой структурой и свой-
ствами.

В данном обзоре рассмотрены две наиболее
распространeнные и изученные системы сополи-
меров ПЭГ и биоразлагаемых полиэфиров лакти-
да (ПЛА) и гликолида. Обзор объединяет синтез
сополимеров различного строения, раскрывает
методы получения гидрогелей и способы иссле-
дования их структуры, а также описывает послед-
ние результаты в области применения разрабаты-
ваемых гидрогелевых материалов. Большая часть
рассматриваемых работ представлена за последние
5 лет, при этом в обзор включены и ранние класси-
ческие исследования для лучшего представления
о структуре и свойствах материалов. Основная
цель обзора заключается в систематизации зна-
ний в выбранной области.

1. ГИДРОГЕЛИ НА ОСНОВЕ СОПОЛИМЕРОВ 
ПОЛИЭТИЛЕНГЛИКОЛЯ И ПОЛИЛАКТИДА

Биосовместимая и биоразлагаемая система
блок-сополимеров полиэтиленгликоль-полилак-
тид (ПЭГ-ПЛА) является одной из возможных
матриц для создания гидрогелевых материалов

УДК 544.773.432
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вследствие агрегации гидрофобных блоков ПЛА в
водной среде с образованием узлов сетки гидрогеля
и их структурообразования за счет проходных цепей
ПЭГ. Гидрофильно-гидрофобный баланс высоко-
молекулярных соединений в составе гидрогелей бу-
дет оказывать существенное влияние на структуру
и физико-механические свойства материалов.

Сополимеры, способные к образованию гидро-
гелей, могут обладать различной молекулярной
структурой: блочной (диблок- (АВ), триблок- (АВА
или ВАВ) и мультиблок-сополимеры) или приви-
той, где А и В − гидрофобный и гидрофильный бло-
ки соответственно [20–22].

1.1. Синтез блок-сополимеров

Синтез блочных амфифильных сополимеров
ПЛА и ПЭГ наиболее часто осуществляется мето-
дом полимеризации с раскрытием цикла мономе-
ра лактида. Главным преимуществом данной ме-
тодики является отсутствие воды в продуктах, в
отличие от реакций поликонденсации, что позво-
ляет получать соединения с более высокой молеку-
лярной массой. Данный синтез может быть прове-
ден как в растворе, так и в расплаве в присутствии
различных катализаторов. В частности, сообща-
ется об исследованияx по применению таких ка-
тализаторов, как Sb2O3 [23], GeO2 [23], SnO2 [23],
SnCl2 [24], изопропилат алюминия [25, 26], алко-
голяты редкоземельных элементов [27, 28], Zn
[29], CaH2 [29] и др. Также провeдены исследова-
ния по сополимеризации с раскрытием цикла без
использования катализатора, однако синтез при
температуре 140oC в течение 4–8 сут показал не-
достаточно высокие степени конверсии [30].

Одной из наиболее устоявшихся методик яв-
ляется синтез блок-сополимеров ПЭГ-ПЛА на
катализаторе 2-этилгексаноат олова (II)
(Sn(Oct)2) в растворе (растворитель – толуол)
[31–34] или расплаве [35–39] (рис. 1). 

Данная методика актуальна и в настоящее вре-
мя [39]. Соединения олова показали наибольшую
эффективность, однако их существенным недо-
статком является относительно высокая токсич-
ность [40]. В связи с этим Sn(Oct)2 приобрел ши-
рокую распространенность, т.к. органические со-
ли олова обладают более низкой токсичностью по
сравнению с другими его соединениями [41].

Еще одним известным подходом является по-
лимеризация с раскрытием цикла лактида в рас-
творе (растворитель − дихлорметан) на катализа-
торе 1,8-диазабицикло[5.4.0]ундец-7-ен (DBU).
Основными преимуществами данного подхода
являются неметаллическая природа катализато-
ра, более мягкие условия проведения процесса, а
также более простые методы очистки синтезиро-
ванных продуктов от остаточного катализатора
[42–44].

Помимо устоявшихся известных подходов к
синтезу существует направление исследования по
разработке альтернативных способов получения
блок-сополимеров, например, с использованием
принципов “зеленой” химии. В работе [45] Mhiri
и соавт. предложили химическую сшивку по ре-
акции Дильса–Альдера функционализирован-
ных ПЛА и ПЭГ (рис. 2). ПЭГ модифицировали
3-(3-фурфурилмеркаптанпропокси)-пропан-1,2-
диолом и 4,4'-метилен-бис-циклогексилизоциан-
том (ПЭГ-F60). ПЛА был функионализирован по
реакции с глицерином, 4,4'-метилен-бис-цикло-
гексилизоциантом с последующей конденсацией
концевого изоцианата со спиртовой группой
N-гидроксиметилмалеимида (ПЛА-Tri M). Далее по
реакции Дильса–Альдера получали сополимер при
температуре 90°C без использования катализаторов
и растворителей.

Помимо непосредственно синтеза блок-сопо-
лимеров ПЭГ-ПЛА, актуальной задачей также
является их модификация, которая позволяет ре-
гулировать физико-химические свойства сополи-
меров и, как следствие, характеристики получае-
мых из них материалов. В работе [46] Buwalda и со-

Рис. 1. Схема синтеза двойных и тройных блок-сополимеров лактида и этиленгликоля.
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авт. модифицировали концевые группы 8-лучевых
блок-сополимеров ПЭГ-П(L)ЛА и ПЭГ-П(D)ЛА
акрилатами при действии акрилоилхлорида в ди-
хлорметане в течение 18 ч [46]. Такая реакция поз-
воляет впоследствии получать на основе звездооб-
разных сополимеров методом фотополимеризации
стабильные и достаточно прочные гидрогели. Pertici
и соавт. синтезировали тройные блок-сополимеры
П(D,L)ЛА-ПЭГ-П(D,L)ЛА и в несколько стадий
модифицировали их с помощью поли-N-изопро-
пилакриламида (PNIPAAm) [47]. Сначала конце-
вые группы блок-сополимера реагируют с акрило-
илхлоридом в ТГФ в течение 20 ч с последующим
радикальным 1,2-присоединением алкоксиамина
N-(2-метилпропил)-N-(1-диэтилфосфонат-2,2-ди-
метилпропил)-O-(2-карбоксипроп-2-ил)гидрок-
силамин (MAMA-SG1) в 1,4-диоксане. После чего
проводят полимеризацию по концевым фрагмен-
там N-изопропилакриламидом в 1,4-диоксане. Вве-
дение блоков PNIPAAm позволяет получать термо-
чувствительные гидрогели на основе данных сопо-
лимеров. Способность PNIPAAm к температурно-
зависимым фазовым переходам известна еще с
1960-х годов [48, 49]. В работе [50] Trinh и соавт.
тройные блок-сополимеры лактида и этиленглико-
ля модифицировали олигосерином посредством
взаимодействия П(D,L)ЛА-ПЭГ-П(D,L)ЛА с
сульфонамидом серина в дициклогексилкарбои-
миде (DCC) в присутствии катализатора 4-диме-
тиламинопиридин (DMAP). Такая реакция при-
водит к расширению спектра свойств сополиме-
ров и биоматериалов на их основе. Внедрение
олигосериновых фрагментов позволяет получать
термо- и рН-чувствительные гидрогели. Grosjean
и соавт. изучали влияние функционализации 8-лу-

чевых звездообразных ПЭГ-П(D,L)ЛА на адге-
зию гидрогелевых материалов [51]. Сополимеры
модифицировали акрилатами, метакрилатами и
пирокатехином, что приводило к различному ме-
ханизму адгезии гидрогелeй к модельным тканям
(за счет физическиx взаимодействий, водородныx
связeй, ковалентныx сшивoк и т.д.). В работе [38]
Darge и соавт. блок-сополимеры П(D,L)ЛА-ПЭГ-
П(D,L)ЛА модифицировали ангидридом янтар-
ной кислоты для получения концевых карбок-
сильных групп, а также 3-карбамоил-5-метилгек-
сановой кислотой для функционализации сопо-
лимеров аминогруппой. Смесь амино- и
карбокси-концевых сополимеров образует гид-
рогели с фазовым переходом при температуре те-
ла, а также заметно повышает их механическую
прочность.

1.2. Получение гидрогелей

Гидрогели могут быть получены как вслед-
ствие физических взаимодействий из-за агрега-
ции гидрофобных блоков в водной фазе, так и по-
средством химических сшивок в результате дей-
ствия сшивающих агентов, температуры или
излучения. Такие материалы могут быть сти-
мул-чувствительными при наличии определен-
ных групп (рН-чувствительные), различных длин
блоков (термочувствительные) и т.д.

Основной методикой получения физически
сшитых гидрогелей является диспергирование
полимера в водной фазе при наличии или отсут-
ствии нагревания. Введение каких-либо низкомо-
лекулярных веществ в гидрогель возможно про-

Рис. 2. Функционализированные производные ПЛА и ПЭГ.
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водить как на стадии самоорганизации надмоле-
кулярной структуры, так и после.

В работе [39] Liu и соавт. получили гидрогель
на основе осушенного сополимерa ПЭГ-П(L)ЛА-
ПЭГ путем его диспергирования в деионизиро-
ванной воде при нагревании до 60°C с последую-
щим охлаждением на ледяной бане. Затем в гидро-
гель импрегнировали два лекарственных препарата
(паклитаксел в ПЛА наночастицах и цисплатин).
Таким образом был получен термочувствитель-
ный гидрогель, золь–гель переходы которого бы-
ли изучены классическим способом переворачи-
вания пробирки. Похожие методики прослежи-
ваются в ряде исследований [36, 38, 42, 44, 53].
В другой работе сополимеры П(D,L)ЛА-ПЭГ-
П(D,L)ЛА диспергировали в фосфатном буфер-
ном растворе (рН 8.0) и смешивали с раствором
циклофосфамида в аналогичном буфере [52]. По-
хожий метод описан также в работе Pertici и соавт.
[47].

Принципиально другим подходом к получе-
нию гидрогелей является химическое сшивание
посредством образования ковалентных связей. В
работе [54] Zhao и соавт. использовали 4-луче-
вые ПЭГ, модифицированные аминогруппой
(тетра-ПЭГ-AM) и сукцинимидилсукцинатом
(тетра-ПЭГ-SS). Сшивание было реализовано в
три этапа, сначала были проведены по отдельно-
сти реакции избытка тетра-ПЭГ-AM с недостат-
ком тетра-ПЭГ-SS и наоборот. На последней ста-
дии полученные полимеры смешивали, в резуль-
тате чего происходило образование сильно
разветвленной полимерной сети. Такой подход
позволяет получать гидрогелевые материалы
при достаточно низком содержании полимера.
После сшивки гидрогель смешивали с мицеллами

на основе двойных блок-сополимеров ПЭГ-ПЛА,
нагруженных лекарственными препаратами (тимо-
лолом и латанопростом).

Также существуют научные работы, которые
сочетают оба подхода: физическое и химическое
сшивание сетки высокомолекулярного соедине-
ния. В работе [46] 8-лучевые сополимеры
П(L)ЛА-ПЭГ и П(D)ЛА-ПЭГ были модифици-
рованы акрилатными концевыми группами. На
первой стадии смесь сополимеров диспергировали
в дистиллированной воде, в результате чего проис-
ходило формирование стереокомплексного гидро-
геля за счет проходных цепей ПЭГ. На следующем
этапе физические гидрогели подвергались сшивке
под действием УФ-излучения в присутствии фото-
инициатора Ingacure 2959. Для химически сшитых
гидрогелей наблюдалось значительное улучшение
механических характеристик.

