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Работа посвящена исследованию механизма взаимодействия 2-гидроксипропил β-циклодекстрина
(ГПЦД) с липосомальным бислоем. Методом ИК-спектроскопии Фурье установлено, что основ-
ным сайтом связывания ГПЦД на поверхности нейтральных липосом на основе дипальмитоилфос-
фатидилхолина (ДПФХ) являются фосфатные группы липидов. Комплексообразование с ГПЦД
приводит к стабилизации гелеобразного состояния в монокомпонентных липосомах (ДПФХ). Вклю-
чение анионного компонента – кардиолипина (КЛ, 20%) в бислой приводит к изменению механизма
взаимодействия липосомы-ГПЦД: наблюдается разупорядочение липидов в бислое, приводящее к
нарушению целостности мембраны, что проявляется в высвобождении красителя (фенолфталеина),
загруженного в липосомы. Влияние ГПЦД на процесс и параметры фазового перехода анионных ли-
посом исследовали по термограммам, полученным на основе изменения положения полос поглоще-
ния ацильных цепей липидов в ИК-спектре липосом. Обнаружено расслоение ДПФХ/КЛ (80/20%)
бислоя на две микрофазы с различным содержанием кардиолипина. Установлено, что ГПЦД обу-
слoвливает более выраженное расслоение в бислое: наблюдается дестабилизация мембраны вблизи
температуры плавления микрофазы, обогащенной КЛ и наоборот – снижение подвижности липи-
дов в областях с низким содержанием КЛ. При исследовании влияния ГПЦД на взаимодействие
антибактериального препарата – левофлоксацина (ЛВ) с липидным бислоем обнаружено, что ком-
плексообразование лекарственных молекул с ГПЦД приводит к увеличению эффективности ад-
сорбции лекарственной молекулы на поверхности бислоя и может обеспечить облегчение транспорта
лекарства за счет образования дефектов в мембране, при этом ЛВ в комплексе с ГПЦД демонстри-
рует высокую антибактериальную активность в системах in vitro, не ниже по сравнению со свобод-
ным ЛВ.
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ВВЕДЕНИЕ
Одним из основных направлений развития

биоорганической и биомедицинской химии на се-
годняшний день является разработка новых высо-
коэффективных лекарственных формуляций с ис-
пользованием различных систем доставок. Вклю-
чение лекарства в системы доставки позволяет
увеличить растворимость препарата и его биодо-
ступность, снизить вероятность возникновения

побочных эффектов, а также придать формуля-
ции новые свойства: адресная доставка, замед-
ленное высвобождение или высвобождение под
действием внешнего фактора (температуры, из-
менения рН, облучения света и т.д.), влияние на
проницаемость биомембран для лекарственной
субстанции.

На сегодняшний день одним из перспектив-
ных видов носителей лекарств являются цикло-
декстрины (ЦД) – циклические олигосахариды,
образованные несколькими D-глюкопиранозны-
ми остатками [1]. ЦД имеют форму усеченного
конуса с внешней гидрофильной поверхностью и
внутренней гидрофобной полостью. Такое строе-
ние ЦД обуславливает их способность формиро-
вать комплексы включения типа “гость-хозяин”
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со многими гидрофобными веществами, в том
числе и с лекарственными молекулами. Включе-
ние в полость ЦД способствует увеличению рас-
творимости и стабильности гидрофобной моле-
кулы, устранению неприятных запахов и вкусов,
а также обеспечению защиты от деградации мик-
роорганизмами [2–4].

В зависимости от размера лекарственной мо-
лекулы возможно использование одного из трех
типов ЦД (α-ЦД, β-ЦД или γ-ЦД), различаю-
щихся количеством D-глюкопиранозных остат-
ков и, следовательно, размером внутренней поло-
сти. Большинство лекарственных молекул имеют в
своей структуре небольшие гидрофобные арома-
тические фрагменты (например, фторхинолоны,
ибупрофен, хлорамфеникол и др.), поэтому наи-
более часто используются производные на основе
β-ЦД [5]. Введение заместителей изменяет физи-
ко-химические свойства самого β-ЦД, значитель-
но повышая его растворимость, а также влияет на
стабильность его комплексов, поскольку новая
функциональная группа может образовывать до-
полнительные связи с молекулой “гостя” [6–8].

