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ВВЕДЕНИЕ

Разработка новых биологически активных ве-
ществ и их лекарственных форм ставит перед со-
временной наукой существенные вопросы, свя-
занные с безопасностью и эффективностью тера-
пии. Включение активных молекул в липидные
системы доставки позволяет бороться с выражен-
ными побочными эффектами лекарств, повыша-
ет биодоступность и биосовместимость препара-
тов. Таким образом, выявление механизма взаи-
модействия лекарство – мембрана и влияния
активной молекулы на физико-химические свой-

ства бислоя является одними из ключевых задач
при создании новых лекарственных форм.

Обширен арсенал физико-химических мето-
дов, используемых в данных целях. Однако лави-
нообразно увеличивающееся количество публи-
каций по данному вопросу обусловливает потреб-
ность в глубоком анализе накопленных данных
для обнаружения новых комплексных подходов к
изучению взаимодействия липидных мембран с
низкомолекулярными лекарствами.

Данный обзор посвящен анализу последних
достижений инструментальных методов исследо-
вания липидных систем. Отдельно рассматрива-
ются методы, требующие и не требующие введе-
ния дополнительных меток. Среди методов, не
требующих введения дополнительной метки, рас-
смотрены как классические подходы, такие как
дифференциальная сканирующая калориметрия
(ДСК), атомно-силовая микроскопия (АСМ), ска-
нирующая электронная микроскопия (СЭМ),
криоэлектронная микроскопия, так и относитель-
но новые, например, метод малоуглового рассея-
ния рентгеновского излучения, ИК-спектроско-
пия Фурье, ЭСЭМ-микроскопия (Environmental
Scanning Electron Microscopy), метод дифракции
излучения лазера на свободных электронах.

Сокращения: 16-ДСК – 16-доксил-стеариновая кислота;
5-ДСК – 5-доксил-стеариновая кислота; АСМ – атомно-
силовая микроскопия; ДПФХ – дипальмитоилфосфати-
дилхолин; ДСК – дифференциальная сканирующая ка-
лориметрия; ДСР – метод динамического светорассея-
ния; КЛ – кардиолипин; МС – массовое соотношение;
ММРР – метод малоуглового рентгеновского рассеяния;
НПВО – нарушенное полное внутреннее отражение; НТА –
метод анализа траектории наночастиц; РВФА – разреше-
но-временная флуоресцентная анизотропия; СТВ – сверх-
тонкое взаимодействие; СТР – сверхтонкое расщепление;
СЭМ – сканирующая электронная микроскопия; ФКС –
флуоресцентная корреляционная спектроскопия; ЭВ – эф-
фективность включения; ЭСЭМ – сканирующая элек-
тронная микроскопия в среде.
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В ряду методов, требующих введения допол-
нительной метки, рассмотрены флуоресцентные
методы анализа, в том числе методы анализа поля-
ризации флуоресценции, разрешено-временная
флуоресцентная анизотропия (РВФА), флуорес-
центная корреляционная спектроскопия (ФКС),
ЭПР-спектроскопия.

Использование нескольких из вышеуказан-
ных методов позволяет оценить расположение и
состояние лекарства в липосоме, определить сай-
ты связывания, влияние активной молекулы на
фазовый переход и на морфологию везикул.

Отдельно рассмотрены методы “контроля ка-
чества” получаемых липидных везикул, оценки
эффективности включения активной молекулы,
определения размера и заряда везикул: динамиче-
ское светорассеяние (ДСР) и анализ траектории
наночастиц (НТА), хроматографические методы
анализа, УФ-спектроскопия и флуоресцентная
спектроскопия. При рассмотрении данного ас-
пекта необходимо принимать во внимание факт
существенного влияния способа получения вези-
кул на их физико-химические свойства.

Важной задачей обзора, помимо анализа по-
следних достижений инструментальных методов
анализа, является поиск оптимальной стратегии
исследования путем подбора информативных,
современных подходов к изучению взаимодей-
ствия лекарств с липидными мембранами.

1. МЕТОДЫ “КОНТРОЛЯ КАЧЕСТВА” 
ВЕЗИКУЛ, ЗАГРУЖЕННЫХ 

ЛЕКАРСТВЕННЫМ ПРЕПАРАТОМ
Получение липидных везикул, загруженных ле-

карственным препаратом, – хорошо отработан-
ная процедура [1]. Необходимы методы контроля
получаемых липосомальных формуляций; обыч-
но следует подтвердить гомогенность везикул,
определить их гидродинамический радиус и дзе-
та-потенциал, а также оценить эффективность
включения лекарственного препарата. Рассмот-
ренные в данном разделе методы обычно предва-
ряют анализ полученных липосомальных систем
иными методами для установления механизма
взаимодействия лекарство – мембрана.

1.1. Методы определения размера,
заряда и гомогенности везикул

1.1.1. Динамическое светорассеяние
Классическим методом определения размера

липосом является метод динамического свето-
рассеяния [2]. Данный метод позволяет получить
данные о распределении по размерам нано- и
субмикронных частиц в разбавленных растворах.
Луч лазера, проходя через раствор и достигая ча-
стицы, отражается и рассеивается, т.к. ее размер
сравним с длиной волны. Непрерывное броунов-
ское движение частиц приводит к постоянному
перемещению источникa рассеивания. Флуктуа-
ция локальной концентрации частиц соответ-
ствует флуктуации интенсивности рассеянного
света [3]. На основе данных временных флуктуаций
интенсивности рассеянного света (рис. 1а) строится
автокорреляционная кривая G(τ) (рис. 1б), которая
описывается уравнением (1):

(1)

где базовый (“случайный”) уровень корреляции b
пропорционален полной интенсивности I.

Коэффициент диффузии D частиц обратно
пропорционален времени затухания τc рассмат-
риваемой корреляционной функции:

(2)

где k – константа (модуль волнового вектора рас-
сеяния).

Расчет гидродинамического радиуса наноча-
стиц осуществляется по уравнению Стокса–Эйн-
штейна через коэффициент диффузии (3),

(3)

где D — коэффициент диффузии, kB — постоянная
Больцмана, T — абсолютная температура, η — вяз-
кость жидкости, r — радиус частицы.
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Рис. 1. Схематическое представление (а) флуктуаций
интенсивности светорассеяния, регистрируемых в
малом объеме в микросекундном временном интер-
вале и соответствующей автокорреляционной функ-
ции G(τ) (б).
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Метод вошел в рутинный арсенал исследова-
телей липосомальных систем [4], и без представ-
ления данных о гидродинамическом радиусе и ко-
эффициенте полидисперсности (PdI) трудно себе
представить достоверное исследование по взаи-
модействию мембран с лекарствами [5].

ДСР позволяет изучать суспензии частиц с
размером от нескольких нанометров до микрона.
У метода, однако, есть ряд существенных ограни-
чений. Во-первых, наличие в суспензии крупных
частиц микронного размера (пылинки, агрегаты)
может исказить результаты определения. Для ре-
альных систем предельная точность измерения
позволяет определить обычно лишь средний раз-
мер частиц, ширину и асимметрию распределе-
ния частиц по размерам. “Разрешить” пики, со-
ответствующие двум популяциям везикул различ-
ных размеров, удается, если диаметры различаются
в 2–3 раза. Например, с помощью ДСР удалось
доказать образование популяции малых везикул с
диаметром около 100 нм при инкубации гигант-
ских моноламеллярных липосом (диаметр около
2000 нм) с АТФ и ГТФ в течение 15 минут [6]. Ес-
ли же в системе присутствуют популяции, напри-
мер, липосом, покрытых полимерной оболочкой,
и непокрытых, чаще всего двух независимых пи-
ков зарегистрировать не удается, однако наблю-
дается смещение основного максимума в сторону
больших размеров [7]. Так, для анионных липо-
сом 60 ± 2 нм покрытие поликатионом ПЭГ-хи-
тозаном приводило к увеличению гидродинами-
ческого радиуса до 85 ± 4 нм. Если же стоит задача
разделить две популяции везикул с близкими раз-
мерами, можно предложить использовать метод
анализа траектории наночастиц.

1.1.2. Анализ траектории наночастиц

Данный подход часто используется для опре-
деления концентрации наночастиц в растворе и
их распределения по размерам. Раствор облучают
лазером, при этом частицы размером менее дли-
ны волны ведут себя как точечные рассеиватели
света. Наблюдение производится через ультра-
микроскоп, расположенный сверху, под прямым
углом к лазеру. Высокочувствительная камера за-
писывает видео броуновского движения частиц.
Далее компьютер, исходя из известного объема
области наблюдения и количества зарегистриро-
ванных частиц, рассчитывает концентрацию ча-
стиц в растворе (рис. 2) [8]. Например, по данным
метода НТА в суспензии анионных липосом, со-
стоящих из 80% массовых дипальмитоилфосфа-
тидилхолина (ДПФХ) и 20% кардиолипина (КЛ),
при общей концентрации липидов 3 мг/мл содер-
жится 1 × 1016 везикул/литр [9], что согласуется с
теоретическими расчетами. Это позволило опре-
делить число полимерных молекул, приходящее-

ся на каждую липосомальную частицу в составе
комплекса липосом с ПЭГ-хитозаном.