1.3. Структура гидрогелей
Для изучения структуры гидрогелевых матери-

алов наиболее часто применяют методы рентгенов-
ского и нейтронного рассеяния. В работе [55]
Agrawal и соавт. изучали процессы самоорганиза-
ции ПЛА-ПЭГ-ПЛА в зависимости от длины и
кристалличности ПЛА-блока методом малоуглово-
го рассеяния нейтронов (МУРН) (рис. 3). Тройные
блок-сополимеры П(D,L)ЛА-ПЭГ-П(D,L)ЛА с
аморфным гидрофобным блоком образовывали
сферические мицеллы (радиус 10–14 нм, на рис. 3а
обозначено R2) в разбавленных растворах, c уве-
личением концентрации сополимера наблюдали
формированиe полимерной сетки за счет проход-
ных цепей. Сополимеры с кристаллическими
блокaми на основе L-лактида приводили к образо-
ванию несферических ламеллярных мицелл

Рис. 3. (а) Цветкоподобные (аморфный гидрофобный блок) и (б) ламеллярные (кристаллический гидрофобный блок)
мицеллы, адаптировано с разрешения [55].
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(радиус 11–15 нм, на рис. 3б обозначено R; шири-
на 8–10 нм, на рис. 3б обозначено d) в разбавленных
растворах и формированию сетчатой структуры из
беспорядочно ориентированных агрегатов в кон-
центрированных растворах [55].

В случае сополимеров с аморфным гидрофоб-
ным блоком при увеличении концентрации ми-
целлы сближаются и упорядочиваются − при кон-
центрациях выше 10% появляется корреляцион-
ный пик, который соответствует расстоянию
между рассеивающими центрами в гидрогеле
(рис. 4а). При одинаковой концентрации 30% со-
полимеры с различной длиной гидрофобного
блока дают похожие кривые рассеяния, для кото-

рых наблюдается наложение практически во всем
диапазоне векторoв рассеяния, что свидетель-
ствует о схожей наноструктуре материалов
(рис. 4б).

На аналогичных зависимостях для сополиме-
ров с кристаллическим гидрофобным блоком при
увеличении концентрации отсутствует корреля-
ционный пик, хотя при концентрациях выше 22%
появляется выступ. Его можно рассматривать как
широкий пик, связанный с высокой полидис-
персностью по размерам ламеллярных мицелл,
расстояниям между ними и случайной ориента-
цией в пространстве (рис. 5а).

Рис. 4. (а) Изменение спектров МУРН при увеличении концентрации сополимера П(D,L)ЛА-ПЭГ-П(D,L)ЛА со сте-
пенью полимеризации гидрофобного блока 72 (концентрация сополимера – ); (б) Изменение спектров
МУРН с увеличением длины блока ПЛА растворов сополимеров серии П(D,L)ЛА-ПЭГ-П(D,L)ЛА с рацемической
смесью лактида (длина гидрофобного блока сополимера – ), адаптировано из работы [55].
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Рис. 5. Спектры МУРН: (а) изменение спектров МУРН при увеличении концентрации сополимера П(L)ЛА-ПЭГ-
П(L)ЛА со степенью полимеризации блока 72 (концентрация сополимера – ) ; (б) изменение спектров
МУРН с увеличением длины блока ПЛА растворов сополимеров серии П(L)ЛА-ПЭГ-П(L)ЛА с L-лактидом (длина
гидрофобного блока сополимера – ), адаптировано из работы [55].
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Характерный вид кривых не зависит от длины
гидрофобного блока: кривые перекрываются во
всем диапазоне векторов рассеяния, что свидетель-
ствует об отсутствии взаимосвязи структуры и дли-
ны блока (рис. 5б) [55].

Крупномасштабные структуры с различной
морфологией были обнаружены методами уль-
трамалоуглового рассеяния нейтронов и МУРН и
подтверждены конфокальной микроскопией в
работе Yin и соавт. (рис. 6) [53].

Yin и соавт. изучали серию блок-сополимеров
П(D,L)ЛА-ПЭГ-П(D,L)ЛА с различным соотно-
шением L/D от 50/50 до 100/0. В области малоуг-
лового рассеяния наблюдали корреляционные
пики, свидетельствующие об упорядочивании
мицелл, по положению максимумов которых мо-
гут быть рассчитаны радиус мицелл, расстояние
между ними и т.д. Для соотношения 50/50 обна-
ружена однородная структура, в остальных случа-
ях − сложные наномасштабные структуры: пори-
стые эллипсоиды и сфероиды с темными обла-
стями, похожими на заполненные водой поры и
каналы (рис. 6).

В другой работе Yin и соавт. гидрогели на основе
блок-сополимеров П(D,L)ЛА-ПЭГ-П(D,L)ЛА с
различным соотношением L/D были изучены ме-
тодом широкоуглового рентгеновского рассея-
ния [43]. Было показано, что области ПЭГ в вод-
ном растворе стали аморфными, то есть характер-
ные пики кристаллического ПЭГ (пик при q = 1.36
Å–1 и перекрывающиеся пики при q = 1.65–1.66
Å–1) не наблюдаются ни в одном из гелей. Кроме
того, ни один из гелей не демонстрирует призна-
ков стереокомплексообразования. Для образцов с
соотношением 95/5 и 90/10 наблюдается пик от
кристаллитов П(L)ЛА, которого нет на других
кривых. С увеличением вклада L-изомера возрас-
тает степень кристалличности системы.

В работе Mao и соавт. были исследованы сте-
реокомплексные гидрогели, полученные путем
смешения водных систем стереоизомерных двой-
ных и тройных блок-сополимеров [56]. На кри-
вых рентгеновского рассеяния в широких углах

наблюдаются рефлексы от кристаллитов ПЛА
при 11.9°, 13.5°, 15.4°, 18.0° (обозначены hc), пики
ПЭГ отсутствуют, что указывает на гомокристалли-
ческую природу ПЛА-доменов. Пики при 9.7°,
16.7°, 19.3° (обозначены sc) соответствуют стерео-
комплексным кристаллитам (рис. 7а).

Наноструктура гидрогелей была изучена мето-
дом малоуглового рентгеновского рассеяния. На
некоторых кривых наблюдается пик рассеяния,
связанный с расстоянием между агрегатами. Ши-
рина пика указывает на высокую полидисперс-
ность расстояний между узлами в энантиомерных
гидрогелях (рис. 7б). С увеличением длины блока
ПЭГ и вклада L-изомера происходит увеличение
расстояния между рассеивающими центрами. На
основании данных о наноструктуре и фазовых диа-
граммах золь–гель перехода, Mao и соавт. предло-
жили механизм гелеобразования стереокомплекс-
ных гидрогелей (рис. 8).

Двойные блок-сополимеры ПЛА-ПЭГ образуют
“звездоподобные” мицеллы, тройные ПЛА-ПЭГ-
ПЛА – “цветкоподобные”, смеси таких систем с
различными конфигурациями гидрофобного блока
дают мицеллы со стереомплексными ядрами
(рис. 8а), а блок ПЛА может входить как в одну и
ту же мицеллу, так и в две соседние. Однако на ге-
леобразование будет оказывать влияние не толь-
ко формирование стереокомплексов, но и длина
гидрофильного блока, а также массовое соотноше-
ние двойных и тройных блок-сополимеров. В
случае короткого гидрофильного блока, разме-
ром меньше расстояния между ядрами мицелл,
гелеобразования не происходит, т.к. оба блока
ПЛА входят в одну мицеллу. При увеличении
длины ПЭГ блоки ПЛА могу входить уже в сосед-
ние мицеллы с формированием мостиковой
структуры, т.е. ПЛА-ПЭГ-ПЛА являются соеди-
нительными цепями между “звездоподобными”
мицеллами ПЛА-ПЭГ, вследствие чего образует-
ся физическая сетка гидрогеля. При дальнейшем
увеличении длины блока ПЭГ наблюдается обра-
зование рыхлых слабо сшитых гидрогелей вслед-
ствие большого содержания гидрофильной ком-
поненты. Массовый состав энантиомерной смеси

Рис. 6. Изображения, полученные методом конфокальной микроскопии, для гидрогелей с различным L/D соотноше-
нием в гидрофобном блоке сополимера ПЛА-ПЭГ-ПЛА: (a) 50/50, (б) 75/25, (в) 95/5, (г) 100/0, адаптировано из
работы [53].
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также влияет на образование мостиковой струк-
туры. При содержании ПЛА-ПЭГ-ПЛА менее
40–50 мас. % проходных цепей недостаточно для
формирования гидрогеля (рис. 8б). Когда фрак-
ция тройного блок-сополимера превышает
80 мас. % в энантиомерной смеси преимуществен-
но обнаруживаются “цветкоподобные” мицеллы.
Из-за высокого содержания ПЭГ образование про-

ходных цепей недостаточно для формирования
гидрогеля. Наиболее благоприятным содержанием
ПЛА-ПЭГ-ПЛА в смеси является 50–80 мас. % [56].

1.4. Механические свойства гидрогелей

Физико-механические свойства гидрогелей
являются критически важной характеристикой,

Рис. 7. (а) Широкоугловое рентгеновское рассеяние для стереокомплексных гидрогелей на основе сополимера ПЛА-
ПЭГ-ПЛА; (б) малоугловое рентгеновское рассеяние для стереокомплексных гидрогелей на основе сополимера ПЛА-
ПЭГ-ПЛА, адаптировано из работы [56].
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определяющей спектр их возможных примене-
ний. Основным недостатком гидрогелевых си-
стем на основе блок-сополимеров ПЛА-ПЭГ яв-
ляется их невысокий уровень механических харак-
теристик: модуль накоплений таких материалов,
как правило, по результатам реологических ис-
следований от температуры или частоты осцил-
ляций не превышает 1 кПа [39, 42, 52, 54, 56, 57].

В работе [56] Mao с соавт. изучали механиче-
ские свойства термочувствительных стереоком-
плексных гидрогелей – системы на основе смесей

стереоизомерных двойных и тройных блок-сопо-
лимеров. Видно, что при низких температурах
различные составы демонстрируют упруговязкие
свойства, золь-гель переход к вязкоупругой жид-
кости происходит при температурах от 25 до 40°С
(рис. 9а). На начальном участке модуль накопле-
ний (G ') превалирует над модулем потерь (G ''),
что говорит об образовании физически сшитого
гидрогеля. Максимальный модуль накоплений
порядка 1 кПа наблюдается для состава D/L 30/70
при температурах до 15°С (рис. 9б).

В работе [43] изучали реологию гидрогелей на
основе П(D,L)ЛА-ПЭГ-П(D,L)ЛА с различным
соотношением стереоизомеров L/D. Наблюдает-
ся слабая зависимость модуля накоплений (G ') от
частоты осцилляций, значения G ' варьировались
от 1 до 10 кПа в зависимости от соотношения, что
является достаточно высоким для таких систем
по данным литературы.

В другом исследовании изучены механические
свойства гидрогелей на основе П(L)ЛА-ПЭГ-
П(L)ЛА с различной длиной гидрофобного блока
[58]. Были проведены испытания на одноосное
сжатие, по полученным кривым напряжения от
деформации установлены значения модуля упру-
гости для исследуемых образцов. Следует отме-
тить, что в большинстве научных трудов подоб-
ные материалы демонстрируют вязкое поведение
и только в реологических испытаниях при высо-
ких частотах наблюдается преобладание модуля
накоплений (G ') над модулем потерь (G '') [39, 42,
52, 54, 56, 57]. В данной работе [58] материалы об-
ладают упругостью без внешнего осцилляцион-
ного воздействия, могут быть исследованы на

Рис. 9. (а) Зависимость модулей накоплений (G '-закрашенные) и потерь (G ''-пустые) от температуры (частота 1 Гц) для
стереокомплексной смеси П(D)ЛА-ПЭГ/П(L)ЛА-ПЭГ-П(L)ЛА; (б) фазовая диаграмма золь-гель перехода для сте-
реокомплексного гидрогеля на основе стереокомплексной смеси П(D)ЛА-ПЭГ/П(L)ЛА-ПЭГ-П(L)ЛА (золь – пу-
стые, гель – закрашенные), адаптировано из работы [56].
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сжатие и дают рекордные значения модулей упру-
гости для подобных систем (рис. 10). Такой ре-
зультат можно объяснить длинами блоков сопо-
лимера и кристалличностью гидрофобного бло-
ка, вследствие чего происходит формирование
более крупных и прочных агрегатов в физической
сетке гидрогеля, что существенно повышает уро-
вень механических характеристик.