Среди всех производных β-ЦД наиболее ши-
рокое применение в медицине имеет 2-гидрокси-
пропил β-ЦД (ГПЦД). ГПЦД обладает высокой
растворимостью в воде (больше 600 мг/мл), спо-
собен образовывать стабильные комплексы вклю-
чения с широким спектром лекарственных препа-
ратов. Безопасность ГПЦД была доказана in vivo,
на сегодняшний день на фармацевтическом рын-
ке существует несколько лекарственных форму-
ляций на основе комплексов ГПЦД [2, 4].

Широкое применение ЦД в фармацевтике обу-
слoвливает необходимость глубокого изучения их
способности взаимодействовать с биологическими
мембранами. Известно, что в ряде случаев встраи-
вание различных полимерных макромолекул в ли-
пидный бислой или их адсорбция на поверхности
могут вызывать существенные изменения свойств
биологической мембраны: ее проницаемости, мик-
ровязкости, скорости диффузии латеральной ли-
пидных молекул и скорости “флип-флопа”. Эти
явления могут приводить к значительным изме-
нениям в состоянии и жизнедеятельности клет-
ки, вызывая активацию или ингибирование фер-
ментов, влияя на клеточный гомеостаз, влиять на
тромбогенность липидной мембраны [9, 10].

ЦД не способны проникать сквозь биологиче-
ские барьеры, однако их производные могут сор-
бироваться на клеточной мембране и в ряде случа-
ев извлекать из бислоя липиды, в том числе, холе-
стерин, что приводит к нарушению целостности
мембраны [1, 11]. Однако в целом эффект на фи-
зико-химические свойства мембраны чаще всего
является мягким и обратимым. Возникновение
дефектов в бислое под действием ЦД приводит к
улучшению проникновения лекарственных пре-

паратов сквозь мембрану и увеличивает их биодо-
ступность [12].

В настоящее время механизм взаимодействия
производных ЦД с липидами в бислое, как и вли-
яние комплексообразования ЦД с лекарственны-
ми молекулами на проницаемость биомембран
для этих лекарственных субстанций, недостаточ-
но изучен. Определение эффективности связыва-
ния и основных сайтов взаимодействия липосом
с ЦД необходимо для разработок высокоэффек-
тивных систем доставок лекарственных препара-
тов на основе ЦД с улучшенной биодоступно-
стью. Для установления механизма взаимодей-
ствия производных ЦД с липидным бислоем в
работе рассмотрено влияние ГПЦД на состояние
и целостность липосом различного состава спек-
троскопическими методами, главным образом, с
помощью метода ИК-спектроскопии Фурье. Ме-
тодом КД спектроскопии изучено влияние ГПЦД
на механизм взаимодействия лекарственной суб-
станции – левофлоксацина (ЛВ) с липосомами,
что крайне важно при разработке систем достав-
ки лекарств с использованием производных ЦД.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для детального исследования механизма взаи-

модействия ГПЦД нейтральными (100% ДПФХ)
и анионными (ДПФХ/КЛ = 80/20%) липосома-
ми, а также для установления основных сайтов
связывания в комплексе липосомы-ГПЦД, был
применен метод ИК спектроскопии Фурье. ИК
спектроскопия является высокоинформативным
методом исследования состояния бислоя, посколь-
ку позволяет следить за изменениями состояния
каждой функциональной группы липидов и их
лигандов, и предоставляет ценную информацию об
физико-химических свойствах мембраны, напри-
мер, о подвижности гидрофобных цепей [14, 15].