Как и в методе динамического светорассея-
ния, гидродинамический радиус наночастицы вы-
числяется по уравнению Стокса–Эйнштейна. К
достоинствам НТА следует отнести возможность
различать популяции везикул с небольшим раз-
личием в размерах (20–30%), возможность рабо-
тать с очень низкими концентрациями образца
(обычно 106–109 частиц/мл), возможность исклю-
чить фактор крупных пылинок или агрегатов. С
другой стороны, пробоподготовка в методе НТА
требует использования высокочистой воды (обыч-
но используется система Milli-Q, в которой вода
проходит через ионообменные смолы и картриджи
с активированным углем, а затем через фильтры с
размером пор 0.22 микрона, так, чтобы значение
удельного сопротивления составляло 18.2 МОм см).
Однако, работа при больших разбавлениях (в слу-
чае суспензии липосом 3 мг/мл необходимо разбав-
лять образец минимум в 10000 раз) может приво-
дить к диссоциации нековалентных липосомаль-
ных комплексов, которые, как правило, имеют
константы диссоциации порядка 10–4 М.

Сравнение методов ДСР и НТА приведено в
работе [10]. Рассматривалась суспензия катион-
ных липосом состава: яичный фосфатидилхолин :
: 1,2-диолеил-sn-глицеро-3-фосфоэтаноламин:
1,2-диолеил-3-триметил аммонийпропан в моль-
ном соотношении 4 : 2 : 1. По данным ДСР сред-
ний гидродинамический диаметр составил 117 нм
с индексом полидисперсности 0.248, что указыва-
ет на гетерогенность популяции везикул. Однако,
по данным НТА липосомы оказались крупнее
(154 нм) и гомогеннее.

Несовпадение результатов определения разме-
ров липосом по данным ДСР и НТА часто встре-
чается на практике [11], что связано с принципи-

Рис. 2. Схема строения прибора для анализа траекто-
рии частиц.

Микроскоп

Рассеянное частицами
лазерное излучение
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альной разницей в физических основах методов.
При этом однозначно отклонить или рекомендо-
вать тот или иной метод для решения рутинных
задач не представляется возможным, поскольку у
обоих подходов есть ряд ограничений. В случае
ДСР обычно учитывают гидродинамический ра-
диус, причем для получения дополнительной ин-
формации рассматривают распределение по раз-
мерам, взвешенное по интенсивности и по числу
частиц, что позволяет выявить влияние крупных
агрегатов. Для метода НТА наиболее информати-
вен комплексный анализ траектории движения
каждой частицы по видеозаписи, включающий
анализ полной длины траектории везикулы (finite
track length adjustment FTLA) для наиболее кор-
ректного отбора траекторий в расчет гидродина-
мического радиуса.

Наилучшим решением может быть комбина-
ция обоих методов, как, например в работе [12].
Дополнительные сведения о размере липосом мож-
но получать с помощью методов электронной мик-
роскопии, о которых речь пойдет в следующих
разделах обзора.

1.1.3 Определение ζ-потенциала липосом
Часто приборы ДСР оснащены возможностью

измерения ζ-потенциала везикул (иногда его на-
зывают электрокинетическим потенциалом). Это
понятие вводится при рассмотрении двойного
электрического слоя движущейся коллоидной ча-
стицы (рис. 3) и его удобно использовать как для
оценки заряда липосом, так и предположений об
их стабильности. Известно, что заряженные ве-

зикулы медленнее агрегируют, также их поверх-
ность легче функционализировать полимерами
для использования в системах адресной достав-
ки [7, 13, 14]. Следует отметить, что ζ-потенциал
очень чувствителен к изменениям условий: на
его величину влияет рН, ионная сила, темпера-
тура и т.д.

Измерение ζ-потенциала проводится в специ-
альной кювете, оснащенной двумя электродами.
Наложение электрического поля приводит в дви-
жение заряженные везикулы со скоростью, про-
порциональной ζ-потенциалу. Скорость (элек-
трофоретическая подвижность Ue) же определяют
по рассеянию света. Расчет ζ-потенциала произ-
водят по уравнению Генри (4):

(4)

где ε – диэлектрическая проницаемость, η – вяз-
кость среды, f(κa) – функция Генри, κ – дебаев-
ская длина частицы, a – дебаевский радиус части-
цы. В аппроксимации Смолуховского для водных
сред функцию Генри принимают равной 1.5, а в
неводных средах – 1.

В работе [15] проведен сравнительный анализ
ζ-потенциала для липосом различного липидно-
го состава и заряда. Варьируя содержание анион-
ного или катионного липида в нейтральной мат-
рице, авторы обнаружили линейную зависимость
ζ-потенциала от мольного содержания заряжен-
ного липида. В работах [9, 16] продемонстрирова-
на плавная нейтрализация ζ-потенциала анион-
ных липосом с выходом на насыщение при добав-
лении поликатионов – производных хитозана.
Встраивание же лекарственных молекул в бислой
или включение во внутреннюю полость липосом
редко может значительно повлиять на суммар-
ный заряд везикулы: в литературе описаны не-
большие изменения, чаще всего в пределах дове-
рительного интервала [17, 18].

Следует отметить, что помимо ζ-потенциала
для оценки поверхностного заряда частиц часто
используют близкий параметр – электрофорети-
ческую подвижность [14]. Данную величину из-
меряют методом лазерного микроэлектрофоре-
за. Например, при исследовании взаимодействия
поликатионов c липосомами на основе яичного
лецитина и кардиолипина с исходным отрицатель-
ным значением электрофоретической подвижно-
сти сорбция полимера приводила к полной ней-
трализации заряда, а дальнейшая сорцбия приво-
дила к перезарядке поверхности везикулы.

Рассмотренная выше группа методов опреде-
ления размера, заряда и гомогенности везикул
служит, таким образом, не только для контроля
качества получаемых везикул, но также предо-
ставляет ценную информацию о популяциях ча-
стиц. Изменение размера частиц или их заряда

( )
e

2
,

3
f a

U
εζ κ=

η

Рис. 3. Строение двойного электрического слоя: по-
тенциал в плоскости скольжения соответствует элек-
трокинетическому ζ-потенциалу везикулы. На ри-
сунке ϕ0 – потенциал стенки, ϕd – Штерновский по-
тенциал.

Плоскость
скольжения

ζ

ϕ0
ϕ ϕd



344

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 4  2020

ЛЕ-ДЕЙГЕН и др.

при включении лекарственного препарата может
предоставить доказательства в пользу того или
иного механизма взаимодействия активной мо-
лекулы с бислоем.

1.2. Методы определения эффективности
включения лекарственного препарата

Ключевой характеристикой липосом как си-
стем доставки лекарственных средств является
эффективность включения (ЭВ) активной моле-
кулы. Различают два параметра: собственно ЭВ,
рассчитываемую как отношение массы (или моль)
включившегося лекарства к общей добавленной
массе (или моль) к липидной суспензии, и массо-
вое соотношение (МС) лекарство : липиды в по-
лученной липосомальной форме. Оба параметра
важны для характеристики системы доставки: ЭВ
подходит для сравнения разных методик загрузки
одного и того же лекарства, в то время как МС
важнее при сравнении липосомальных систем
доставки с другими носителями в вопросе опти-
мизации соотношения лекарственного вещества
к общей массе системы доставки. Таким образом,
оба эти параметра зачастую необходимо рассчи-
тывать. Обычно известно изначально добавлен-
ное количество лекарственного препарата, таким
образом, необходимо либо определять содержание
лекарства в самих липосомах, либо определять со-
держание невключившегося препарата. Общая
схема определения представлена на рис. 4.

Более распространены методики определения
количества невключившегося лекарства. Для от-
деления липосомальной фракции от фракции со
свободным лекарством обычно используют диа-
лиз или гель-проникающую хроматографию. До-
стоинства и недостатки данных методов отраже-
ны в табл. 1. Оба метода заслуженно активно при-
меняются в исследовательской практике.

Определяют содержание лекарства в промыв-
ных водах (в случае диализа) или во фракциях,
свободных от липосом. Выбор метода в основном
обусловлен природой активной молекулы: зача-
стую походит УФ-спектроскопия, высокоэффек-
тивная жидкостная хроматография, часто – флуо-
ресцентные методы. Для некоторых лекарственных
препаратов, например, рапамицина, высокоэф-
фективная жидкостная хроматография является
практически единственным возможным решени-
ем из-за отсутствия аналитически значимых
спектров УФ и флуоресценции [19]. Использова-
ние ИК-спектроскопии допустимо, если содер-
жание активной молекулы в изучаемой фракции
не менее 0.2–0.5 мг/мл в виду предела обнаруже-
ния метода.