Физически сшитые гидрогели в большинстве
научных трудов обладают слабыми механически-
ми характеристиками, однако при наличии хими-
ческих сшивок можно улучшить эти свойства. В
работе Buwaldaс и соавт. звездообразные ПЭГ-
П(D)ЛА и ПЭГ-П(L)ЛА модифицировали акри-
латами и после сшивали под действием УФ-излу-
чения [46]. Первоначально образованный физи-
чески сшитый гидрогель при концентрациях со-
полимера до 10 мас. % демонстрировал модуль
накоплений не более 1–2 кПа, а от 10 до 20 мас. %
модуль изменялся от 10 до 27 кПа. В случае хими-
чески сшитого материала даже при концентрациях
менее 10 мас. % модуль накоплений был уже поряд-
ка 10 кПа, после 10 мас. % варьировался от 22 до
30 кПа.

1.5. Применение гидрогелей
Гидрогели на основе различных высокомоле-

кулярных соединений – это коммерчески доступ-
ные материалы с широким спектром применений
[1–10]. Однако помимо прочего такие изделия на
основе биосовместимых и биоразлагаемых поли-
меров могут быть перспективными для использо-
вания в различных областях биомедицины в каче-
стве средств доставки лекарственных препаратов,
тканеинженерных конструкций и т.д. В настоя-
щий момент активно ведутся исследования по
расширению спектра их возможных применений.
Одной из таких актуальных областей являются
разработки по использованию материалов в тера-
пии онкологических заболеваний [36, 38, 39, 52,
57, 59]. Применение цитотоксических противо-
раковых препаратов имеет ряд недостатков, са-
мый значительный из которых – неизбиратель-
ность, т.е. помимо опухолевых клеток, как прави-
ло, страдают здоровые органы и ткани. В связи с
чем целевая доставка лекарства непосредственно
в опухоль является решением данной проблемы.

В работе Darge с соавт. создали термочувстви-
тельный инъекционный гидрогель на основе
П(D,L)ЛА-ПЭГ-П(D,L)ЛА и успешно импре-
гнировали в него два протироваковых препарата
бевацизумаб и доксорубицин (DOX) [36]. Иссле-
дования in vitro показали низкую цитотоксич-
ность самого гидрогеля. В экспериментах in vivo
уже после однократного введения инъекции на-
блюдалось эффективное подавление опухоли
без заметных повреждений жизненно важных ор-
ганов.

В работе Liu с соавт. создали композитный
термочувствительный гидрогель на основе ПЭГ-
П(D,L)ЛА-ПЭГ для терапии меланомы [39]. В
гидрогель загружали пористые ПЛА частицы с
паклитакселом и цисплатин. Исследования in vi-
tro показали, что полученный материал способен
инициировать апоптоз опухолевых клеток и ин-
гибировать их миграцию. In vivo на мышах-носи-
телях меланомы был протестирован гидрогеле-
вый композит. Установлено, что высвобождение
лекарственных препаратов значительно ингибиро-
вало рост опухоли, не оказывая цитотоксического
эффекта на здоровые органы и ткани.

В другой работе Yang с соавт. предложили ком-
бинированную стратегию иммунотерапии рака
[52]. Первоначально термочувствительный гид-
рогель на основе П(D,L)ЛА-ПЭГ-П(D,L)ЛА на-
гружали циклофосфамидом и вводили мышам, а
через несколько дней делали еще одну инъекцию
гидрогеля, содержащую цитозин-фосфат-гуанино-
вые нуклеотиды и лизаты опухолевых клеток для
дальнейшего стимулирования противоопухоле-
вых иммунных реакций. Такой подход успешно
снижает токсический эффект от циклофосфами-
да на здоровые органы и ткани, при этом эффек-
тивно подавляет рост опухоли.

Среди других перспективных применений
стоит отметить работу Zhao с соавт., где авторы
предложили гидрогелевый глазной имплантат
для терапии глаукомы – заболевания, характери-
зующегося повышенным внутриглазным давле-
нием [54]. Был получен химически сшитый гид-
рогель на основе 4-лучевых ПЭГ с сильно раз-
ветвленной сетью, после чего его смешивали с
мицеллами ПЭГ-ПЛА, в которые импрегнирова-
ли латанопрост и тимолол (рис. 11). Имплантат
фиксируется в слезном протоке. Исследования
in vitro показали увеличение действия препарата
до 28 дней. Тесты на кроликах in vivo продемон-
стрировали эффект снижения внутриглазного
давления в течение более чем 28 дней. Гистологи-
ческие срезы и исследования по раздражающему
действию имплантата на глаза показали достаточ-
ную безопасность материала.

 Yang с соавт. предложили использовать гидро-
гелевый материал на основе двойного блок-сопо-
лимера в качестве временного эмболизирующго
средства [37]. Термочувствительный инъекцион-
ный гидрогель нагружали рентгеноконтрастным
веществом иодопамином для возможности прове-
дения интраоперационной рентгеновской визуали-
зации. Также авторы считают, что гидрогель может
быть использован как предоперационное эмбо-
лизирующее средство для удаления опухоли.

Pertici с соавт. применяли гидрогель на осно-
ве тройного блок-сополимера П(D,L)ЛА-ПЭГ-
П(D,L)ЛА, модифицированного PNIPAAm, в ка-
честве носителя лекарственных средств от нейро-
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дегенеративных патологий (болезнь Альцгейме-
ра, болезнь Паркинсона, пароксизмальные дис-
кинезии и т.д.) [47]. В гидрогель импрегнировали
рилузол – нейропротекторное средство для лечения
ишемии головного мозга и краситель цианин 5.5
для визуализации, и вводили в крыс. Была пока-
зана возможность инъекционного введения тако-
го материала.

Grosjean с соавт. рассматривали в качестве тка-
невых клеев для лечения ран гидрогели на основе
звездообразных ПЭГ-П(D,L)ЛА, функционализи-
рованные акрилатами, метакрилатами и пирока-
техином [51]. Такой подход к закрытию ран имеет
ряд преимуществ по сравнению с классическим
наложением швов, т.к. сводится к минимуму повре-
ждения тканей. В настоящее время наиболее часто
применяются фибриновые и цианакрилатные
биоадгезивы, однако они обладают некоторыми
существенными недостатками: несмотря на вы-
сокие показатели адгезии, присутствует риск ал-
лергических реакций, материалы могут быть ток-
сичны, не разлагаемы. На модельных тканях бы-
ло установлено, что производные акрилата и
метакрилата достигают адгезионной прочности,
близкой к таковой у цианакрилатных биоадгези-
вов (332 кПа), в свою очередь производные пиро-
катехина превосходят фибриновый клей (11 и
19 кПа). Низкий уровень цитотоксичности данных
материалов подтверждает возможность их приме-
нения в качестве тканевых клеев.

Таким образом, гидрогели на основе сополиме-
ров лактида и этиленгликоля обладают широким
спектром перспективных применений благодаря
своей биосовместимости и биоразлагаемости.

Согласно проведенному анализу, гидрогели на
основе сополимеров лактида и этиленгликоля об-
ладают наиболее высокими модулями упругости
и при повышении температуры, как правило,
претерпевают “гель–золь” переход.

2. ГИДРОГЕЛИ НА ОСНОВЕ СОПОЛИМЕРОВ 
ПОЛИЭТИЛЕНГЛИКОЛЯ И ПОЛИ(ЛАКТИД-

СО-ГЛИКОЛИДА)

В отличие от рассмотренных выше сополиме-
ров лактида и этиленгликоля, существенно боль-
шее количество работ посвящено исследованию
температурно-индуцированного гелеобразования в
растворах сополимеров на основе ПЭГ и
поли(лактида-со-гликолида) (ПЛГА). При этом,
как будет показано далее, особенности синтеза та-
ких сополимеров определяют изменение меха-
низма гелеобразования и фазового поведения от-
носительно близких по химической структуре
ПЭГ-ПЛА.

Материалы на основе сополимеров ПЭГ и
ПЛГА являются широко используемыми в раз-
личных областях медицины [60–62]. Данные со-
единения являются примером биоразлагаемых
термочувствительных материалов, которые в вод-
ной среде за счет амфифильной природы способны
образовывать мицеллярные агрегаты, а также гид-
рогели при изменении температуры. Благодаря раз-
личной природe молекул, входящих в состав ядра и
оболочки, мицеллы и гидрогели могут включать как
гидрофобные, так и гидрофильные лекарственные
средства и обеспечивать их пролонгированное вы-
свобождение.

Рис. 11. Стадии разработки глазного имплантата на основе 4-лучевых ПЭГ, смешанного с мицеллами ПЭГ-ПЛА,
адаптировано из работы [54].
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2.1. Синтез блок-сополимеров

В целом, синтез сополимеров ПЭГ-ПЛГА
неидентичен синтезу ПЭГ-ПЛА. Однако ввиду
наличия гликолида, отличающегося по своей реак-
ционной способности от лактида, достижение вы-
соких молекулярных масс полиэфирных блоков за-
труднено. Вследствие этого усилия исследователей
сосредоточены на реакциях с применением
Sn(Oct)2 в качестве катализатора. Также не
известны работы по получению разветвленных и
звездообразных полиэфирных блоков.

Широко используемым способом получения
блок-сополимеров является полимеризация с рас-
крытием цикла с использованием катализатора
Sn(Oct)2 и макроинициатором ПЭГ (или метил-
ПЭГ (мПЭГ)) (рис. 12) [20–22, 60–64].

Синтез сополимеров проводится как в раство-
ре, так и в расплаве. На первом этапе ПЭГ осуша-
ют в расплаве под вакуумом. Далее перемещают
ПЭГ в реакционный сосуд и добавляют заданные
количества L- (или D-лактида (L-ЛА или D-ЛА)
гликолидa (ГА) и Sn(Oct)2 и проводят реакцию
полимеризации при перемешивании при 120–

160°C в течение определенного времени. Варьи-
руя количества ПЭГ, ГА и L-ЛА (или D-ЛА), ре-
гулируют длину цепи и соотношение блоков [20–
22, 60–66]. Очищают полученный сополимер пе-
реосаждением в этилацетат или н-гексан, затем
сушат под вакуумом при комнатной температуре
[65]. Структурный анализ сополимеров имеет ре-
шающее значение как с теоретической, так и с
промышленной точки зрения. При изучении со-
полимеров используют метод ядерно-магнитного
резонанса (ЯМР), который предоставляет ин-
формацию о структуре и последовательности
звеньев.

В работе [67] структурный анализ и оценку моле-
кулярной массы сополимеров ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА
проводили с применением 1H-ЯМР-спектроско-
пии. Сигналы для ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА находятся
для CH (ЛА) на 5.1 ppm, CH3 (ЛА) на 1.45 ppm,
CH2 (ГА) на 4.7 ppm, на 3.52 и 4.2 ppm – CH2 (эти-
леноксида). Аналогичным образом авторы [68]
устанавливают структуру сополимеров, опреде-
ляя соотношение ЛА/ГА звеньв и среднечисло-
вую молекулярную массу (Mn) сополимеров
ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА. Сигналы основных групп со-

Рис. 12. Схема синтеза тройных блок-сополимеров ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА, адаптировано из работы [60].
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полимера соотносятся с данными из работы [67].
Соотношения мономеров, которые использовали
в процессе полимеризации, соответствовали со-
отношению ЛА к ГА в сополимере, рассчитанные
с помощью 1H-ЯМР [68].

Тройные блок-сополимеры мПЭГ-ПЛГА-мПЭГ
[69], привитые сополимеры ПЭГ-g-ПЛГА/
ПЛГА-g-ПЭГ [70, 71] и звездообразные сополи-
меры ПЭГ с ПЛГА [72] получают полимеризаци-
ей соответствующих мономеров с раскрытием
цикла вместе с реакциями прививки.