Исследование систем липосомы-ГПЦД
методом ИК спектроскопии Фурье

В ИК-спектре как монокомпонентных ней-
тральных (100% ДПФХ, рис. 1а), так и двухком-
понентных анионных (ДПФХ/КЛ = 80/20%) ли-
посом присутствуют высокоинтенсивные полосы
поглощения 2919 и 2851 см–1, соответствующие ас-
симетричным и симметричным валентным коле-
баниям CH2 групп гидрофобных цепей липидов.
Полосы поглощения 1727–1740 и 1220–1230 см–1

характерны для колебаний С=О и асимметрич-
ных валентных колебаний фосфатных групп со-
ответственно [13].

В ИК-спектре ГПЦД (рис. 1б) наиболее ин-
тенсивная полоса поглощения при 1032 см–1 со-
ответствует колебаниям С–О–С связи. Кроме то-
го, аналитически значимыми могут быть полосы
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поглощения в диапазоне 3000–2750 см–1, соответ-
ствующие колебаниям СН3 и СН2 группам. Сле-
дует отметить, что наиболее интенсивные полосы
поглощения липосом находятся в области боль-
ших волновых чисел, в то время как для ГПЦД –
в области малых, что делает ИК-спектроскопию
более привлекательным методом для анализа си-
стем, содержащих оба компонента, с точки зре-
ния исключения перекрывания полос. В настоя-
щей работе для исследования состояния бислоя в
присутствии ГПЦД из ИК-спектра системы ли-
посомы-ГПЦД вычитался ИК-спектр ГПЦД и
были определены положения основных полос по-
глощения липидов.

Для получения комплексов липосомы-ГПЦД
к суспензии липосом (5 мг/мл) добавляли ГПЦД
в диапазоне значений концентрации от 20 до
60 мг/мл. Для того чтобы определить роль фазо-
вого состояния липидной мембраны на механизм
взаимодействия липидного бислоя с ГПЦД варьи-
ровали температуру предварительной инкубации
комплексов (25, 37 или 50°С): при 25°C липосомы
(100% ДПФХ и 80/20% ДПФХ/КЛ) находятся в
гелеобразном состоянии, вблизи 37°C – в состоя-
нии фазового перехода, а при 50°C как анионные,
так и нейтральные липосомы находятся в жидко-
кристаллическом состоянии [13]. После инкуба-
ции комплексы охлаждали до комнатной темпера-
туры и регистрировали ИК-спектры. В табл. 1 при-
ведены положения полос ИК-спектров комплексов
нейтральных липосом (100% ДПФХ) с ГПЦД при
различных условиях инкубации. Важно отметить,
что сдвиг полосы поглощения в ИК-спектре бо-
лее, чем на 1 см–1 является аналитически значи-
мым [14, 16].

Согласно полученным данным, при темпера-
туре инкубации 25°C с ГПЦД положения полос по-
глощения в ИК-спектрах липосом (100% ДПФХ)

существенным образом не изменяются вне зави-
симости от концентрации циклодекстрина. Веро-
ятно, это свидетельствует об отсутствии или не-
значительности взаимодействия между ГПЦД с
мембраной в гелеобразном состоянии, характе-
ризующимся ограниченной подвижностью гид-
рофобных цепей в бислое.

Иная картина наблюдается при предваритель-
ной инкубации с нагревом. Установлено, что наи-
более выраженные сдвиги полос поглощения в
ИК-спектре липосом наблюдаются при темпера-
туре предварительной инкубации 50°C и наибо-
лее высокой концентрации ГПЦД – 60 мг/мл
(рис. 2). Липосомы при данной температуре нахо-
дятся в жидкокристаллическом состоянии и об-
ладают высокой подвижностью ацильных цепей в
бислое.

Согласно табл. 1 в данных условиях наиболее
выраженные изменения наблюдаются для поло-
сы поглощения асимметричных валентных фос-
фатной группы: существенный высокочастотный
сдвиг указывает на снижение степени гидратации
данных функциональных групп, по-видимому, за
счет образования водородных связей со стериче-
ски наиболее доступными гидроксипропильны-
ми группами молекул ГПЦД.