При разрушении липосом детергентом для
определения содержания лекарства используют
те же методы с поправкой на возможное измене-
ние сигнала от активной молекулы. Например,
при разрушении липосом, загруженных доксору-
бицином, поверхностно-активным веществом Tri-

Рис. 4. Методы определения эффективности включения лекарства в липосомы.

Определение эффективности включения лекарства в липосомы

Определение включившегося лекарства

Без разрушения липосом С разрушением липосом Диализ

Определение невключившегося лекарства

Хромотография

Таблица 1. Методы разделения липосомальной фракции и фракции невключившегося лекарства

Метод Достоинства Недостатки

Диализ Методическая простота
Доступность (подходят диализные 
мешки с большой массой отсечения)

Необходим контроль сохранности липосом
Сильное разбавление фракции свободного 
лекарства
Длительность: от нескольких часов до суток

Гель-проникающая 
хроматография

Методическая простота
Быстрота
Возможна работа с малыми объемами 
(менее 1 мл)

Необходим подбор носителя для колонки
Возможное разбавление липосомальной фракции
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ton-X необходимо определять содержание лекар-
ства по калибровочным кривым, полученным для
лекарства в присутствии соответствующего со-
держания детергента, поскольку потенциальное
мицеллообразование [20] может значительно из-
менить коэффициент молярного поглощения пре-
парата и исказить определение ЭВ.

Направление, связанное с определением ЭВ в
липосомах без предварительного разрушения, раз-
работано гораздо слабее по сравнению с осталь-
ными. Это обусловлено рядом причин: во-пер-
вых, липосомальные системы часто оптически
непрозрачны, что затрудняет применение многих
спектральных методов. Во-вторых, присутствие
липидов как таковых и их коллоидных везикул
существенно может искажать сигнал от активной
молекулы.

2. МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
МЕХАНИЗМОВ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ 

ЛИПИДНОГО БИСЛОЯ
И ЛЕКАРСТВЕННОГО ПРЕПАРАТА

2.1. Методы исследования липидных систем,
не требующие введения дополнительных меток

Рассматриваемые выше методы служат в первую
очередь для контроля качества получаемых липо-
сомальных форм активных молекул, но не предо-
ставляют информации о механизме взаимодей-
ствия лекарство – бислой. Далее представлены
методы, которые могут быть полезны для изуче-
ния основных закономерностей данного процес-
са. Важным их достоинством является отсутствие
необходимости вводить дополнительные метки в
бислой, что упрощает интерпретацию данных и
ускоряет анализ.

2.1.1. Дифференциальная
сканирующая калориметрия

Рассмотрим подробнее метод дифференциаль-
ной сканирующей калориметрии, который изна-
чально нашел свое широкое применение в изуче-
нии фазовых переходов в липосомах. В работе [21]
приведен исчерпывающий обзор, представляю-
щий собой описание возможностей ДСК для ана-
лиза структуры и свойств липосом, однако метод
хорошо подходит и для установления особенно-
стей взаимодействия низко- и высокомолекуляр-
ных веществ с бислоем на основе различий в ка-
лориметрических кривых.

В работе [22] методом ДСК установили, что
при взаимодействии липосомальной мембраны
(100% дистеароилфосфатидилхолин) с тамокси-
феном фазовый переход смещается в область мень-
ших температур, при этом максимум на кривой
ДСК уширяется, что указывает на дестабилиза-

цию мембраны, по-видимому, за счет встраива-
ния лекарства в бислой.

Более точная регистрация кривых ДСК позво-
ляет получать информацию о состоянии лекарства
в липосомах и определении локализации лекар-
ства. Фоггиа с коллегами изучали взаимодействие
нестероидного противовоспалительного препара-
та ибупрофена с липосомами из димистроилфос-
фатидилхолина [23]. Регистрация кривых ДСК при
различных значениях рН позволила установить,
что протонированная форма ибупрофена при рН 3
способна проникать в неполярную часть бислоя,
в то время как при рН 7 взаимодействие депрото-
нированного ибупрофена с холиновым группами
фосфолипида препятствует дальнейшему проник-
новению препарата.

Иехезкель Баренхольц [24] с коллегами при
разработке нового липофильного пролекарства
митомицина С и изучении его влияния на мем-
брану ПЭГилированных липосом обнаружили, что
наличие двух остатков стеариновой кислоты в
структуре пролекарства обеспечивают стабильное
встраивание в липосомный бислой, о чем свиде-
тельствует изменение максимума на кривой ДСК:
пик становится высокоинтенсивным и узким с
максимумом при 56°С и плечом при 53°С, причем
для контрольных липосом пик был широким с мак-
симумом при 53°С. Авторы отмечают, что такой тип
фазового перехода характерен для мембраны, со-
держащей холестерин, и объясняют наблюдаемое
явление формированием богатых пролекарством
доменов в мембранах, в которых гидрофобные цепи
плотно упакованы в высокоупорядоченные кри-
сталлоподобные структуры.

Внимание исследователей привлекает изуче-
ние нанокристаллов активных молекул, которые
образуются при включении в липосомы [25]. Ли с
коллегами в работе фокусировались на методах
получения подобных нанокристаллических си-
стем в липосомах, упоминая ДСК как возможный
метод обнаружения кристаллов в везикулах. Ра-
нее уже было показана кристалличность сульфата
доксорубицина и некоторых других препаратов с
помощью калориметрии высокого разрешения,
однако о их природе и свойствах ведутся споры. В
работе 2012 года [26] не обнаруживали существен-
ного влияния на фазовый переход дипильмито-
илфосфатидилхолиновых липосом встраивания
доксорубицина. Однако в 2017 году усовершен-
ствованная техника позволила Перинелли с кол-
легами обнаружить упорядоченное состояние на-
нокристаллов доксорубицина внутри ПЭГилиро-
ванных липосом (формуляция Доксила), причем
кристаллы оставались стабильны даже после на-
гревания до 80°C [27].

Применение ДСК позволяет следить за мик-
рофазовым разделением в мембране липосом сме-
шанного состава. Так, для смешанных анионных
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липосом ДПФХ/КЛ (80/20%) комбинацией мето-
дов ДСК и ИК-спектроскопии обнаружено рас-
слоение в липидном бислое с образованием двух
доменов с различными температурами плавле-
ния [18]. Калориметрическая кривая смешанных
липосом характеризовалась широким фазовым
переходом с пиком при 39°С и плечом при 35°С,
которые отвечали плавлению двух микрофаз
ДПФХ/КЛ с различным соотношением компо-
нентов. Для таких липосом загруженных мокси-
флоксацином, удалось доказать структурирова-
ние и стабилизацию гелеобразной фазы за счет
электростатического взаимодействия аминогруп-
пы активной молекулы с отрицательно заряжен-
ным кардиолипином. Температура основного фа-
зового перехода липосом, загруженных мокси-
флоксацином сдвинулась на 3–5 градусов.

Таким образом, метод ДСК позволяет изучать
детали процесса фазового перехода в липосомах и
влияния на него лекарств, косвенно обнаружить
образование нанокристаллов или интеграцию ак-
тивной молекулы в бислой.

В качестве альтернативы ДСК в работе [28]
предложено использовать метод ДСР, причем ана-
литическим сигналом будет служить величина
average count rate (средняя скорость счета). Вклю-
чение в димистроилфосфатидилхолиновые липо-
сомы препарата целекоксиба приводило к досто-
верному смещению кривой средняя скорость ро-
ста – температура в область больших температур.
Сравнение кривых для загруженных и свободных
липосом при рН 5.0 и 7.4 выявило, что при обоих
значениях рН кривые смещаются единообразно,
но в нейтральной среде эффект более выражен
(расчетные температуры плавления составили
21.7 и 20.7°C против контрольного значения для
свободных липосом 22.0°C). Авторы предполага-
ют, что в кислой среде встраивание целексосиба
влияет на кооперативность фазового перехода, а
не на значение температуры фазового перехода, в
то время как при рН 7.4 целекоксиб разупорядо-
чивает мембрану, что проявляется в потере ко-
оперативности и уменьшении температуры фазо-
вого перехода.

2.1.2. Метод малоуглового рассеяния 
рентгеновского излучения

В методе малоуглового рассеяния рентгенов-
ского излучения (ММРР) измеряют интенсив-
ность рентгеновских лучей, рассеянных от образ-
ца в зависимости от угла рассеяния (0.1°–5°C).
Ключевым преимуществом данного метода отно-
сительно классических рентгеновских методов
является его универсальность для многих типов
наноматериалов и способность регистрировать
спектры от образцов, как в порошковой, так и в
гелеообразной и жидкой дисперсной форме.
Установки ММРР позволяют исследовать усред-

ненные структурные особенности от образца боль-
шого объема, что может быть полезно при работе
с неоднородными коллоидными системами. Дан-
ный метод хорошо подходит для изучения взаи-
модействия мембран с активными молекулами,
кристаллизующимися во внутренней полости ве-
зикул.