2.2. Получение гидрогелей

Сополимеры ПЛГА-ПЭГ способны набухать
в водной среде с образованием золя при
низких температурах и переходить в гель при на-
гревании [21]. Для того чтобы сополимеры с
разнoй структурoй на основе ПЭГ-ПЛГА прояв-
ляли температурно-индуцированный фазовый
переход в воде, необходимо соблюдать опреде-
ленное соотношение между гидрофильным и
гидрофобным блоками [73]. В работах [21, 64] по-
дробно изучен процесс гелеобразования систем
на основе сополимеров ПЭГ-ПЛГА. Были син-
тезированы тройные блок-сополимеры ПЛГА-
ПЭГ-ПЛГА и двойные блок-сополимеры мПЭГ-
ПЛГА c различными молекулярными массами
(табл. 1) [21]. Растворы амфифильных блок-

сополимеров были получены путем их
растворения в воде при низких температурах, ко-
торые при нагревании оказались способны пере-
ходить в гель, дальнейшее повышение температу-
ры приводило к образованию золя, а затем к кол-
лапсу сополимеров и образованию осадка.

Авторами был предложен механизм гелеобра-
зования: самособирающаяся структура термоге-
леобразуемого сополимера ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА в
воде при низких температурах представляет со-
бой мицеллы сферической формы. В водном рас-
творе гидрофобные блоки ПЛГА в сополимере
образуют ядро мицеллы за счет гидрофобных вза-
имодействий, а гидратированные блоки ПЭГ −
гидрофильную оболочку. При этом возможно об-
разование мостиковых структур между мицелла-
ми, приводящее к образованию микрогелей. При
повышении температуры термочувствительный
ПЭГ теряет растворимость, и нарушается гидро-
фильная оболочка. Из-за изменения гидрофиль-
но-гидрофобного баланса возникает нестабиль-
ное состояние, и мицеллы агрегируют, в резуль-
тате чего образуется структура в виде связанных
гидрофобных каналов ПЛА (рис. 13) [74]. Гидро-
гели на основе сополимеров ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА
обладают двумя состояниями гидрогелей, назы-
ваемые гель-1 и гель-2. В первом случае
возникают гидрофильныe мостики, то есть обра-
зуются проходныe цепи из ПЭГ между мицелла-
ми, во втором случае формируются гидрофобные
каналы за счет слияния ядер мицелл [22, 63]. В то
же время отмечается, что гидрогели на основе
двойных блок-сополимеров ПЭГ-ПЛГА и обрат-
ных тройных блок-сополимеров ПЭГ-ПЛГА-
ПЭГ имеют только одно состояние геля, где точ-
ками сшивания является гидрофобные каналы
[21].

Такой золь–гель–золь переход характерен
для всех сополимеров строения ПЛГА-ПЭГ-
ПЛГА [21, 22, 63–65, 75–79]. На фазовых диа-
граммах (рис. 14), полученных методом перевора-
чивания виалов, представлены границы фазовых
переходов золь–гель, где видно, что при увеличе-
нии концентрации сополимера в воде температу-
ра перехода золь–гель уменьшается, а температу-
ра перехода гель–золь, напротив, увеличивается.

Таблица 1. Молекулярные массы, синтезированных сополимеров, адаптировано из работы [21]

Блок-сополимер Mn  ПЭГ Mn сополимера Соотношение ЛА/ГА
(моль/моль)

Соотношение ПЛГА/ПЭГ
(мас. %/мас. %)

ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА 1000 3420 2.4/1 2.4/1
ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА 1500 5240 2.5/1 2.5/1
ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА 2000 6980 2.4/1 2.5/1
мПЭГ-ПЛГА 750 2630 2.5/1 2.5/1

Рис. 13. Точки сшивания гидрогелей ПЛГА-ПЭГ-
ПЛГА для состояний гель-1 и гель-2, адаптировано из
работы [21].

Гидрофильный мост Гидрофобный канал

Гель-2

ABA сополимер вода

Гель-1
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Также было обнаружено, что с увеличением
молекулярной массы тройных блок-сополимеров
окно, где система переходит в гель, перемещается
в область более высоких температур, в то время
как основной вид диаграммы остается прежним
[21, 64, 75–79]. В работе [77] изучили влияние со-
отношения ПЭГ-ПЛГА на золь-гель переход. В
результате было получено и проанализировано
15 тройных блок-сополимеров с различной моле-
кулярной массой и соотношением ПЭГ/ПЛГА.
Сополимеры с соотношением ПЭГ/ПЛГА от 0.4
до 1 либо полностью, либо частично гидратиру-
ются, что приводит к возможности образования
гидрогелей при повышении температуры. При
этом, по данным исследования, верхняя граница
молекулярной массы, при которой возможно
температурно-индуцированное гелеобразова-
ние, достигает по меньшей мере 8 кДа. Так, на-
пример, дисперсии на основе сополимеров с Mn
5 кДа и 5.9 кДа, соответственно, и соотношением
ПЭГ/ПЛГА 0.43 и 0.51, проявляли термогелирую-
щие свойства, подтверждая ограниченный диапа-
зон значений Mw и соотношения ПЭГ/ПЛГА, в
котором могут образовываться термогелирующие
системы в водных растворах, независимо от кон-
центрации [77]. Также было показано [80], что
увеличение гидрофобного блока ПЛГА приводит
к снижению температуры гелеобразования, по-
скольку системе требуется меньше энергии для
разрыва водородных связей между гидрофильны-
ми сегментами ПЭГ посредством гидрофобных
взаимодействий ПЛГА-ПЛГА.

На золь–гель переход также оказывает влия-
ние соотношение ЛА : ГА [78] в составе
сополимера: снижение температуры фазового пе-
рехода из золя в гель и повышение температуры
выпадения осадка происходит при увеличении мо-
лярного соотношения ЛА : ГА с 3 : 1 до 7 : 1
(рис. 15а). Такое поведение связано с увеличением
концентрации мицелл. При этом рост содержания
ПЭГ с 20 до 40% увеличивает температуру золь–
гель перехода и снижает температуру выпадения
осадка (рис. 15б) [78].

Гелеобразование систем на основе ПЭГ-ПЛГА
изучают методaми реологии, исследуя зависимость
модуля накоплений (G ') и модуля потерь (G '')
от температуры [22, 62, 64, 65, 77, 80–82]. В
работе [81] авторы изучили влияние лекар-
ственного средства – имихимода (R837) и/или
карбоната и хлорида кальция на температурно-
индуцированное гелеобразование. Показано, что
инкапсуляция лекарственного средства не поме-
шала процессу гелеобразования, с повышением
температуры значения модуля накоплений G ' на-
чинали превалировать над значениями модуля
потерь G ", что указывает на физическое гелеоб-
разование при нагревании [81]. Авторы [65] ком-
плексно охарактеризовали реологические свой-

ства гидрогелей ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА с модифици-
рованными акриловой кислотой концевыми
группами для УФ-сшивки. Гидрогели получали пу-
тем смешения тройных блок-сополимеров ПЛГА-
ПЭГ-ПЛГА с модифицированными акрилоиль-
ными группами аналогичными сополимерами.
На первом этапе проводили температурные ис-
пытания образцов гидрогелей, полученных на ос-
нове не модифицированных сополимеров, а да-
лее полученные зависимости сравнивали с сопо-
лимерами с концевыми акрилоильными
группами (рис. 16). В обоих случаях значения мо-
дулей накоплений и потерь заметно увеличива-
ются после 30°С, при этом наблюдается точка пе-
ресечения графиков изменения модулей G ' и G '',
что свидетельствует о гелеобразовании. Дальней-
шее увеличение температуры приводит к снижению
значений модулей и появлению второй точки пере-
сечения. Таким образом, при увеличении темпера-
туры в системе наблюдаются два перехода: золь–
гель и гель–золь. Такая зависимость модулей от
температуры является типичной для водных рас-
творов сополимеров ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА, способ-
ных к температурно-индуцированному гелеобра-
зованию [21, 62, 65, 66, 76, 79, 81].

2.3. Структура и механические свойства 
гидрогелей

Практически для любого медицинского при-
менения материалов на основе ПЛГА-ПЭГ важ-
ными характеристиками являются данные
об их структуре и механических свойствах. В ра-
боте [65] были получены результаты реологических
испытаний гидрогелей в зависимости от изменения
угловой частоты. Частотные тесты и тиксотропные

Рис. 14. Типичная фазовая диаграмма перехода золь-
гель водного раствора тройных блок-сополимеров на
основе ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА, адаптировано из работы
[65].
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испытания проводили на гидрогелях, полученных
смешением сополимеров с модифицированными и
не модифицированными концевыми группами.
Результаты показали, что механические и другие
свойства гидрогелей можно легко регулировать,
варьируя долю модифицированного полимера
без ущерба для их переработки.

Были получены кривые течения – все образцы
демонстрируют линейное снижение вязкости с
увеличением скорости сдвига, что указывает на их
истончение при сдвиге. А также изучена возмож-
ность восстановления структуры после приклады-
вания напряжения: при низкой деформации 1%

G ' был выше, чем G '', что свидетельствует об
упругом состоянии гидрогелей, тогда как резкое
падение модуля наблюдалось в случае высокой
деформации 100%. После снятия приложенного
напряжения G ' гидрогелей мгновенно восстанав-
ливается до исходных значений. Степень восста-
новления гидрогелей не изменяется как минимум
после пяти циклов (рис. 17). Данный тест прово-
дили так: на первом и третьем этапах в течение
100 с скорость сдвига была равной 0.1 с–1, на вто-
ром этапе в течение 5 с скорость сдвига
составляла 100 с–1 [65].

Рис. 15. Фазовые диаграммы ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА. (а) Влияние мольного соотношения лактид/ГА; (б) Влияние содер-
жания ПЭГ [78].
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Реологический анализ был использован для
паст на основе трикальцийфосфата (ТКФ) с добав-
кой термочувствительного биоразлагаемого сопо-
лимера ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА [82]. Используемые в
работе пасты застывают в течение 40 с после сме-
шения жидкой и порошковой фаз. Добавление
сополимера позволяет увеличить модуль накоп-
лений и когезию материалов в первые секунды
для возможности инъецировать материалы. Были
изучены три системы: сополимер, паста α-ТКФ,
смешанная с водой, и паста α-ТКФ с сополиме-
ром. Раствор сополимера демонстрирует асимпто-
тическое увеличение напряжения сдвига и экспо-

ненциальное снижение вязкости со скоростью
сдвига. После снижения скорости сдвига наблюда-
ется быстрое восстановление вязкого состояния
(небольшая петля гистерезиса), что свидетельствует
о псевдопластическом, а не тиксотропном реологи-
ческом поведении для сополимера. Для пасты
αgТКФ, смешанной с водой и сополимером,
петля гистерезиса имеет самый большой размер
при разных порядках величины как напряжения
сдвига, так и вязкости, что говорит о высокой степе-
ни тиксотропии (рис. 18). Материал с α-ТКФ, сме-
шанный с сополимером, демонстрировал умень-
шение напряжения сдвига с увеличением скоро-
сти сдвига после достижения максимальной
точки, как и паста α-ТКФ/вода, но при этом со-
хранял большее значение при максимальной ско-
рости сдвига и частичным восстановлением вяз-
кости. Как было показано, использование сопо-
лимера в качестве добавки представляет интерес,
поскольку обеспечивает улучшенные псевдопла-
стичные свойства пасты на основе α-ТКФ и уве-
личивает ee вязкость за счет гелеобразования.
Пасты поддерживают высокое напряжение сдви-
га при увеличении скорости сдвига, таким обра-
зом предотвращая разделение фаз во время введе-
ния [82].