Полосы поглощения асимметричных и сим-
метричных валентных колебаний CH2 групп пре-
терпевают значительный низкочастотный сдвиг,
указывающий на снижение подвижности гидро-
фобных цепей при связывании с ГПЦД. По-ви-
димому, в процессе инкубации комплекса при
50°С циклодекстрин не только адсорбируется на
поверхности липосом, но и заглубляется в “раз-
мягченный бислой”, что при приводит к сниже-
нию подвижности гидрофобных цепей после
охлаждения до комнатной температуры.

Рис. 1. (а) ИК-спектр липосом из дипальмитоилфосфатидилхолина, Слипидов = 5 мг/мл, pH 7.4. (б) ИК-спектр 2-гид-
роксипропил β-циклодекстрина, Cгпцд = 50 мг/мл, рН 7.4.
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Данная гипотеза подтверждается и данными
по взаимодействию липосом с ГПЦД при предва-
рительной инкубации при 37°С, где наблюдаются
аналогичные сдвиги полос поглощения, но выра-

женные в меньшей степени. В то же время, поло-
са νasCH2 уже смещается в область меньших вол-
новых чисел, что свидетельствует о существен-
ном снижении подвижности липидов в бислое.

Таким образом, для образования комплекса
ДПФХ 100% липосом с ГПЦД необходимо, чтобы
везикулы находились в состоянии фазового пере-
хода или жидкокристаллическом состоянии. Кро-
ме того, концентрация ГПЦД должна быть не ме-
нее 40 мг/мл. Полученные результаты подтвер-
ждают литературные данные [5, 11, 16], что ГПЦД
является одним из наиболее безопасных и не ток-
сичных производных β-ЦД по отношению к мем-
бране – для достижения заметного изменения фи-
зико-химических свойств необходимы предвари-
тельный нагрев и высокие концентрации ЦД.

Иная картина наблюдается при взаимодей-
ствии ГПЦД с двухкомпонентными анионными
липосомами, содержащими 20% кардиолипина
(КЛ), где помимо привнесения отрицательного
заряда фосфатных групп, “конусообразный” КЛ
разрыхляет бислой, способствуя образованию
дефектов и снижая температуру фазового пере-
хода [17]. Положение полос поглощения в ИК-
спектре липосом в условиях образования ком-
плекса с ГПЦД (СГПЦД = 60 мг/мл, инкубация при
50°С) в зависимости от липидного состава (100%

Таблица 1. Положения полос поглощения в ИК-спектре липосом (100% ДПФХ) при различных температурах
инкубации с 2-гидроксиропил β-циклодекстрином, см–1. В скобках дополнительно указаны обнаруженные плечи
полос. 0.02 М натрий-фосфатный буферный раствор, рН 7.4, 22°С

Полоса поглощения Без инкубации
Температура предварительной инкубации комплексов

25°С 37°С 50°С

СГПЦД = 20 мг/мл
νas (CH2) 2919.3 ± 0.2 2919.3 ± 0.2 2919.0 ± 0.2 2918.8 ± 0.2
νs (CH2) 2849.9 ± 0.2 2850.6 ± 0.2 2850.8 ± 0.2 2851.3 ± 0.2

1222.5 ± 0.2 1225.0 ± 0.2 1225.9 ± 0.2 1226.6 ± 0.2

ν (C=O) 1733.4 ± 0.2 1732.8 ± 0.2 1732.7 ± 0.2 1731.5± 0.2
СГПЦД = 40 мг/мл

νas (CH2) 2919.4 ± 0.2 2919.6 ± 0.2 2919.3 ± 0.2 2918.8 ± 0.2
νs (CH2) 2850.8 ± 0.2 2849.9 ± 0.2 2850.7 ± 0.2 2850.0 ± 0.2