Важным достоинством ММРР является воз-
можность определять форму везикул. Известно,
что методы динамического светорассеяния и ана-
лиза траектории наночастиц предоставляют ин-
формацию о гидродинамическом радиусе частиц
из предположения об их сферической форме, в то
время как липосомы, содержащие нанокристал-
лы вытянутой формы, могут принимать и эллип-
тическую форму. Аналитически ценным пара-
метром из спектра ММРР является вектор рассе-
яния q; обработка зависимости интенсивности
рассеяния от q методом Фурье-преобразований
позволяет построить график функции распреде-
ления парных расстояний.

Значительных успехов в изучении липосомаль-
ных форм нанокристаллов антибиотиков достигли
Чиполла и Чен, Университет Сиднея. Их работы
посвящены в первую очередь изучению нано-
кристаллов ципрофлоксацина – антибиотика
широкого спектра действия фторхинолонового
ряда [25, 29, 30]. Например, комбинацией мето-
дов ММРР, криоэлектронной микроскопии и
деполяризованного динамического светорассеяния
авторам удалось доказать [30] циллиндрическую
форму липосом, загруженных ципрофлоксацином.

К недостаткам метода ММРР можно отнести
слабый сигнал, накапливаемый от липосомаль-
ных суспензий, возможное перекрывание спек-
тров везикул и нанокристаллов и потенциальное
разрушение образца в процессе исследования.

Рентгеновские методы активно применяют для
исследования липосомальных форм неорганиче-
ских наночастиц – фотосенсибилизаторов, на-
пример наночастиц иридия [31], с целью подтвер-
дить неизменность кристалличности неорганиче-
ской фракции после включения в везикулы.
Однако взаимодействие липосом с неорганиче-
скими наночастицами представляет собой от-
дельную тему, достойную объемного обзора, и
несколько выходит за рамки обсуждаемой в на-
стоящей работе тематики.

2.1.3. ИК-спектроскопия Фурье

ИК-спектроскопия Фурье заслуженно вошла
в арсенал исследователей липидных систем как
один из наиболее информативных и точных мето-
дов, позволяющий получать уникальную информа-
цию о микроокружении функциональных групп ли-
пидов, их взаимодействии с различными лигандами
и фазовых переходах. Использование ИК-спектро-
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скопии для анализа биосистем стало возможным
с развитием аппаратуры и методов математиче-
ской обработки (Фурье-преобразования) исход-
ного сигнала прибора – интерферограммы.

Рассмотрим три оптических эффекта, обеспе-
чивающих высокую точность метода ИК-спек-
троскопии Фурье. Первый из них получил назва-
ние выигрыш Жакино. Его суть состоит в том, что
в схеме Фурье-спектрометра, в отличие от клас-
сического дисперсионного, отсутствует щель, так
что все излучение достигает детектора. При фик-
сированной разрешающей силе светосила Фурье-
спектрометра в 200 раз превышает светосилы дис-
персионного спектрометра.

Следующий эффект получил название выиг-
рыш Фельжета или фактор мультиплексности. Он
связан с одновременной регистрацией в спектре
всех частот. Например, при одновременной реги-
страции и обработке спектрального интервала
4000 см–1 при разрешении 1 см–1 соотношение сиг-
нал-шум для Фурье-спектрометра будет в 63 раза
выше, а скорость регистрации спектра в 4000 раз
выше. В настоящее время регистрация одного
спектра в высоком разрешении, пригодного для
тонкого анализа спектральных полос, занимает
не более двух минут, что, несомненно, является
важным методическим достоинством метода.

Третий эффект получил название выигрыш
Конна. Использование в ИК-спектрометрах ге-
лий-неоновых лазеров как внутренних стандар-
тов длин волн и для контроля интерферограммы в
зависимости от положения подвижного зеркала
позволило значительно повысить точность опре-
деления волновых чисел. В настоящее время не-
которые приборы характеризуются разрешением
0.01 см–1. Подобные машины требуют тонкой на-
ладки перед каждым запуском, в то время как ру-
тинные измерения можно надежно проводить
при разрешении 1–2 см–1.

На сегодняшний день в исследовании слож-
ных биологических систем наиболее широко ис-
пользуется режим нарушенного полного внут-
реннего отражения (НПВО) [32]. Явление НПВО
основано на проникновении излучения из опти-
чески более плотной среды (кристалла n1) в менее
плотную среду (образец n2) на некоторую длину
(т.н. penetration depth dp), примерно равную дли-
не волны, при падении света под углом, большим
критического, при этом часть падающего излуче-
ния проникает в образец на dp и там поглощается.
Критический угол определяют как угол падения,
при котором угол преломления составляет 90°,
его величина зависит от коэффициентов n1 и n2.

Следует отметить, что поскольку dp прямо про-
порциональна длине волны излучения, в длинно-
волновой области спектра НПВО следует ожидать
большую интенсивность полос поглощения. Если

n2/n1 постоянно, то dp линейно зависит от длины
волны. Большинство современных программ для
анализа ИК-спектров предлагают функцию ATR-
correction, которая линейно корректирует интен-
сивности полос, приводя спектр к виду близкому
к спектру пропускания.

Пионерские работы по использованию ИК-
спектроскопии Фурье для анализа белковых и ли-
пидных систем принадлежат Эрику Гурматигху и
его научной группе в Свободном Университете
Брюсселя, Бельгия. В его лаборатории разработа-
ны многочисленные протоколы регистрации спек-
тров с подбором оптимальных условий: типом
кристалла, количеством сканирований, способом
атмосферной компенсации и т.д. и методы их
анализа.

ИК-спектр фосфолипидов имеет следующие
характеристические пики функциональных групп:
две полосы симметричных и ассиметричных ко-
лебаний углеводородных связей, колебания кар-
бонильной группы C=O, колебания фосфатной и
холиновой групп (рис. 5). Полное соотнесение
полос поглощения и соответствующих колебаний
дипальмитоилфосфатидилхолина представлено в
табл. 2. Положение полос и их форма чувстви-
тельны к связыванию бислоя с лигандами, к обра-
зованию водородных связей, агрегации и окисле-
нию и т.д. [7, 11, 18, 26, 33–37].

Симметричным и асимметричным валентным
колебаниям СН2 группы соответствуют полосы в
регионе 2853 ± 5 и 2926 ± 5 см–1, деформацион-
ным колебаниям соответствует полоса при 1465 ±
± 5 см–1 (так называемая частота метиленовой де-
формации). Симметричные деформационные
колебания СН3 группы характеризуются полосой
поглощения при 1375 ± 5 см–1. Изменение кон-
формации липидных цепей сопровождается ча-
стотным сдвигом полос поглощения групп СН2,
причем эти изменения коррелируют с числом
цис-изомеров ненасыщенных остатков гидро-
фобных хвостов. Цис-изомеры упакованы менее
плотно по сравнению с транс-изомерами, ациль-
ные цепи могут менять свое направление и раз-
мер. Увеличение подвижности сопровождается
высокочастотным сдвигом на ИК-спектре [7].
Влияние на фазовый переход различных лекар-
ственных препаратов можно оценивать как по
смещению полос поглощения симметричных и
асимметричных валентных колебаний CH2 групп,
так и с использованием метода главных компо-
нент (principal component analysis PCA). Класси-
ческим подходом является регистрация зависи-
мости положения полос поглощения CH2 as и
CH2 s в зависимости от температуры. Например, в
работе [33] исследовали влияние витамина D2 в
присутствии ионов Mg2+: установлено, что фазо-
вый переход существенно замедляется, однако,
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ход кривых остается единообразным, что указы-
вает на упорядочивающий эффект активной мо-
лекулы на бислой, сопровождающийся уменьше-
нием доли числа транс-конформеров (рис. 6). В
качестве вспомогательного источника информа-
ции авторы использовали ширину данной полосы
поглощения (на уровне 0.75 высоты пика), кото-
рая уменьшалась при введении в липосомы вита-
мина D2, что подтверждает данные термограммы.

Однако, для мультикомпонентных липосом,
склонных к образованию микрофаз, например, со-
держащих 80% ДПФХ и 20% КЛ, ход термограмм
может значительно изменяться в присутствии ак-

тивных молекул. Для контрольных незагруженных
везикул ход кривой плавный, S-образный (рис. 7),
отдельные микрофазы не различаются. При этом,
в работе [18] был обнаружен эффект независимо-
го взаимодействия моксифлоксацина с микрофа-
зами с разным содержанием КЛ, что отражается
принципиальным изменением хода кривой термо-
граммы положение CH2 as – температура, а имен-
но минимумами в диапазоне температур 28–35°С,
указывающими на локальное упорядочивание бис-
лоя (рис. 7).