Морфологию системы на основе тройных
блок-сополимеров оценивали на примере раство-
ров с концентрацией 1% при помощи просвечи-
вающего электронного микроскопа (ПЭМ) при
различных температурах [21]. Подобранная кон-
центрация ниже критической концентрации ге-
леобразования, но наблюдаемые типы морфоло-
гии все же могут в некоторой степени отражать
эволюцию структуры материалов во время золь–
гель перехода в концентрированной системе. Бы-

Рис. 16. График зависимости модуля накоплений (G ')
и модуля потерь (G '') от температуры для водных рас-
творов на основе ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА (частота 1 Гц),
адаптировано из работы [65].
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ло показано, что молекулы сополимера образуют
мицеллы при 25°C; формирование крупныx агре-
гатов с сетчатой структурой наблюдали при 37°С;
при этом при 60°С образуются плотные агрегаты,
макроскопически соответствующие осадку. В рабо-
те [83] также с использованием ПЭМ исследовали
структуру ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА, гидроксиапатита
(ГАП) и композитного геля на основе ПЛГА-ПЭГ-
ПЛГА/ГАП. Были получены данные, совпадаю-
щие с результатами других исследователей: в
растворе ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА образует мицеллы
сферической формы (рис. 19) [21, 84].

Также авторы [84] методом динамического
светорассеяния установили размеры мицелл для
данных водных растворов тройных блок-сополи-

меров. Средний размер составил 26 нм, при этом
его величина оставалась постоянной при различ-
ных степенях разбавления.

Для характеристики мицеллярной структуры
тройных блок-сополимеров ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА
также применяют метод МУРН [85]. Полученная
кривая МУРН была аппроксимирована с исполь-
зованием модели сферической частицы со
строением ядро-оболочка. Было подтверждено,
что размер гидрофобного мицеллярного ядра за-
висит от молекулярной массы ПЛГА: c уменьше-
нием молекулярной массы радиус гидрофобного
ядра и мицеллы в целом уменьшаются. В работе
[86] был обнаружен корреляционный пик в полу-
разбавленной системе сополимер–вода, что сви-
детельствует об упорядоченных структурах с ха-

Рис. 18. Зависимость между напряжением сдвига и скоростью сдвига (а) и зависимость между вязкостью и скоростью
сдвига (б) раствора сополимера 20 мас./об. % (синяя линия с треугольниками), пасты α-ТКФ с деионизированной во-
дой (красная линия с кружками ) и пасты α-TКФ с раствором сополимера 20 мас./об. % (черная линия с квадратами),
при 25°C. Стрелки указывают направление изменения скорости сдвига; петля гистерезиса указывает на тиксотропию,
адаптировано из работы [82].
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рактерным межмицеллярным расстоянием. При
этом в области гелеобразования на фазовой диа-
грамме корреляционный пик исчезает − фор-
мируется менее организованная структура. С
увеличением температуры образуется цилиндри-
ческая структура, а при еще более высоких темпе-
ратурах происходит беспорядочная упаковка ци-
линдров. В разбавленном растворе профили
МУРН сополимерa с коротким ПЭГ-блоком име-
ют асимметричную (эллипсоидную) форму. По-
мимо структуры научная группа [86] оценивала
показатель мутности гидрогелей. Для чувствитель-
ных к температуре блок-сополимеров определение
мутности является ценным инструментом для ис-
следования термодинамических изменений и аг-
регации в системе в зависимости от температуры.
Повышение мутности может указывать на рост
гидрофобных ассоциаций между мицеллами или
самосборку цепей: более высокая концентрация
способствует более частому столкновению ми-
целл, что приводит к образованию более крупныx
ассоциативныx комплексов и повышенной мутно-
сти. Было показано, что при высоких температурах
происходит резкое снижение мутности сополиме-
ров, a амплитуда переходного пика более выраже-
на для сополимеров с более коротким ПЭГ. Мак-
симум мутности на фазовой диаграмме находится
в области гидрогеля. При более высоких темпера-
турах мутность заметно снижается, что связано с
разрушением гелевой сетки вследствие уплотне-
ния гидрофобных микродоменов и структурной
перестройки от связанных мицелл геля до уплот-
ненных цилиндров [86].

2.4. Биоразложение гидрогелей

Важной характеристикой получаемых гидро-
гелей является их способность к биоразложению,
так как они имеют широкий спектр применения в
медицине [87]. В работе [88] были получены in situ
термочувствительные гидрогели на основе тройно-
го блок-сополимера ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА, которые
могут доставлять корилагин и низкомолекулярный
хитозан (LC) непосредственно в опухолевую ткань.
После инъекции раствор корилагина/LC/сополи-
мера эффективно трансформируется в гидрогель в
подкожных тканях мышей. Кроме этого, он пол-
ностью разрушается на 12-й день имплантации,
что подтверждают исследования in vivo. Было по-
казано, что после завершения терапии импланти-
рованный гидрогель удаляется без хирургического
вмешательства [88]. 

Авторы [89] исследовали как биосовмести-
мость, так и биоразложение инъекционных
имплантатов на основе ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА с
пролонгированной доставкой лекарственных
средств. Нагруженный флуоресцином натрия
термочувствительный гидрогель вводили в стек-
ловидное тело глаза кролика, а затем регистриро-

вали серию флуоресцентных изображений в
определенные моменты времени для неинвазив-
ного мониторинга внутриглазной ретенции
сформированного in situ материала. Было показа-
но, что матрица гидрогеля полностью разложи-
лась за неделю, а прилегающие ткани не измени-
ли обычную морфологию. Кроме того, ни в одном
из исследований не наблюдалось признаков вос-
паления, некроза тканей или потери клеток эндо-
телия роговицы, что говорит о биосовместимости
гидрогелевых материалов.

 Для оценки биоразложения ученые [83] про-
водили как in vitro, так и in vivo исследования ге-
лей на основе ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА с ГАП. Матери-
алы показали постепенную деградацию, на пятую
неделю степень разложения составила свыше
90%. Эксперименты показали, что композитные
гели с ГАП обладают свойствами биоразложения
и биосовместимости. Однако стоит заметить, что
для данных материалов возникала незначитель-
ная воспалительная реакция в подкожной клет-
чатке через 7 дней после имплантации [83].

2.5. Применение гидрогелей

Тройные блок-сополимеры ПЛГА-ПЭГ-
ПЛГА привлекают большое внимание благодаря
простоте синтеза, воспроизводимости структуры,
биобезопасности, термочувствительности и био-
разлагаемости. Сополимеры и материалы на их
основе подходят для многих областей примене-
ния: доставки противораковых, противобактери-
альных лекарственных средств, регенерации тка-
ней и органов, лечения неоваскуляризации рого-
вицы глаза, а также доставки инсулина для
больных диабетом. За последние несколько лет
спрос на термочувствительные сополимеры суще-
ственно вырос [90], а тройные блок-сополимеры
ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА являются основой для гидро-
гелей различного применения. Так, мицеллы
ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА с загруженным в них противо-
раковым компонентом гексаметилендиамином
3β-ацетокси-урс-12-ен-28-овой кислоты (US597)
были получены в работе [91] для лечения рака с
длительной терапией. Было зафиксировано, что
пиковая концентрация мицелл-US597 в плазме
крови была почти в четыре раза выше по сравне-
нию со свободным US597. Таким образом, ми-
целлы-US597 всасывались быстрее, чем свобод-
ный US597, у крыс, и степень всасывания, изме-
ряемая по пиковой концентрации лекар-
ственного средства в плазме, была значительно
выше. Помимо этого, поменялась и фармакоки-
нетика действующего вещества. Мицеллы-US597
имели в два раза более короткое время полувыве-
дения, чем свободный US597 (8.716 ± 7.003 ч для
мицелл-US597 и 16.433 ± 8.821 ч для US597), что
указывает на то, что US597 выводился из плазмы
крыс быстрее в случае мицелл-US597 по
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сравнению со свободным US597. Также было по-
казано, что мицеллы-US597 характеризуются луч-
шей биодоступностью, чем свободное лекарствен-
ное средство. В совокупности эти данные свиде-
тельствуют о том, что мицеллы-US597 обладают
лучшей абсорбцией, метаболизмом и выведени-
ем, чем свободный US597, а также более длитель-
ным временем действия лекарственного сред-
ства, тем самым обладая более высокой раствори-
мостью и противоопухолевой эффективностью.
Увеличение концентрации и получение гидроге-
ля из подобной системы могут быть полезны при
точечной доставке противоракового препарата.

Ученые [92] исследовали термочувствитель-
ный гель на основе ПЛГА-ПЭГ с включенным
DOX. Была исследована противоопухолевая эф-
фективность препаратов, содержащих DOX, на
опухоли молочной железы у самок-мышей. Груп-
пы со свободным DOX, липосомами DOX, гелем
DOX и липосомальным гелем, обогащенным
DOX, имели показатели ингибирования опухоли
56.2, 59.7, 75.9 и 86.5% соответственно. Объем
опухоли был значительно меньше в группах, полу-
чавших DOX не в свободном виде, следовательно,
перитуморальная инъекция обладала более высо-
кой противоопухолевой эффективностью. Липосо-
мальный гель, содержащий DOX, имел самую вы-
сокую эффективность, что свидетельствует о наи-
большей способности подавления опухоли,
поскольку захваченное лекарственное средство
должно проходить через липосомальный бислой
и затем диффундировать из геля. Эти результаты
предполагают, что гибридная система доставки
лекарств, состоящая из липосом и гидрогелей
ПЛГА-ПЭГ, может поддерживать высвобождение
лекарств и улучшать их профиль высвобождения, а
также повышать противоопухолевую эффектив-
ность за счет локализованной терапии и снижать
цитотоксичность.

Доставка терапевтических лекарственных средств
в задний сегмент глаза является сложной задачей из-
за анатомии и физиологии глазных барьеров, по-
этому становится актуальным подобрать способы
доставки с пролонгированным действием. В ра-
боте [89] исследовали в качестве инъекционной
матрицы гидрогели на основе ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА
с различным соотношением блоков. Мицеллы,
образованные смесью сополимеров, способство-
вали солюбилизации гидрофобных молекул декса-
метазона (DEX) в водной среде. С помощью пара-
центеза оценивали фармакокинетику после вве-
дения термочувствительного гидрогеля с DEX. В
работе приведены профили высвобождения
DEX, из которых видно, что препарат оставался
обнаруживаемым в течение 9 дней после одно-
кратной инъекции гидрогеля. Также авторы от-
мечают, что начальная концентрация DEX, до-
ставляемая в гелевой матрице, хорошо контролиру-
ется и составляет менее 10 мкг/мл в стекловидном

теле. Эти данные свидетельствуют, что водный
раствор сополимера быстро превращается в гид-
рогель в физиологической среде глаза после вве-
дения, и, таким образом, первая стадия высво-
бождения (взрывной эффект) нивелируется [89].

В работе [93] изучили гидрогели, полученные
на основе смеси тройных блок-сополимеров по-
ликапролактон-со-лактид-ПЭГ-поликапролактон-
со-лактид (ПКЛА-ПЭГ-ПКЛА) и ПЛГА-ПЭГ-
ПЛГА. Микросферы ПЛГА использовали для ин-
капсулирования эксенатида, которые затем за-
ключали в гидрогели. Инъекция приготовлен-
ной выше композиции приводит к стабильной
концентрации глюкозы в крови у обработанных
мышей, а также к хорошему сохранению массы
тела в течение 20 дней в фармакодинамическом
исследовании. Эффекты микросфер и гидрогеля
с микросферами и эксенатидом сравнивали с по-
мощью перорального глюкозотолерантного теста
на 20-й день после инъекции. Результаты показа-
ли, что в группе, получавшей гидрогель с части-
цами, сохранялось высокое биоактивное высво-
бождение эксенатида, тогда как в группе, которая
получала только микросферы, оно прекращалось
ранее. Таким образом, было установлено, что
гидрогель с микросферами, нагруженный эксе-
натидом, является потенциально возможным
препаратом длительного действия для лечения
диабета.