1223.6 ± 0.2 1224.7 ± 0.2 1228.5 ± 0.2 1233.6 ± 0.2

ν (C=O) 1733.5 ± 0.2 1734.2 ± 0.2 1732.4 ± 0.2 1731.8 ± 0.2
СГПЦД = 60 мг/мл

νas (CH2) 2919.1 ± 0.2 2919.8 ± 0.2 2917.1 ± 0.2 2917.8 ± 0.2
νs (CH2) 2851.2 ± 0.2 2851.3 ± 0.2 2851.3 ± 0.2 2850.1 ± 0.2

1222.6 ± 0.2 1223.9 ± 0.2 1224.0 ± 0.2
(1214.0 ± 0.2)

1242.7 ± 0.2
(1213.7 ± 0.2)

ν (C=O) 1733.1 ± 0.2 1733.0 ± 0.2 1733.7 ± 0.2 1732.2 ± 0.2

( )2ν PO−

( )2ν PO−

( )2ν PO−

Рис. 2. Положение полос поглощения ассиметрич-
ных и симметричных СН2 групп липосом ДПФХ
100% (1) и комплексов липосом ДПФХ 100% с 2-гид-
роксиропил β-циклодекстрином (60 мг/мл) после ин-
кубации при 50°С (2) и последующего охлаждения.
0.02 М натрий-фосфатный буферный раствор, рН 7.4,
22°С.
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ДПФХ или ДПФХ/КЛ = 80/20%) представлены в
табл. 2.

Взаимодействие анионных липосом (ДПФХ/
КЛ = 80/20%) с ГПЦД обуслoвливает низкоча-
стотные сдвиги полос поглощения  и С=О
групп (табл. 2), что указывает на повышение
степени гидратации полярных групп липидов.
Повышение степени гидратации карбонильных и
фосфатных групп характерно при фазовом пере-
ходе липосом из гель-фазы в жидкокристалличе-
скую фазу. Такие изменения организации липи-
дов в бислое должны сопровождаться увеличени-
ем подвижности алифатических цепей липидов.
Действительно, при образовании комплекса ли-
посом (ДПФХ/КЛ = 80/20%) с ГПЦД наблюдает-
ся высокочастотный сдвиг полосы (табл. 2), соот-
ветствующий асимметричным колебаниям СН2
групп, на 2 см–1, что характерно при разупорядо-
чении мембраны при переходе в жидкокристал-
лическое состояние [18].

Таким образом, в зависимости от липидного
состава возможно два принципиально разных ме-
ханизма взаимодействия ГПЦД с липидным бис-
лоем. Для монокомпонентных липосомальных
систем наблюдается преимущественная адсорб-
ция ГПЦД на поверхности бислоя за счет образо-
вания водородных связей между гидроксильны-
ми группами ГПЦД и фосфатными группами
ДПФХ. Кроме того, в условиях инкубации (50°С)
возможно заглубление ГПЦД в “размягченный
бислой”. Это приводит к снижению подвижности
гидрофобных цепей после охлаждения до ком-
натной температуры. Взаимодействие ГПЦД с
бислоем, содержащим КЛ, напротив, приводит к
увеличению степени гидратации поверхностных
фосфатных и карбонильных групп липидов, а так-
же к увеличению подвижности ацильных цепей в
гидрофобной части липидного бислоя. Подобные
эффекты возможны вследствие образования де-
фектов в мембране, которые обусловлены неод-
нородностью липидного состава (“конусообраз-

2РО−

ной” геометрией КЛ), а также формированием
микрофаз, обогащенных и обедненных КЛ [13].
Кроме того, в таких системах может происходить
извлечение липидов из бислоя: так в литературе
описано извлечение дипальмитоилфосфатидилхо-
лина, 1-пальмитоил-2-олеоил-sn-глицеро-3-фос-
фохолина, холестерина, дегидроэргостерола и дру-
гих фосфолипидов из липосом и липидных моно-
слоев под действием ЦД и их производных [11].
Более того, в экспериментах in vitro (Mycobacteri-
um sp.) было показано, что ЦД извлекают липиды
из клеточной стенки, тем самым повышая ее про-
ницаемость для лекарственных молекул [19].