Распространен подход, связанный с математи-
ческой обработкой спектров по методу главных

Рис. 5. Нормализованный ИК-спектр нарушенного полного внутреннего отражения дипальмитоилфосфатидилхолина.
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Таблица 2. Характерные полосы в ИК-спектре липидов по данным. Даны в сокращении названия колебаний:
вал. – валентное, деф. – деформационное, ножн. – ножничное, маят. – маятниковое, асим. – асимметричное,
сим. – симметричное

Волновое число, см–1 Колебание Волновое число, см–1 Колебание

3010 =C–H (вал.) 1378 CH3 (сим. деф.)

2956 CH3 (асим. вал.) 1400–1200 CH2 (веерные)

2920 CH2 (асим. вал.) 1228  (асим. вал.)

2870 CH3 (сим. вал.) 1170 CO–O–C (асим. вал.)

2850 CH2 (сим. вал.) 1085  (сим. вал.)
1730 C=O (вал.) 1070 CO–O–C (сим. вал.)

1485 (CH3)3N+ (асим. деф.) 1047 C–O–P (вал.)

1473, 1472, 1468, 1463 CH2 (ножн.) 972 (CH3)3N+ (асим. вал.)

1460 CH3 (асим. деф.) 820 P–O (асим. вал.)

1405 (CH3)3N+ (сим. деф.) 730, 720, 718 CH2 (маят.)

2PO−

2PO−
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компонент, который также может предоставить
дополнительную информацию о фазовом перехо-
де липосомальных форм активных молекул, осо-
бенно в случае накопления большого объема
данных. В работе [38] рассматривалось взаимо-
действие флуфеназина с липосомами из яичного
сфингомиелина. Тонкий анализ спектральных из-
менений позволил авторам сделать вывод о том,
что включение лекарства в бислой приводит к
снижению температуры фазового перехода про-
порционально содержанию активной молекулы,
что в свою очередь приводит к быстрому высво-
бождению флуфеназина в водную фазу.

Метод ИК-спектроскопии чувствителен к из-
менениям в плотности упаковки ацильных цепей
и в случае внешнего воздействия на мембрану,

например, под действием колебательно-вращатель-
ного движения наностержней магнетита в низко-
частнотном негреющем переменном магнитном
поле [11]. В данном случае метод деконволюции,
то есть разложения наблюдаемой полосы погло-
щения на несколько компонент, позволил коли-
чественно оценить эффект разрыхления бислоя.

Полосы поглощения карбонильной и фосфат-
ной группы в первую очередь чувствительны к из-
менению степени гидратации данных функцио-
нальных групп, в том числе за счет образования
ионных связей и агрегации.

Гидратированная карбонильная С=О группа
в липидах и липосомах поглощает в регионе
1730 см–1. На кислороде находится частично от-
рицательный заряд, который в свободных липо-
сомах компенсируется за счет образования водо-
родных связей с молекулами воды. При сниже-
нии степени гидратации, то есть разрыве части
водородных связей, характеристическое волно-
вое число возрастает. Так происходит, например,
при взаимодействии липосом с поликатионами
или рядом биологически-активных полярных ве-
ществ [7, 34]. Изменения в области поглощения
карбонильной группы чрезвычайно информатив-
ны при анализе изменений на границе раздела
фаз липид-вода, в том числе для контроля за со-
хранностью липосом при хранении [7].

Для фосфатной группы определены две ос-
новных полосы поглощения, соответствующих
симметричным 1088 см–1 и асимметричным 1250–
1230 см–1 валентным колебаниям. Наибольший
интерес представляет полоса асимметричных ко-

Рис. 6. Зависимость положения полосы поглощения
валентных колебаний CH2 в липосомах ДПФХ в при-
сутствии витамина D2 и ионов Mg2+.
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лебаний, как более чувствительная к степени гид-
ратации. Низкочастотный сдвиг положения дан-
ной полосы поглощения связан с повышением
степени гидратации [34], и наоборот. Вид и фор-
ма данной полосы существенным образом может
измениться при добавлении активной молекулы,
как показано в работе [35] на примере липосом с
включенными в них нестероидными противовос-
палительными средствами.

Помимо анализа смещения полос поглощения
карбонильной и фосфатной групп исключитель-
но полезной может быть процедура деконволю-
ции, поскольку становится возможным выявить
компоненты, соответствующие функциональным
группам, связанным с активной молекулой. На-
пример, при встраивании в анионные липосомы
доксорубицина, модифицированного фрагментом
спермина и стеариновой кислоты, происходит
двукратное уменьшение доли высокогидратиро-
ванных фосфатных групп, которым соответствует
компонента 1219 см–1, и двукратное увеличение
доли низкогидратированных карбонильных групп
(компонента 1745 см–1) [34].

Таким образом, метод ИК-спектроскопии ин-
формативен при изучении многих параметров
липосомальных систем: процесса фазового пере-
хода, электростатического взаимодействия с ле-
карствами, изменениям микроокружения на по-
верхности раздела фаз липид-вода за счет связыва-
ния с лигандами или при агрегации. В табл. 3
приведены основные способы обработки полос

поглощения липосом и информация, которую
можно получить.

2.1.4. Методы на чипе
Методы на чипе [39] лишь набирают популяр-

ность для изучения взаимодействия поверхности
липосом с лекарством. Для этого хорошо подхо-
дит метод гигантского плазмонного резонанса.
Авторы предложили сначала на модифицирован-
ную алканами декстрановую матрицу на чипе
сорбировать липосомы с разным содержанием
холестерина, а далее во внешний раствор вводить
лекарственный препарат. Метод предполагает ис-
пользование отклика системы на связывание на
чипе лекарства с липосомальной мембраной. При
этом важную роль играет кинетика сорбции, по
которой можно сделать выводы о силе взаимо-
действия лекарства с мембраной. Так, удалось
установить, что анионные лекарства быстро дис-
социируют с поверхности липосом, в то время
как катионные лекарства в зависимости от своей
природы более прочно связываются с бислоем.

2.1.5. Методы микроскопии
Как известно, размер моноламеллярных липо-

сом (30–150 нм) значительно меньше дифракци-
онного предела, поэтому для изучения взаимо-
действия везикул с лекарственными молекулами
могут быть применены методы электронной мик-
роскопии и атомной силовой микроскопии [40].

Таблица 3. Информация от основных полос поглощения в ИК-спектре липосом

Полоса 
поглощения Получаемая информация Возможные методы анализа спектров Ссылки

CH2 as, CH2 s Влияние активной
молекулы на плотность 
упаковки липидов

Анализ положения полос поглощения (смещения
в область больших волновых чисел указывают на 
разрыхление, в область меньших – на упорядочивание)

[11, 33]

Влияние активной моле-
кулы на фазовый переход

Анализ термограмм CH2 as (T), CH2 s (T), метод 
главных компонент

[11, 18, 33]

CO Влияние активной
молекулы на поверхность 
раздела фаз, образование 
водородных связей
с катионными лигандами

Анализ положения полосы поглощения (смещения
в область больших волновых чисел указывают
на увеличение степени гидратации, в область мень-
ших – на образование электростатических связей)

[7]

Деконволюция полосы поглощения для количе-
ственной оценки изменения степени гидратации 
карбонильной группы

[7, 34, 36, 37]

PO2 as Влияние активной
молекулы на гидрофиль-
ную поверхность липосом

Анализ положения полосы поглощения (смещения
в область больших волновых чисел указывают
на образование электростатических связей)

[26, 35]

Деконволюция полосы поглощения для количе-
ственной оценки изменения степени гидратации 
фосфатной группы

[34]
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Специфика данных методов позволяет исследо-
вать топологию поверхности везикул. Обширный
обзор по методам визуализации липосом пред-
ставлен в работе [41], в настоящем обзоре хотелось
бы выделить особенности применения методов
микроскопии для изучения влияния загрузки ле-
карственных препаратов на морфологию липосом.

К преимуществам АСМ можно отнести воз-
можность работы, как в контактном, так и в бес-
контактном режиме, и получение информации о
морфологии липосом без дополнительной пробо-
подготовки (окрашивания, фиксации или введе-
ния меток). Однако, движения кантилевера могут
вызывать деформацию бислоя [42], а сами вези-
кулы должны быть нанесены на подложку, что
может влиять на их морфологию [41].

В работе [43] показана применимость метода
АСМ для 3D анализа популяции липосом, загру-
женных доксорубицином: везикулы с наиболь-
шими кристаллами доксорубицина приобретали
вытянутую форму; данные подтверждали мето-
дом криоэлектронной микроскопии.