В другом исследовании [94] синтезировали
гидрогели на основе ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА, в кото-
рые вводили симвастатин. Свойства гидрогелей
были исследованы in vivo с использованием моде-
ли костного дефекта крысы. По сравнению с кон-
трольными образцами, эксперименты с исполь-
зованием гидрогелей ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА с симва-
статином демонстрировали высокую скорость
роста новой костной ткани. Профили высво-
бождения препарата из гелей in vitro показали за-
медленное высвобождение симавастина: концен-
трация высвободившегося препарата лишь на
14 сут достигала приблизительно 80%. Таким обра-
зом, результаты этого исследования показали,
что симвастатин/ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА может
иметь терапевтические перспективы для восста-
новления костной ткани [94].

В работе [95] создали систему доставки инсу-
лина путем включения наночастиц хитозана в
гидрогель ПЛГА-ПЭГ-ПЛГА (ICNPH). Субконъ-
юнктивальное введение гидрогеля уменьшало ам-
плитуду скотопической B-волны, устраняло
микро- и ультраструктурные нарушения в сетчат-
ке и уменьшало апоптоз клеток сетчатки у крыс с
диабетической ретинопатией. В результате экс-
периментов с различными группами животных, в
том числе с контрольными группами, было дока-
зано, что субконъюнктивальная инъекция
ICNPH оказывала значительное нейропротек-
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торное воздействие на сетчатку у крыс с диабети-
ческой ретинопатией и способствовала регулиру-
емой доставке инсулина [95].

Таким образом, сополимеры ПЭГ-ПЛГА, как
правило, имеют невысокие молекулярные массы,
и за счет этого способны к “золь–гель–золь”
переходу.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Гидрогелевые материалы на основе сополиме-

ров биоразлагаемых полиэфиров и ПЭГ являются
перспективными во многих областях биомедици-
ны. Наблюдается неугасающий интерес к данным
системам ввиду резорбируемости и биосовмести-
мости полимерной сетки, а также из-за возмож-
ности точно “настраивать” механические свой-
ства и структуру гидрогелей. За счет возможности
синтеза сополимеров этиленгликоля с лактидом с
относительно высокими молекулярными масса-
ми, гидрогели на их основе, как правило, имеют
“гель–золь” переход и не обладают термочув-
ствительностью. Такие материалы могут мыть ис-
пользованы в качестве имплантатов мягких тка-
ней. При этом, как показано в обзоре, присут-
ствует ряд работ, где всe же используются
термочувствительные гидрогели на основе сопо-
лимеров ПЭГ-ПЛА низкой молекулярной массы.
Гораздо большее число исследований термочув-
ствительных гидрогелей проведено для систем
ПЭГ-ПЛГА. Гели на основе данных сополимеров
имеют “золь–гель–золь” переход и могут быть
использованы для доставки лекарств. В то же вре-
мя существуют вопросы, требующие дополни-
тельных исследований в данной области: подбор
эффективных безопасных катализаторов для син-
теза сополимеров, детальные исследования меха-
низмов гелеобразования, получение материалов с
высокими модулями упругости и др.
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В последнее время липидные наночастицы интенсивно исследуют в качестве носителей липофиль-
ных лекарственных соединений. В данной работе проведено изучение устойчивости наноэмульсий
с углеводородным маслом, твердых липидных наночастиц со стеариновой кислотой и нанострукту-
рированных липидных частиц, содержащих углеводородное масло и стеариновую кислоту в массо-
вом соотношении 1 : 1. Результаты показали, что при стабилизации неионогенными поверхностно-
активными веществами Tween 60 и Span 60 все исследованные липидные системы сохраняли устой-
чивость к агрегации и последующей седиментации более 30 сут. Включение в состав липидных дис-
персий лютеина практически не оказывало влияния на их устойчивость, при этом размер твердых
липидных наночастиц и наноструктурированных липидных частиц уменьшался от 28–30 до 15–17
нм. Биодоступность лютеина при его инкапсулировании в липидные наночастицы определялась по
их влиянию на восстановление скорости кровотока при моделировании гемической гипоксии.
Практически сразу же после нанесения липидных наночастиц снижение скорости кровотока пре-
кращалось и через 5–10 мин наблюдалась тенденция к его восстановлению. Это показывает пер-
спективность использования липидных наночастиц с углеводородным маслом и стеариновой кис-
лотой для доставки липофильных лекарственных соединений.

Ключевые слова: наноэмульсии, твердые липидные наночастицы, наноструктурированные липид-
ные частицы, лютеин, адресная доставка лекарственных веществ
DOI: 10.31857/S0023291223600530, EDN: DIKBRW

1. ВВЕДЕНИЕ
В последнее время возрос интерес к исследо-

ванию липидных наночастиц для доставки
различных биологически активных соединений,
в том числе лекарственных. Благодаря наличию
липидного ядра в такие наночастицы возможно
инкапсулирование липофильных веществ и, со-
ответственно, повышение их биодоступности. К
подобным липидным носителям активных соеди-
нений относятся наноэмульсии, капли дисперс-
ной фазы которых состоят из жидких липофиль-
ных соединений [1], твердые липидные наноча-
стицы, образованные твердыми при комнатной
или физиологической температурах липидами, и
наноструктурированные липидные частицы,
включающие смесь твердых и жидких липидов [2].
В данной работе исследованы липидные наноча-
стицы, состоящие из жидкого углеводородного
масла и твердой стеариновой кислоты, поэтому в
дальнейшем мы будем придерживаться указанной
выше терминологии.

Наноструктурированные липидные частицы,
занимая промежуточное состояние между нано-
эмульсиями и твердыми липидными наночасти-
цами, сочетают в себе ряд достоинств последних.
Благодаря наличию жидких липидных компонен-
тов для наноструктурированных липидных частиц
характерна высокая емкость по отношению к ли-
пофильным лекарственным веществам, что свой-
ственно наноэмульсиям. Присутствие твердых
липофильных веществ в их составе обеспечивает
высокую физическую и биологическую устойчи-
вость по отношению к средам организма, которая
является достоинством твердых липидных нано-
частиц [3, 4]. Помимо прочего, комбинирование
твердого и жидкого липидов позволяет избежать
перекристаллизации в более стабильные кри-
сталлические модификации, приводящей к не-
контролируемому высвобождению инкапсулиро-
ванного активного вещества [5, 6].

Дисперсии липидных наночастиц являются ки-
нетически стабильными системами, хотя следует
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отметить, что такие системы могут быть устойчи-
выми в течение длительного времени. Так как ли-
пидные наночастицы, предназначенные для
биомедицинского применения, наиболее часто
стабилизируют неионогенными поверхностно-
активными веществами (ПАВ), то в их диспер-
сиях чаще протекают агрегация и оствальдово со-
зревание [7, 8]. Агрегация липидных наночастиц
может быть значительно замедлена при образова-
нии твердообразной оболочки на поверхности
липидных капель в наноэмульсиях или твердых
липидных наночастицах [9]. Скорость оствальдо-
ва созревания можно снизить практически до ну-
левых величин при включении в состав жидких
капель дисперсной фазы вещества, раствори-
мость которого в дисперсионной среде значи-
тельно меньше, чем растворимость основного
компонента [10]. Комбинирование липидов, име-
ющих разную растворимость в водной фазе, в том
числе жидких и твердых, способствует повыше-
нию устойчивости дисперсий липидных наноча-
стиц к оствальдову созреванию [11].

Липидные частицы получали из смеси стеари-
новой и олеиновой кислот [12], пальмитиновой и
олеиновой кислот [13], пчелиного воска и олеино-
вой кислоты [14], комбинации каприновой (C10),
миристиновой (C14) и стеариновой (C18) кислот с
подсолнечным маслом [15]. Однако следует отме-
тить, что в большинстве работ размеры получен-
ных липидных частиц превышали 150–200 нм.
Для стабилизации липидных частиц обычно
используют Tween 80 [16–18], смесь хлорида
цетилпиридиния и Span 20 [19], Span 60 [20],
Span 80 [21], смесь Tween 60 и Span 60 [22], раз-
личные полоксамеры [23, 24].

Лютеин известен как биологически активное
соединение, способствующее повышению остро-
ты и защите органов зрения. Он может накапли-
ваться в сетчатке глаза и выступать в качестве анти-
оксиданта, препятствующего образованию актив-
ных форм кислорода [25]. Помимо этого, отмечают
его нейропротекторное [26] и противовоспали-
тельное действия [27]. Поскольку основным ис-
точником лютеина является пища и лекарствен-
ные препараты для перорального введения, то для
достижения сетчатки глаза необходимо преодоле-
ние разных физиологических барьеров. Увеличить
биодоступность лютеина можно посредством его
инкапсулирования в липидные наночастицы и по-
следующим конъюнктивальным введением.

Для инкапсулирования лютеина исследовали
наноэмульсии, состоящие из среднецепочечных
триглицеридов и стабилизированные Tween 80, со
средним диаметром капель ~100 нм [28]. Нано-
эмульсии на основе изопропилмиристата, триаце-
тина, Tween 80 и этилового спирта, с размером ка-
пель 10–12 нм сохраняли стабильность более
7 сут [29]. Эмульсии, состоящие из лютеина, рас-

творенного в подсолнечном масле с высоким со-
держанием олеиновой кислоты, имели капли дис-
персной фазы ~220 нм при стабилизации крахма-
лом, модифицированным октенилсукцинатом, и
~170 нм при стабилизации моностеаратом саха-
розы и сохраняли стабильность более 30 сут [30].

В эмульсиях, содержащих лютеин, растворен-
ный в кукурузном масле, размер липидных капель
составлял 220–250 нм. При этом эмульсии, стаби-
лизированные Tween 80 и сапонином из квиллайи
мыльной, сохраняли устойчивость более 10 сут. В
эмульсии с изолятом сывороточного протеина
размер капель увеличивался в течение данного
интервала времени [31].

Наноэмульсии с лютеином с размером липид-
ных капель 70–80 нм, стабилизированные изоля-
том сывороточного протеина, обладали низкой
цитотоксичностью, при этом их захват клетками
линии Caco-2 был высоким [32].

Биодоступность лютеина, инкапсулированно-
го в наноэмульсиях из линолевой и олеиновой
кислоты с размером капель ~110 нм, стабилизи-
рованных Tween 20, составляла 87.4% по сравне-
нию с неинкапсулированным лютеином (15.0%) в
экспериментах in vivo на крысах [33].

Твердые липидные частицы с лютеином, со-
стоящие из глицеролмоностеарата, карнаубского
воска и рыбьего жира, стабилизированные Tween 80
и Poloxamer 407, имели размер 167–207 нм [34].
Липидные частицы с лютеином диметром ~120 нм
были получены из глицеролмоностеарата и ста-
билизированы лецитином и Poloxamer 188. Ско-
рость проникновения таких частиц через рогови-
цу была выше в 1.52 раза, чем у неинкасулирован-
ного лютеина [35].

Было проведено сравнение свойств эмульсий с
кукурузным маслом, твердых липидных частиц из
кокосового масла и наноструктурированных ча-
стиц из кукурузного и кокосового масел с инкап-
сулированным лютеином, стабилизированных
Tween 80 или зейн пептидами. Размеры липидных
частиц варьировались от 110 до 200 нм. Размеры
твердых липидных частиц немного увеличива-
лись в течение 10 сут из-за агрегации, а размеры
наноэмульсий и наноструктурированных липид-
ных частиц изменялись незначительно в течение
этого же интервала времени [36].

Наноэмульсии из среднецепочечных тригли-
церидов Miglyol 812, твердые липидные частицы
из цетилпальмитата, глицеролтрипальмитата или
карнаубского воска, наноструктурированные ли-
пидные частицы из Miglyol 812 и глицеролтри-
пальмитата или карнаубского воска имели разме-
ры от 150 до 350 нм. Наиболее высокая степень
высвобождения лютеина через 24 ч наблюдалась
из наноэмульсий и составляла 19.5%, средняя – из
наноструктурированных липидных частиц
(7.4–12.1%) и наиболее низкая – из твердых ли-
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пидных частиц (0.4%). При этом проникновение
твердых и наноструктурированных липидных ча-
стиц с лютеином через свежую свиную кожу в тече-
ние 24 ч практически отсутствовало и не превышало
0.37% в случае наноэмульсий, что свидетельствова-
ло об их местном накоплении и отсутствии систем-
ной биодоступности [37].