Влияние ГПЦД на температуру
фазового перехода липосом

Для более глубокого понимания молекулярно-
го механизма взаимодействия ГПЦД с бислоем,
содержащим 20% КЛ, было рассмотрено влияние
циклодекстрина на процесс фазового перехода в
анионных липосомах. Температура фазового (Тm)
перехода является ключевой характеристикой ли-
посомальной мембраны, описывающей состоя-
ние бислоя. Наиболее чувствительными к фазо-
вому переходу в ИК-спектре липосом являются
полосы поглощения гидрофобных цепей липи-
дов. Ранее было показано, что положение полос
ассиметричных колебаний СН2 групп зависит от
подвижности ацильных цепей: низкочастотный
сдвиг указывает на более плотную упаковку ли-
пидов в бислое, а высокочастотный сдвиг свиде-
тельствует о разупорядочивании бислоя [20].

Нейтральные липосомы (100% ДПФХ) харак-
теризуются температурой фазового перехода (Тm)
в диапазоне от 40 до 44°С [14, 18]. Термограмма ани-
онных липосом, содержащих КЛ (ДПФХ/КЛ =
= 80/20%), позволяет обнаружить основной фа-
зовый переход при ~35–37°С и предварительный
переход при 27–30°С (рис. 3), что свидетельствует
о сосуществовании двух смешанных микрофаз,
имеющих разное соотношение ДПФХ/КЛ. Ранее

Таблица 2. Положение полос поглощения в ИК-спектре липосом (100% ДПФХ и 80% ДПФХ/20% КЛ) в присут-
ствии ГПЦД (60 мг/мл), температура предварительной инкубации 50°С. 0.02 М натрий-фосфатный буферный
раствор, рН 7.4, 22°С

Колебания 
связей

Липосомы
(ДПФХ), см–1

Липосомы (ДПФХ) + 
+ ГПЦД, см–1

Липосомы 
(ДПФХ/КЛ), см–1

Липосомы (ДПФХ/КЛ) + 
+ ГПЦД, см–1

100% DPPC 80% DPPC/20% CL

νas (CH2) 2919.1 ± 0.2 2917.8 ± 0.2 2919.2 ± 0.2 2921.1 ± 0.2
νs (CH2) 2851.2 ± 0.2 2850.1 ± 0.2 2851.5 ± 0.2 2852.5 ± 0.2

1222.6 ± 0.2 1242.7 ± 0.2
(1213.7 ± 0.2)

1225.0 ± 0.2 1222.0 ± 0.2

ν (C=O) 1733.1 ± 0.2 1732.2 ± 0.2 1739 ± 0.2 1738.2 ± 0.2
(1723 ± 0.2)

( )2ν PO−



510

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 5  2020

СКУРЕДИНА и др.

существование таких микрофаз для двухкомпо-
нентных липосом (ДПФХ/КЛ) было продемон-
стрировано методом дифференциальной сканиру-
ющей калориметрией [13]. Согласно литератур-
ным данным фаза с более низким содержанием
КЛ имеет более высокую температуру фазового
перехода (35–37°С).

Образование комплекса липосомы-ГПЦД обу-
слoвливает выраженные изменения в термограм-
ме: на начальном участке кривой характерно уве-
личение подвижности липидов вблизи температу-
ры плавления микрофазы обогащенной КЛ (27°С),
далее наблюдается выраженный минимум на 37°С,
т.е. снижение подвижности липидов вблизи тем-
пературы плавления микрофазы с низким содер-
жанием КЛ. По-видимому, связывание ГПЦД с
микрофазой, обогащенной КЛ, в области первого
фазового перехода (27°С) способствует разупоря-
дочению мембраны и образованию дефектов в
местах гетерогенности. При дальнейшем нагрева-
нии (35–37°С) наблюдается фазовый переход ос-
новной микрофазы – с высоким содержанием
ДПФХ. В этом случае бислой взаимодействует с
ГПЦД по механизму, описанному для 100% ДПФХ
липосом, где, напротив, наблюдается снижение
подвижности ацильных цепей в бислое и стабили-
зация гелеобразного состояния за счет образова-
ния водородных связей фосфатных групп липидов
с ГПЦД (табл. 1). Как следствие, температура фа-
зового перехода комплекса ГПЦД с липидным
кластером с низким содержанием КЛ (высоко-
температурная часть термограммы на рис. 3) су-
щественно выше по сравнению с липосомами в
отсутствие ГПЦД и составляет порядка 39°С, т.е.
близка к липосомальной системе, состоящей из
100% ДПФХ (41°С).