Применимость сканирующей электронной
микроскопии для липосомальных систем ограни-
чена в виду структурных изменений в условиях
глубокого вакуума. Однако именно методы элек-
тронной микроскопии позволяют определять не
только размеры везикул, но и оценивать их ла-
меллярность. Негативное контрастирование, на-
пример, с помощью UO2(CH3COO)2, может быть
полезно для оценки. Более того, необходимость
высушивания, фиксации и окраски образца так-
же затрудняет получение достоверных результа-
тов. Решение данной проблемы было предложено
Данилатосом, автором метода ЭСЭМ (Environ-
mental Scanning Electron Microscopy), в котором
допустима работа с образцами в газовой среде,
включая воздух.

Заслуженно значимую роль в визуализации и
характеризации липосомальных форм лекарствен-
ных препаратов играет криоэлектронная микро-
скопия (рис. 8). Метод позволяет изучать липо-

сомы в их нативном состоянии, без применения
дополнительных процедур фиксации или окра-
шивания. В зависимости от толщины образца мож-
но добиться разрешения до 5 нм [41]. Данный
метод позволяет отследить влияние мольного
соотношения активной молекулы и липидов на
морфологию везикул, так в работе [44] при моль-
ном соотношении 0.05 липосомы ожидаемо напо-
минают кофейные зерна с нанокристаллом доксо-
рубицина внутри, но при больших мольных соотно-
шениях (0.37) неожиданно обнаруживались даже
треугольные структуры, в которых три нанокри-
сталла доксорубицина образуют правильный тре-
угольник в пределах одной липосомы.

В случае, если загруженный препарат не обра-
зует кристаллическую форму в липосоме, метод
криоэлектронной микроскопии также может быть
полезен. Так, в работе [45] по увеличенной элек-
тронной плотности внутренней полости липосом
по сравнению с изображениями контрольных не-
загруженных везикул судили о включении вин-
кристина, винбластина и винорелбина во внут-
реннюю полость липосом.

В лаборатории проф. Баренхольца недавно был
предложен подход к реконструкции 3D структу-
ры липосом по 2D криоэлектронным микрофо-
тографиям [46], который позволяет получать
дополнительную информацию о распределении
препарата в везикулах. Данный подход может быть
чрезвычайно полезным при исследовании взаимо-
действия липосом с, например, липофильно-мо-
дифицированными лекарствами, которые могут
искажать строение мембраны.

2.1.6. Метод дифракции излучения лазера
на свободных электронах

Исключительных результатов удалось добить-
ся при визуализации в растворе липосом, загру-
женных доксорубицином, методом дифракции
излучения лазера на свободных электронах (Free-
electron coherent diffraction imaging) [47]. По ди-
фракционной картине от одиночных загружен-

Рис. 8. Криоэлектронная микроскопия для (слева-направо) контрольных незагруженных липосом, содержащих 20%
мольных доксорубицина, 40% мольных доксорубицина.

100 нм 100 нм 100 нм

 Липосома с нанокристаллом доксорубицина

Липосома с
изогнутным

агрегатом
доксорубицина
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ных препаратом липосом авторам удалось ре-
конструировать реальную форму кристалла док-
сорубицина в водной полости липосом. Данный
метод пока ограниченно применяется, поскольку
кристаллические формы в липосомах образуют
не все активные молекулы, однако может быть
чрезвычайно полезными при исследовании встра-
ивания нанокристаллов в везикулы.

2.2. Методы исследования липидных систем, 
требующие введения дополнительных меток

2.2.1. Методы, основанные
на введении флуоресцентных меток

Важную роль в исследовании структуры липо-
сом и их комплексов играет флуоресцентная спек-
троскопия. Поскольку природные липиды соб-
ственных флуорофорофоров в структуре не име-
ют, необходимо введение в везикулы меток-
репортеров, в зависимости от свойств которых
можно получать информацию о состоянии гидро-
фобной или гидрофильной части липосом [48].
Можно сформулировать ряд ключевых свойств
флуоресцентых меток, которые следует учиты-
вать при выборе:

1. Основные характеристики флуорофоров, а
именно длины волн возбуждения и испускания,
квантовый выход и флуоресцентное время жизни;

2. Часто для изучения липидных систем пред-
почтение отдают меткам, флуоресцентные свой-
ства которых резко меняются при изменении по-
лярности среды;

3. Желательна простота методики встраивания
флуоресцентной метки в липосомы, при этом
следует отдельно удостовериться в локализации
метки в везикуле.

Надежной и удобной меткой-репортером для
липосом является пирен, по изменению спектра
флуоресценции которого можно судить об изме-
нении подвижности гидрофобных цепей липи-
дов (рис. 9).

Одной из первых работ, в которой предложено
использовать пирен для изучения состояния гид-
рофобной части бислоя, является [49]. Авторы
сравнили ряд органических молекул: пирен, наф-
талин и 1,12-бензперилен – с точки зрения их по-
ведения в бислое, в том числе в процессе фазово-
го перехода. Установлено, что завершение фазо-
вого перехода приводит к заглублению пирена в
бислой. Аналогичный эффект был обнаружен для
1,12-бензперилена, в то время как нафталин оста-
вался на неизменной позиции.

Известно, что в спектре флуоресценции пире-
на присутствуют два максимума: 394 нм (мономе-
ра) и 475 нм (эксимера-димера, состоящего из
возбужденной и невозбужденной молекулы пи-
рена). Дальнейшие исследования [50] показали,
что аналитически значимой величиной является
отношение интенсивностей данных максимумов.
При разрыхлении мембраны вероятность образо-
вания эксимера увеличивается, что приводит к
пропорциональному увеличению интенсивности
соответствующего максимума. В работе [51] пока-
зано, например, что связывание липосомальных
мембран с некоторыми противоартимическими
средствами (этмозин, ксантиверин) сопровож-
дается снижением микровязкости бислоя. Одна-
ко в той же работе отмечается и недостаток пи-
рена как метки – зачастую сигналы от мономера
или эксимера перекрываются с сигналами от са-
мих лекарств, что делает расчет отношения не-
достоверным.

Рис. 9. Флуоресцентные метки-репортеры для изучения состояния гидрофобной части бислоя. (а) Спектр флуорес-
ценции пирена, приведены формулы мономера и эксимера. (б) Структура и спектры поглощения (1) и флуоресценции (2)
N-[7-(4,4-дифтор-1,3,5,7-тетраметил-4-бор-3a,4a-диазо-s-индекан-8)гептил]сфингозин-1-фосфотидилхолина.
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Перспективным является использование ин-
тенсивно флуоресцирующих меток на основе
борфторидных комплексов дипирролилметена
BODIPY (рис. 9). Для более эффективного встра-
ивания подобных меток в липосомы часто получа-
ют липидоподобные молекулы, в которых присут-
ствует фрагмент BODIPY. Значительных успехов в
синтезе подобных молекул достигла лаборатория
проф. Е.Л. Водовозовой. Так, была получена ли-
пидоподобная метка [52], обладающая высоким
ε = 90000 и встраивающаяся в гидрофобную часть
бислоя. Применение подобных меток значитель-
но упрощает проведение анализа, например, при
изучении белок-мембранных взаимодействий [52],
однако следует учесть ряд особенностей такого под-
хода. Метка предоставляет информацию о своем
ближайшем микроокружении, в то время как для
комплексов липосом с полиэлектролитами часто
наблюдается микрофазовое разделение; сведе-
ния в таком случае могут быть сложными для
анализа. Более того, для надежного встраивания
метки в бислой часть требуется ее липофильная
модификация; без этого возможно перемещение
метки по бислою в процессе, например, фазово-
го перехода.

2.2.2. Флуоресцентная корреляционная 
спектроскопия

Метод ФКС основан на том, что диффузия
флуоресцентных молекул вызывает флуктуации в
интенсивности флуоресценции в малом элементе
объема (0.1–0.5 фемталитр), который создается в
конфокальном микроскопе (рис. 10). Данный метод
позволяет получать информацию о локальной кон-
центрации биомолекул, а также следить за агрега-
цией, за взаимодействием с лигандами, за трансля-
ционной диффузией и внутренней подвижно-
стью флуоресцентно меченных биополимеров.
Измеряемой величиной является интенсивность
излучения F(t) от нескольких флуоресцентных объ-
ектов в освещенном лазерном объеме. Флуктуа-
ция интенсивности обусловлена броуновским
движением флуоресцентных объектов в освещен-
ном лазерном объеме. Время, за которое данный
объект пересекает освещенный объем связано с
коэффициентом диффузии D [53]. Для расчета D, а
в дальнейшем и гидродинамического радиуса ана-
лизируют автокорреляционную функцию G(t) (5):

(5)

где I(t) – интенсивность флуоресценции при вре-
мени t, I(t + τ) – интенсивность флуоресценции
после промежутка времени τ.