Таким образом, липидные наночастицы явля-
ются перспективными носителями липофильных
лекарственных соединений, в том числе и лютеина.
Однако, как показал анализ литературных данных,
большие размеры и недостаточная агрегативная
устойчивость ограничивают эффективность их
применения. Известно, что использование угле-
водородного масла и стеариновой кислоты в ка-
честве основы для носителей активных соедине-
ний позволяет получать агрегативно устойчивые
высокодисперсные системы [38, 39], однако от-
сутствуют публикации, посвященные их комби-
нации, инкапсулированию в них лютеина и влия-
нию его на агрегативную и седиментационную
устойчивости. В данной работе изучена устойчи-
вость наноэмульсий с углеводородным маслом,
твердых липидных наночастиц со стеариновой кис-
лотой и наноструктурированных липидных частиц,
содержащих углеводородное масло и стеариновую
кислоту. Биодоступность данных липидных дис-
персий с инкапсулированным лютеином определя-
ли по их влиянию на восстановление скорости кро-
вотока при моделировании гемической гипоксии.

2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
2.1. Реактивы и материалы

В составе липидных наночастиц в качестве орга-
нической фазы использовали углеводородное мас-
ло (Britol 20 USP, puriss) и стеариновую кислоту (Sig-
ma-Aldrich, ≥95%). В качестве ПАВ применяли поли-
этиленгликоль сорбитанмоностеарат – Tween 60
(Sigma-Aldrich, ≥95%) и сорбитанмоностеарат –
Span 60 (Sigma-Aldrich, ≥95%). В качестве водной
фазы выступал физиологический раствор (0.15 М
NaCl), для приготовления которого использовали
NaCl (Merck, extra pure) и бидистиллированную
воду. В качестве биологически активного соеди-
нения, инкапсулированного в липидных наноча-
стицах, использовали масляный экстракт лютеи-
на (≥20%; Shaanxi Jiahe Phytohem Co.). Реактивы,
использованные в работе, дополнительной очистке
не подвергали.

2.2. Получение дисперсий липидных наночастиц
Дисперсии липидных наночастиц получали

методом температурной инверсии фаз [40]. В слу-
чае наноэмульсий органическая фаза состояла из
углеводородного масла, твердые липидные нано-
частицы состояли из стеариновой кислоты, нано-
структурированные липидные частицы – из смеси

углеводородного масла и стеариновой кислоты в
массовом соотношении 1 : 1. Доля органической
фазы в дисперсиях составляла 25 об. %. Для ста-
билизации использовали 15 об. % смесь Tween 60
и Span 60 в мольном соотношении 0.76 [38]. Объ-
ем получаемых дисперсий составлял 10 мл.

Для получения дисперсий липидных наноча-
стиц в стеклянный сосуд помещали углеводород-
ное масло, либо стеариновую кислоту, либо смесь
углеводородного масла и стеариновой кислоты, а
также смесь Tween 60 и Span 60 и водный раствор
NaCl. Полученную смесь нагревали до температу-
ры, превышающей температуру инверсии фаз, при
умеренном перемешивании. Затем смесь охлажда-
ли в ледяной бане с температурой 0°С при интен-
сивном перемешивании.

В липидных наночастицах с инкапсулирован-
ным биологически активным соединением кон-
центрация лютеина составляла 0.1 мас. %. Люте-
ин предварительно растворяли в углеводородном
масле, стеариновой кислоте или их смеси при
80°С. Дальнейшее получение липидных наноча-
стиц проводили по методике, описанной выше.

2.3. Исследование физико-химических свойств 
липидных наночастиц

Определение диаметра липидных наночастиц
проводили методом динамического светорассея-
ния с помощью анализатора Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments), оснащенным гелий-неоно-
вым лазером (λ = 633 нм) с регистрацией рассеян-
ного света под углом 173°. Определение размеров
наночастиц проводили без разбавления систем.
Каждое измерение включало в среднем 14 пробе-
гов. Распределения липидных наночастиц по раз-
мерам определяли с использованием модели Mul-
tiple Narrow Modes. В данной работе использова-
ли гистограммы распределения размеров частиц
по их объемной доле. Измерения проводили при
25°C. По результатам не менее пяти измерений
каждого образца рассчитывали средние значения
диаметров наночастиц.

Электрокинетический потенциал (ζ-потенци-
ал) липидных наночастиц рассчитывали на осно-
вании измерений электрофоретической подвиж-
ности частиц с помощью анализатора Zetasizer Na-
no ZS (Malvern Instruments). Для определения ζ-
потенциала липидных наночастиц дисперсии бы-
ли разбавлены в 100 раз физиологическим раство-
ром. Измерения проводили при 25°C. Каждый ис-
следуемый образец анализировали не менее пяти
раз и рассчитывали среднее значение.

Устойчивость дисперсий липидных наноча-
стиц к агрегации и последующей седиментации
исследовали путем анализа обратного светорассе-
яния монохромного излучения с использованием
Multiscan MS 20 (DataPhysics Instruments GmbH).
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Измерения интенсивности обратного светорассе-
яния проводили при сканировании образца по
высоте с шагом 20 мкм, скорость сканирования
составляла 12.5 мм/c. Длина волны монохромно-
го излучения была равна 880 нм. Измерения про-
водили при 25°C, между измерениями образцы
хранили при той же температуре. С использова-
нием полученных данных были построены зави-
симости обратного светорассеяния от высоты об-
разца, на которых высота образца с дисперсией
липидных наночастиц обозначена как расстоя-
ние от дна сосуда и выражена в относительных ве-
личинах – от 0 до 1.

2.4. Оценка биодоступности 
инкапсулированного лютеина

Оценку биологической активности дисперсий
липидных наночастиц осуществляли методом уль-
тразвуковой допплерографии на куриных эмбри-
онах с помощью ультразвукового допплеровского
сканера Минимакс-Допплер-К (СП Минимакс) и
программного обеспечения Minimax Doppler v.1.7.
Для анализа использовали 9-дневные куриные
эмбрионы. Поскольку скорость кровотока прямо
пропорциональна давлению крови, ее изменение
является свидетельством изменения кровяного
давления и может использоваться для определе-
ния биологической активности веществ, облада-
ющих потенциальным гипер- или гипотензив-
ным действием. Для анализа скорости кровотока
использовали датчик с частотой 25 МГц.

Анализ осуществляли в соответствии с мето-
дикой [41]. Куриные эмбрионы предварительно
выдерживали при 37.8–38.0°C в течение 1 сут, а
исследуемые образцы термостатировали при той
же температуре не менее 2 ч. Воздушную камеру
эмбриона освобождали от скорлупы и удаляли
подскорлуповую оболочку, предварительно смо-
чив ее физиологическим раствором и исключая
повреждения хориоаллантоисной оболочки, за-
тем наносили 400 мкл физиологического раство-
ра для предотвращения высыхания. Для измерения
скорости кровотока выбирали наиболее крупный
сосуд на поверхности хориоаллантоисной оболоч-
ки и определяли скорость венозного кровотока в
нем (нулевое измерение). Датчик располагали под
углом 60° к сосуду и выбирали такое положение,
при котором наблюдались слабые по амплитуде,
без острых пиков пульсации на допплерограммах.
Для анализа раздражающего действия дисперсий
измерения проводили через 10, 30 и 60 мин. Меж-
ду измерениями яйцо помещали в термостат с
температурой 37.8–38.0°C.

Для анализа гипер- или гипотензивного дей-
ствия дисперсий липидных наночастиц осуществ-
ляли моделирование гемической гипоксии по-
средством введения 400 мкл 0.15 М раствора нит-
рита натрия на хориоаллатоисную оболочку сразу

после нулевого измерения. Исследуемые диспер-
сии липидных наночастиц, незагруженных и за-
груженных лютеином, предварительно разбавляли
в 100 раз физиологическим раствором. Через 5 мин
после введения раствора нитрита натрия на хо-
риоаллантоисную оболочку наносили 400 мкл раз-
бавленной дисперсии липидных наночастиц.
Скорость венозного кровотока измеряли через 5,
25 и 55 мин после введения дисперсии липидных
наночастиц, что соответствует 10, 30 и 60 мин по-
сле начала эксперимента.

Каждое измерение проводили не менее трех раз.
Все системы были исследованы не менее, чем на
пяти куриных эмбрионах. По полученным ре-
зультатам находили среднее значение.

Исследования на хориоаллантоисной оболочке
куриных эмбрионов не считаются эксперимента-
ми на животных в соответствии с Директивой Ев-
ропейского парламента и Совета Европейского
Союза 2010/63/ЕС от 22 сентября 2010 г. о защите
животных, использующихся для научных целей,
поскольку до 11 дня нервная система куриных эм-
брионов не развивается.

3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
3.1. Влияние состава органической фазы 
на средний размер липидных наночастиц 

и устойчивость их дисперсий
В данной работе липидные наночастицы полу-

чали с использованием метода температурной
инверсии фаз [38], в котором сначала получают
обратную макроэмульсию при повышенной тем-
пературе. Затем эту макроэмульсию резко охла-
ждают ниже температуры инверсии фаз, что приво-
дит к образованию прямой наноэмульсии или дис-
персии липидных наночастиц. Для стабилизации
липидных наночастиц использовали смесь ПАВ с
высоким и низким значениями гидрофильно-ли-
пофильного баланса (ГЛБ) Tween 60 (ГЛБ 14.9) и
Span 60 (ГЛБ 4.7), что позволяло эффективно ста-
билизировать как обратную макроэмульсию, так
и прямую липидную нанодисперсию. Как было
показано ранее, при адсорбции Tween 60 и Span 60
на поверхности липидных наночастиц образуется
твердообразная оболочка, что способствует увели-
чению агрегативной устойчивости систем [9, 38,
42].

В наноэмульсиях с углеводородным маслом сред-
ний диаметр капель составлял 28 ± 5 нм (рис. 1а).
Также в системе было небольшое количество фло-
кул, но их содержание не превышало 1.7 об. %. Че-
рез 30 сут средний диаметр нанокапель практически
не изменялся, количество флокул не увеличива-
лось. Это свидетельствует о высокой агрегативной
устойчивости наноэмульсий.

Включение в состав органической фазы стеа-
риновой кислоты в массовом соотношении с уг-
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леводородным маслом 1 : 1 не приводило к заметно-
му изменению размеров наноструктурированных
липидных частиц. Их диаметр составлял 30 ± 5 нм
(рис. 1б). В липидной дисперсии присутствовали
агрегаты наночастиц со средним размером ~350 нм.
Данные системы также были устойчивыми, сред-
ний диаметр частиц изменялся незначительно за
30 сут. При этом количество агрегатов наноча-
стиц с течением времени немного возрастало, но
не превышало 5.6 об. %.

Размер твердых липидных наночастиц со стеари-
новой кислотой составлял 28 ± 5 нм (рис. 1в). С те-
чением времени наблюдалось некоторое увеличе-
ние содержания агрегатов от 2.0 до 6.2 об. %.

Сканирование по высоте столба наноэмульсий
и дисперсий наноструктурированных липидных
частиц показало, что обратное светорассеяние
практически не изменялось более 30 сут (рис. 2а и
2б). Если не учитывать флуктуации светорассея-
ния, то его величина была относительно постоян-
ной по высоте столба липидных дисперсий, что
свидетельствует об однородности структуры этих
систем в течение длительного времени.

В дисперсиях твердых липидных наночастиц
со стеариновой кислотой наблюдалось некоторое
снижение обратного светорассеяния в нижней
части сосуда (рис. 2в). Это может свидетельство-
вать о протекании обратной седиментации агре-
гатов наночастиц и некотором уменьшении кон-
центрации частиц около дна сосуда. Это сниже-
ние концентрации органической фазы в нижних
слоях было незаметно невооруженным глазом и
не сопровождалось отслаиванием водной фазы.