Из анализа автокорреляционной функции G(t)
определяют время трансляционной диффузии, τd,

( ) ( ) ( )2

2  ,
I I t I t

G t
I

+ δ δ + τ=

которое характеризует время пребывания моле-
кулы в рассматриваемом элементе объема (6):

(6)

Метод относят к методам детекции одиночных
молекул, поскольку он позволяет работать с ми-
нимальными концентрациями флуорофора (еди-
ничные молекулы в освещенном объеме).

Особенно информативен метод ФКС, если са-
мо лекарство является флуорофором. Например,
в работе [54] рассмотрено взаимодействие хоро-
шо изученного противогрибкового препарата санг-
винарина, для которого недавно обнаружили про-
тивоопухолевую активность, с липидным бислоем.
Коэффициент диффузии сангвинарина, вклю-
ченного в липосомы (63.8 ± 3 мкм2 с–1), в 7 раз
ниже оного для лекарства в буферном растворе
(9.07 ± 0.42 мкм2 с–1). Напротив, введение бета-
циклодекстрина, олигосахарида, способного вза-
имодействовать с бислоем, приводило к увеличе-
нию D почти в 5 раз (25.76 ± 1.21 мкм2 с–1). Повре-
ждение липосомальной мембраны под действием
бета-циклодекстрина приводит к существенно
большей подвижности лекарственной молекулы,
что отражается на сигнале ФКС.

Если лекарство не является флуорофором, мож-
но ввести соответствующую метку, причем ее
концентрация может быть минимальной в виду то-
го, что метод ФКС может быть отнесен к методам
детекции единичных молекул. По изменению D су-
дят о вязкости липосом; существенное изменение
указывает на размягчение или наоборот затверде-
вание бислоя.

Большое количество работ в последние годы
посвящено методу ФКС для анализа взаимодей-
ствия липосомальных лекарственных форм с бел-
ками плазмы крови. Например, в работе [55] рас-
смотрено поведение липосомальной формы флу-
оресцентно меченого ди-β-D-галактопиранозида
в присутствии сывороточного альбумина, транс-
феррина, аполипопротеи на А1 и фибриногена. Ав-
торы использовали ФКС для отслеживания вы-
свобождения содержимого липосом (для этого во
внешний раствор при проведении экспериментов
по высвобождению вводили галактозидазу, кото-
рая расщепляла связь между флуоресцеином и га-
лактопиранозидом, после чего содержание сво-
бодного флуоресцеина определяли по ФКС) и
расчета констант диссоциации комплекса с бел-
ками. Для этого необходимо было использовать
белки, меченные красителем Алекса 488, которые
титруют липосомальной суспензией. Связывание
с белками приводит к изменению сигнала ФКС;
математическая обработка данных может позво-
лить даже рассчитать константы диссоциации
комплексов.

( )
( ) ( )( )1 22

1 .
1 1d d

G
N a

τ =
+ τ τ + τ τ
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2.2.3. Метод разрешенно-временной анизотропии

Метод разрешенно-временной анизотропии –
относительно новый микроспектроскопический
метод, широко используемый для исследования
структуры биомолекул и их комплексов в раство-
рах. Он позволяет следить за вращательной дина-
микой как комплекса биомолекул, так и каждого
из фрагментов, обладающих независимым вра-
щением, и в итоге получать детальную информа-
цию о пространственной структуре липосомаль-
ных систем [53, 56, 58].

В РВФА эксперименте определяется величина
флуоресцентной анизотропии как функция от
времени [57]. Анизотропия сферических моле-
кул, вращение которых симметрично (изотроп-
но), затухает согласно моноэкспоненциальному
закону, в общем случае “затухание” анизотропии
описывается мультиэкспоненциальной зависи-
мостью (7):

(7)

где  – индивидуальные корреляционные вре-
мена вращения, отражающие скорость враща-
тельного движения флуорофора, а βj – вклады со-
ответствующих компонентов в затухание анизо-
тропии.

Так как анизотропия r(t) вычисляется по раз-
ности между наблюдаемыми компонентами эмис-
сии флуоресценции I||(t) и I⊥(t), надежные значения
анизотропии r(t) могут быть вычислены только для
времен, при которых наблюдается значитель-
ное испускание флуоресценции. По этой причине
обычно в качестве метки выбирают флуорофоры
со временем затухания, сравнимым с предполага-
емым корреляционным временем вращения. Если
флуоресцентное время жизни τ много меньше ϕ,
то интенсивность флуоресценции затухает рань-
ше, чем произойдет заметная потеря анизотропии.

( ) ( )exp ,j jr t t= β − ϕ

jϕ

Рис. 10. Принцип метода флуоресцентной корреляционной спектроскопии. (а) Сфокусированный лазерный луч
освещает фиксированный малый объем измеряемой системы (1 фемтолитр). (б) Измерение флуктуации интенсивно-
сти флуоресценции в объеме детекции (0.1–0.5 фемтолитр) как функция от времени. (в) Автокорелляционный анализ
интенсивности позволяет определять среднее число частиц в объеме детекциии время и трансляционной диффузии
исследуемых флуоресцентных молекул. (г) Статистический анализ распределения частиц по молекулярной яркости
(число детектируемых флуоресцентных фотонов в пересчете на молекулу в секунду).
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В биосистемах существует несколько причин
потери анизотропии (или деполяризации): быст-
рое движение флуоресцентной метки относитель-
но места ее прикрепления, более медленное внут-
реннее движение сегментов биополимера, медлен-
ное вращение всей молекулы биополимера, очень
медленное вращение надмолекулярного комплек-
са, а также, перенос энергии между хромофора-
ми. При взаимодействии липосомальных форм
лекарственных средств с белками, например, бел-
ками крови, спад анизотропии принимает слож-
ный вид: появляются дополнительные источники
деполяризации, связанные с вращением всего
комплекса и/или его отдельных сегментов, что
отражается в появлении соответствующих корре-
ляционных времен вращения.

Метод РВФА применим для исследования как
гомогенных, так и микрогетерогенных и гетеро-
генных систем [53, 58]. Рассмотрим несколько
примеров исследования надмолекулярных струк-
тур на основе липосом методом РВФА.

В работе [59] на примере липосом, меченых
1,6-дифенил-1,3,5-гексатриеном, изучали пове-
дение противогрибкового препарата итраконазо-
ла. Комбинацией флуоресцентных методов и ме-
тода молекулярной динамики авторы показали,
что активная молекула способна вызывать упоря-
дочивание бислоя, уменьшая подвижность гид-
рофобных цепей.

Методом РВФА было исследовано взаимодей-
ствие поверхностного белка из бактериофага М13
с малыми моноламеллярными везикулами дими-
ристоилфосфатидилхолин/димиристоилфосфа-
тидовая кислота (80/20 по массе). За флуорес-
ценцией следили по триптофановому остатку
белка [60]. Спад анизотропии характеризуется дву-
мя корреляционными временами вращения. Ко-
роткое корреляционное время φ1 (0.5 нс) отража-
ет быстрый деполяризационный процесс внутри
фрагмента белка, и долгое φ2 (более 20 нс) соот-
ветствует вращению всей липосомальной систе-
мы, содержащей белок (φбелок + липосома). Корреля-
ционное время вращения, соответствующее сво-
бодному вращению белка в системе отсутствует,
что указывают на полное связывание белка с ли-
посомой.

В работе [61] с применением методов РВФА и
ФКС исследовали изменение состояния липид-
ного бислоя при окислении жирных кислот. С
использованием флуоресцентного аналога фос-
фолипида, который способен включаться в ли-
пидный бислой BP-C11 определяли изменение
плотности упаковки липидов (по молекулярной
подвижности метки в бислое – через корреляци-
онные времена вращения) в процессе окисления
ненасыщенных жирных кислот (арахидоновой
кислоты) в модельном фосфолипиде. Обнаруже-
но, что при окислении арахидоновой кислоты ли-

пидный бислой становится существенно менее по-
движным. Аналогичный вывод был получен из
анализа данных ФКС с использованием флуорес-
центной метки монопиренил-фосфатидилхолин,
где наблюдалось замедление латеральной диффу-
зии при окислении липидов в той же липосомаль-
ной системе. В итоге определен молекулярный
механизм изменения структуры бислоя при пере-
кисном окислении липидов биомембран.

2.2.4. ЭПР-спектроскопия

Метод электронного парамагнитного резонан-
са дает ценную информацию о природе, основ-
ном состоянии парамагнитных центров и об их
ближайшем окружении. К парамагнитным цен-
трам можно отнести атомы и молекулы с нечет-
ным числом электронов, ионы, имеющие частич-
но заполненные внутренние электронные обо-
лочки, свободные радикалы и точечные дефекты
в твердых телах.