ζ-потенциал капель дисперсной фазы в нано-
эмульсии составлял –(1.8 ± 0.4) мВ, нанострукту-
рированных липидных частиц –(1.6 ± 0.5) мВ,
твердых липидных наночастиц –(1.2 ± 0.7) мВ. Ис-
следованные липидные наночастицы были стаби-
лизированы неионогенными ПАВ, поэтому их
поверхностный заряд был таким низким. При
этом наноэмульсии были кинетически стабильны
в течение более 30 сут. В дисперсиях твердых ли-
пидных наночастиц и наноструктурированных
липидных частиц в некоторой степени протекала
агрегация, но ее скорость была очень низкой, и
это не приводило к расслаиванию систем. Наибо-
лее вероятно, что устойчивость дисперсий была
следствием образования твердообразной оболоч-
ки ПАВ на поверхности липидных наночастиц
[38]. Наночастицы сталкивались в результате
броуновского движения как “жесткие шары”, т. е.
столкновения не были эффективными и не при-
водили к агрегации.

3.2. Влияние инкапсулированного лютеина 
на дисперсность и устойчивость дисперсий 

липидных наночастиц

Лютеин является природным пигментом и от-
носится к группе гидроксилированных каротино-
идов. Благодаря наличию полярных групп люте-
ин обладает амфифильными свойствами. Извест-
но, что биодоступность лютеина, поступающего с
пищей, повышается в присутствии липидов. Он
встраивается в структуру мицелл, располагаясь на
границе раздела фаз. При инкапсулировании в
липидные наночастицы данное биологически ак-

Рис. 1. Распределения по размерам капель дисперс-
ной фазы в наноэмульсии с углеводородным маслом
(а), наноструктурированных липидных частиц со сте-
ариновой кислотой и углеводородным маслом в мас-
совом соотношении 1 : 1 (б), твердых липидных нано-
частиц со стеариновой кислотой (в).

0

40

30

20

10

4 8 12 20 30 40 70

10
0

15
0

25
0

40
0

Д
ол

я,
 о

б.
 %

Диаметр, нм

(в)

Время, сут 
0

30

0

30

20

10

4 8 15 30 50 90

15
0

30
0

Д
ол

я,
 о

б.
 %

Диаметр, нм

(б)
Время, сут 

0

30

0

40

30

20

10

4 8 12 20 30 40 70
10

0

15
0

25
0

40
0

Д
ол

я,
 о

б.
 %

Диаметр, нм

(а)

Время, сут 
0

30



710

КОЛЛОИДНЫЙ ЖУРНАЛ  том 85  № 5  2023

ШИРОКИХ и др.

тивное соединение может оказывать влияние как
на дисперсность, так и на стабильность липидных
дисперсий. Концентрация лютеина в исследо-
ванных дисперсиях липидных наночастиц со-
ставляла 0.1 мас. %. Данная концентрация была
получена расчетным путем, исходя из пересчета су-
точной дозы, необходимой человеку, на массу эм-
бриона с учетом объема аликвоты, вносимой при
измерении скорости кровотока (см. раздел 3.3).

Исследования показали, что при инкорпори-
ровании лютеина в наноэмульсии диаметр капель
дисперсной фазы практически не изменялся

(табл. 1). Включение лютеина в липидные нано-
частицы, в состав которых входила стеариновая
кислота, заметно влияло на их размер.

При этом средний размер наноструктуриро-
ванных липидных частиц с лютеином был немно-
го больше, чем твердых липидных наночастиц.
По-видимому, лютеин, обладая амфифильными
свойствами, наряду со стеариновой кислотой ча-
стично встраивался в адсорбционный слой на по-
верхности липидных наночастиц, что способ-
ствовало уменьшению их размера.

Следует отметить, что все исследованные ли-
пидные системы с лютеином были стабильны бо-
лее 30 сут. В течение этого времени средний раз-
мер липидных наночастиц изменялся в пределах
погрешности измерений.

3.3. Оценка биодоступности лютеина, 
инкапсулированного в липидныe наночастицы

9-дневный куриный эмбрион является распро-
страненным объектом, на котором проводят иссле-
дования действия различных биологически ак-
тивных соединений. К этому времени у него фор-
мируется развитая сосудистая сеть, но при этом
белочная оболочка еще достаточно тонкая и воз-
можно ее удаление без повреждения кровеносных
сосудов. Хориоаллантоисная оболочка, прилега-
ющая к белочной, является естественной окружа-
ющей средой для кровеносных сосудов и обеспе-
чивает их взаимодействие с эмбрионом [34].

Влияние ненагруженных липидных наночастиц 
в отсутствии гемической гипоксии 

на скорость кровотока

Определение влияния дисперсий липидных
наночастиц проводили в соответствии с методи-
кой, описанной в разделе 2.4: разбавленную дис-
персию липидных наночастиц наносили на хорио-
аллантоисную оболочку и измеряли скорость кро-
вотока через определенные промежутки времени.

Как показали результаты измерений, при на-
несении каждой из трех липидных дисперсий ско-
рость кровотока уменьшалась не более чем на 4%
(рис. 3). Такие колебания скорости кровотока яв-
ляются допустимыми и связаны с жизнедеятель-
ностью куриного эмбриона. Это показывает, что
наноэмульсии, наноструктурированные липид-
ные частицы и твердые липидные наночастицы
данного состава и размера не оказывают суще-
ственного влияния на интенсивность кровотока
куриных эмбрионов и могут быть использованы в
качестве носителей для повышения биодоступ-
ности биологически активных соединений.

Рис. 2. Интенсивности обратного светорассеяния в
наноэмульсии с углеводородным маслом (а), диспер-
сии наноструктурированных липидных частиц со
стеариновой кислотой и углеводородным маслом в
массовом соотношении 1 : 1 (б), дисперсии твердых
липидных наночастиц со стеариновой кислотой (в).
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Влияние липидных наночастиц 
с инкапсулированным лютеином на скорость 

кровотока при моделировании гемической гипоксии

Для оценки биодоступности лютеина, инкап-
сулированного в липидные наночастицы, были
проведены исследования по восстановлению ско-
рости кровотока куриных эмбрионов после моде-
лирования гемической гипоксии. На хориоал-
лантоисную оболочку наносили нитрит натрия, а
затем – разбавленную дисперсию ненагруженных
липидных наночастиц или липидных наночастиц с
инкапсулированным лютеином, и для сравнения –
водно-спиртовой раствор лютеина (0.1 мас. % рас-
твор лютеина в этиловом спирте, разбавленный в
100 раз физиологическим раствором). Также на-
блюдали за контрольным образцом без воздей-
ствия липидных наночастиц и лютеина, в кото-
ром скорость кровотока восстанавливалась есте-
ственным образом.

Нанесение раствора нитрита натрия как наи-
более известного метгемаглобинообразователя
приводило к формированию гипоксического со-
стояния. В результате этого наблюдалось резкое
снижение скорости кровотока. Как видно на рис. 4,
в течение первых 5 мин после введения нитрита
натрия скорость кровотока уменьшилась более чем
на 18%. Естественное восстановление скорости
кровотока после моделирования гемической гипо-
ксии происходило медленно и не достигало вели-
чин, близких к исходным, в течение 1 ч исследова-
ний.

Лютеин относится к природным карротинои-
дам, обладающим антиоксидантным и противо-
воспалительным действиями. Известно его поло-
жительное воздействие при атеросклерозе, арте-
риальной гипотензии и др. [36]. Он способствует
связыванию активных форм кислорода и,
как следствие, снижению воздействия свободных
радикалов на клетки крови и кровеносных сосу-
дов [37]. Таким образом, нанесение лютеина ожи-
даемо способствовало нормализации кровяного
давления и восстановлению скорости кровотока
после моделирования гемической гипоксии у
куриных эмбрионов. При нанесении вод-
но-спиртового раствора лютеина на хориоаллан-
тоисную оболочку наблюдалось заметное сниже-
ние интенсивности уменьшения скорости крово-

тока и более быстрое его восстановление. Однако
использование таких лекарственных форм нецеле-
сообразно из-за раздражающего действия этано-
ла.

При инкапсулировании лютеина в липидных
наночастицах заметно возрастала его биодоступ-
ность. Практически сразу же после нанесения ли-
пидных наночастиц на хориоаллантоисную обо-
лочку снижение скорости кровотока прекраща-
лось и через 5–10 мин наблюдалась тенденция к
его восстановлению. Наиболее заметное влияние
обнаружили при воздействии наноэмульсии с уг-
леводородным маслом. В течение 5 мин после их
нанесения на хориоаллантоисную мембрану ку-
риных эмбрионов происходило практически пол-
ное восстановление скорости кровотока. При на-
несении дисперсии наноструктурированных ли-
пидных частиц и твердых липидных наночастиц
скорость кровотока восстанавливалась немного
медленнее по сравнению с наноэмульсиями, но
значительно быстрее, чем без воздействия лютеи-
на. По-видимому, наличие жидкого при физио-
логической температуре углеводородного масла в
липидных наночастицах способствовало более
быстрому высвобождению лютеина, что увеличи-
вало эффективность его воздействия на крове-
носную систему куриных эмбрионов.

4. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Возможность применения липидных наноча-
стиц для повышения биодоступности биологиче-
ски активных соединений связана с их дисперсно-
стью, агрегативной и седиментационной устой-
чивостью. Кроме этого, компоненты, входящие в
их состав, должны обладать высокой биосовме-
стимостью и биоразлагаемостью. В данной работе
были исследованы системы со стеариновой кис-
лотой и углеводородным маслом, стабилизиро-
ванные неионогенными ПАВ Tween 60 и Span 60.

Размер полученных наночастиц с углеводо-
родным маслом, стеариновой кислотой и с их
смесью в массовом соотношении 1 : 1 составлял
30 ± 5 нм, слабо зависел от состава дисперсной
фазы и оставался неизменным более 30 сут. Ин-
капсулирование лютеина в наноэмульсии с угле-
водородным маслом практически не влияло на

Таблица 1. Размер липидных наночастиц незагруженных и с инкапсулированным лютеином

Состав дисперсной фазы
Средний диаметр 

наночастиц без лютеина, нм
Средний диаметр 

наночастиц с лютеином, нм

0 сут 0 сут 30 сут

Углеводородное масло 28 ± 5 28 ± 5 32 ± 5
Углеводородное масло : стеариновая кислота (1 : 1) 30 ± 5 17 ± 2 20 ± 5
Стеариновая кислота 28 ± 5 15 ± 2 18 ± 3
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размер нанокапель. Инкорпорирование лютеина в
липидные наночастицы, содержащие стеариновую
кислоту, приводило к уменьшению их размеров
до 15–17 нм. При этом все исследованные липид-
ные системы с лютеином были стабильны более
30 сут.

Изучение биодоступности лютеина при ин-
капсулировании в липидные наночастицы про-
водили на 9-дневных куриных эмбрионах. Оце-
нивали их влияние на восстановление скорости
кровотока при моделировании гемической гипо-

ксии. Практически сразу же после нанесения ли-
пидных наночастиц снижение скорости кровото-
ка прекращалось, и через 5–10 мин наблюдалась
тенденция к его восстановлению. Это показывает
перспективность использования липидных нано-
частиц с углеводородным маслом и стеариновой

Рис. 3. Изменение скорости венозного кровотока ку-
риных эмбрионов после введения наноэмульсии с уг-
леводородным маслом (а), дисперсии наноструктури-
рованных липидных частиц со стеариновой кислотой и
углеводородным маслом в массовом соотношении 1 : 1
(б), дисперсии твердых липидных наночастиц со стеа-
риновой кислотой (в).
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Рис. 4. Изменение скорости венозного кровотока ку-
риных эмбрионов при моделировании гемической
гипоксии после введения наноэмульсии с углеводо-
родным маслом (а), дисперсии наноструктурирован-
ных липидных частиц со стеариновой кислотой и угле-
водородным маслом в массовом соотношении 1 : 1 (б),
дисперсии твердых липидных наночастиц со стеари-
новой кислотой (в). ЛНЧ – липидные наночастицы.
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кислотой для доставки липофильных лекарствен-
ных соединений.
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