Использование ЭПР-спектроскопии для изу-
чения биосистем ограничено, поскольку естествен-
ных парамагнитных центров в подобных объектах
мало. Говоря о диагностике взаимодействия ли-
посомальных мембран с лекарствами, целесооб-
разно рассмотреть виды спин-меток, предназна-
ченных для введения в толщу бислоя. Тогда ин-
формация, полученная из ЭПР-спектра метки,
может быть использована для анализа текучести
мембраны и обнаружения в ней дефектов.

Структура ЭПР-спектра сложна, однако со-
временные методы математического моделиро-
вания позволяют рассчитывать предполагаемые
спектры. Взаимодействие электрона только с
внешним магнитным полем приводит к одиноч-
ной линии в спектре ЭПР, следует учитывать
взаимодействие магнитного момента электрона
с магнитным моментом расположенных поблизо-
сти ядер, так называемое сверхтонкое взаимодей-
ствие (СТВ), приводящее к дополнительному рас-
щеплению спектральных линий парамагнитных
систем в магнитном поле (так называемое сверх-
тонкое расщепление – СТР).

Время корреляции вращательной диффузии и
константы СТВ являются основными количе-
ственными параметрами в спектрах меток-репор-
теров для липосом.

Неочевидным ограничением применимости
метода ЭПР-спектроскопии для анализа липосо-
мальных систем является следующий техниче-
ский факт. Наиболее распространены спектро-
метры ЭПР, регистрирующие сигнал от порош-
ковых образцов, однако корректная трактовка
подобных результатов для липосомальных систем
затруднена; необходимо искать способы реги-
страции спектров от жидких образцов. Существу-
ют специальные ячейки на основе капилляров,
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например, система AquaX компании Bruker, тре-
бующая небольшой объем пробы (18–30 мкл на
см капиллярной системы), однако подобные
установки встречаются крайне редко. Вероят-
но, этот факт объясняет относительно редкое
использование такого ценного метода как
ЭПР-спектроскопия для анализа липосомаль-
ных систем.

Метки чаще всего содержат нитроксильный
радикал (рис. 11). Хорошо изучено поведение ими-
нонитроксильных радикалов в липидном бислое:
считается, что они вращаются по типу волчков с
аксиальной симметрией [62].

“Излюбленными” спин-метками в изучении
липосомальных систем стали 5-доксил-стеарино-
вая кислота (5-ДСК) и 16-доксил-стеариновая
кислота (16-ДСК), поскольку в совокупности ин-
формация от этих двух меток хорошо описывает

приполярный (5-ДСК) и гидрофобный участки
бислоя (16-ДСК). Изменение вязкости мембраны
можно оценить по изменению величины СТР
2Amax (рис. 12) в спектрах липосом, меченных
5-ДСК, поскольку оно отражает вращательную по-
движность молекул липидов. Известно, что 2Amax
увеличивается при понижении вязкости мембра-
ны [63]. Из спектров 16-ДСК меченных липосом
высчитывают время вращательной корреляции τ
из параметров спектра W0, h0 и h

–1 (рис. 12) по
уравнению (8):

(8)

Увеличение времени вращательной корреляции
также указывает на уменьшение вязкости бислоя.

Анализ обоих этих параметров позволил дока-
зать, что встраивание паклитаксела в ДПФХ липо-
сомы вызывает увеличение вязкости бислоя [63],
что может быть использовано не только для со-
здания новых лекарственных форм, но и для бо-
лее глубокого понимания механизма взаимодей-
ствия активных молекул с мембраной.

Меткой могут быть ионы металлов, например,
меди [64], причем ионы металлов вводятся на ста-
дии диспергирования тонкой липидной пленки.
Изменение интенсивности сигнала ЭПР спектра
и расчетные значения спин-гамильтониана поз-
волили точнее установить структуру липосомаль-
ного препарата CPX-351, содержащего цитарабин
и даунорубицин: ионы меди в параллельной плос-
кости связываются с первой активной молеку-
лой, а в перпендикулярной – со второй. При этом
обнаружено, что даунорубицин образует комплек-
сы с медью в стехиометрии 1 : 1 или 2 : 1.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Механизм взаимодействия лекарств с биомем-

браной – важнейший вопрос, который стоит при
разработке новых биосовместимых форм лекар-
ственных препаратов с улучшенными биофарма-
цевтическими характеристиками. В первую оче-
редь это обусловлено тем, что значительная доля
активных молекул, в частности, противоспали-
тельные нестероидные средства и большинство
антибиотиков, имеют значительные побочные
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Рис. 11. Строение 5-доксил-стеариновой кислоты (5-ДСК) и 16-доксил-стеариновой кислоты (16-ДСК).
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эффекты, включая фототоксичность, наруше-
ния гемодинамики, тромбозы, гепатотоксичность
и нейротоксичность. В ряде случаев механизм
развития побочных эффектов обусловлен приро-
дой самого лекарства, которое, помимо воздей-
ствия на мишень в организме, вызывает неспе-
цифические изменения в клеточной мембране.
Такой эффект обнаружен, например, для несте-
роидных противовоспалительных средств [35]: вза-
имодействие активных молекул с ацильными це-
пями вызывает разрыхление мембраны и образо-
вание в ней дефектов. Для антибактериальных
препаратов класса фторхинолонов на примере
анионных липосом смешанного состава показа-
но, что моксифлоксацин вызывает перераспреде-
ление липидов в бислое и образование гексаго-
нальных мезафаз. Подобные изменения могут
приводить к нарушению целостности клеточной
мембраны, увеличение тромбогенности и прочим
побочным эффектам.

Описанные в представленном обзоре методы
позволяют глубоко исследовать механизмы взаи-
модействия лекарственных веществ с липидным
бислоем и выявлять тонкую структуру липосо-
мальных формуляций активных молекул в зависи-
мости от их химической природы и состава липид-
ной матрицы. Однако каждый метод в отдельности
зачастую не предоставляют полной картины про-
исходящего процесса. Поэтому актуальным явля-
ется вопрос комбинации методов. В табл. 4 при-
ведено краткое резюме по информации, которую
можно получить от того или иного метода. Обра-
щают на себя внимание наиболее информатив-
ные методы: ИК-спектроскопия и группа флуо-
ресцентных методов. Данные методы обеспечи-

вают широкий спектр возможностей при
исследовании состояния биомембраны при фазо-
вых переходах, при взаимодействии липидного
бислоя с лекарственными субстанциями. При
изучении надмолекулярных ансамблей на основе
липосом исключительно информативны методы
ФКС и РВФА, которые позволяют получать де-
тальную информацию о пространственной струк-
туре и молекулярной подвижности как всего ком-
плекса на основе липосом, так и его отдельных
компонентов. Комбинация их с методами, предо-
ставляющими информацию о морфологии вези-
кул, позволяет получить полную картину взаимо-
действия активной молекулы с бислоем. Можно
ожидать, что в ближайшем будущем область при-
менения рассматриваемых в обзоре методов в
первую очередь ИК-спектроскопии и флуорес-
центных для изучения биологических объектов бу-
дет расширяться, поскольку с усовершенствова-
нием технического оснащения станут доступными
принципиально новые приложения этих мето-
дов, например, возможность слежения за дина-
микой отдельных везикул в растворе.
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Таблица 4. Сравнение методов исследования механизма взаимодействия липосом с лекарственными препаратами

Методы Подвижность 
цепей

Температура 
фазового 
перехода

Морфология Электростатическое 
взаимодействие

Взаимодействие 
с белками 

плазмы крови

Морфология 
кристаллов
в липосоме

ИК-спектроскопия + + + +

Флуоресцентные 
методы

+ + +

ЭПР-спектроскопия +

ДСК + +

ММРР +

Метод дифракции 
излучения лазера
на свободных
электронах

+

Методы на чипе + +

Методы
микроскопии

+ +
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Experimeнтаl Methods for Studying the Mechanism
of Interaction of Lipid Membranes with Low-Molecular Drugs

I. M. Le-Deygen*, #, A. A. Skuredina*, and E. V. Kudryashova*
#Phone: +7(495)939-34-34; e-mail: i.m.deygen@gmail.com

*Lomonosov Moscow State University, Chemistry Department, Leninskie gory 1, str. 3. Moscow, 119991 Russia

The review is devoted to methods for studying the mechanism of interaction of lipid membranes with low mo-
lecular weight drugs. The following methods are considered in the review: IR and EPR spectroscopy, f luo-
rescence analysis, differential scanning calorimetry, and microscopy methods. Methods for characterizing
the size and charge of vesicles are also considered: dynamic light scattering and analysis of the trajectory of
nanoparticles. Methods are divided into requiring additional labels and not requiring. An important objective
of the review, in addition to analyzing the latest achievements of instrumental methods of analysis, is to find
the optimal research strategy by selecting informative, modern approaches to studying the interaction of drugs
with lipid membranes.

Keywords: liposomes, IR spectroscopy, EPR spectroscopy, fluorescence methods, differential scanning calo-
rimetry
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