Исследование целостности мембраны
в присутствии ЦД

Для подтверждения гипотезы о возникновении
дефектов в бислое и нарушении целостности мем-
браны под действием ГПЦД было исследовано вли-
яние ГПЦД на целостность липосомальной мем-
браны (ДПФХ/КЛ = 80/20%). Одним из классиче-
ских методов исследования целостности бислоя
является исследование высвобождения красите-
лей из везикул, например, флуорексона [21] и 6-
карбоксифлуоресцеина [22], под действием внеш-
них агентов в условиях, близких к физиологиче-
ским (перемешивание, 37°С).

В данной работе были получены липосомы,
(ДПФХ/КЛ = 80/20%) загруженные индикатором
фенолфталеином (ФФ) при рН 7.4. Липосомаль-
ная суспензия помещалась в диализный мешок и
во внешний раствор натрий-боратного буферного
раствора с рН 10.7. Поскольку раствор ФФ являет-
ся бесцветным в нейтральных рН, а в щелочных
условиях приобретает малиновую окраску, высво-
бождение ФФ из липосом должно сопровождать-
ся увеличением интенсивности окраски внешне-
го раствора. Для детектирования красителя реги-
стрировались УФ спектры: в спектре ФФ
(боратный буфер рН 10.7) присутствует широкий
пик поглощения с максимумом при длине волны
550 нм (рис. 4а).

Поскольку ионы буферных систем имеют ма-
ленькие размеры, то они способны проникать
сквозь диализную мембрану, что с течением вре-
мени приводит к формированию градиента рН на
границе растворов. Такое изменение микроокру-
жения липосом может приводить к нарушению их
стабильности без воздействия дополнительных ве-
ществ. Действительно, наблюдается постепенное
высвобождение 30% красителя из контрольных ли-
посом в течение 2 ч (рис. 4б). Добавление к липосо-
мам поверхностно-активного вещества ТритонХ-
100 приводит к 100% высвобождению красителя в
течение 15 мин. Столь быстрое высвобождение
обусловлено полным разрушением липосомаль-
ного бислоя под действием детергента.

Связывание ГПЦД, как было показано мето-
дом ИК-спектроскопии Фурье, способно приво-
дить к разупорядочению мембраны. При введе-
нии ГПЦД в суспензию липосом, загруженных
индикатором, на начальном участке наблюдается
ускоренное (по сравнению с контрольной систе-
мой) высвобождение: 30% ФФ высвобождается за
20 мин. Полное высвобождение ФФ происходит
спустя 90 мин. Таким образом, взаимодействие
ГПЦД с микрофазой КЛ приводит к возникнове-
нию в бислое дефектов, что обуславливает высво-
бождение веществ как из мембраны, так и воз-
можность проникновения других внутрь.

Рис. 3. Термограмма контрольных липосом
(1, ДПФХ/КЛ = 80/20%) и комплекса липосомы-
ГПЦД (2, Сгпцд = 60 мг/мл). 0.02 М натрий-фос-
фатный буферный раствор, рН 7.4.
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Исследование адсорбции комплексов
ГПЦД-левофлоксацин на липосомальном бислое

Поскольку нами был обнаружен эффект нару-
шения целостности мембраны (37°С, ДПФХ/КЛ =
= 80/20%) под действием ГПЦД было исследо-
вано влияния образования комплекса ГПЦД с
лекарственной молекулой на взаимодействие с
липидным бислоем. Можно ожидать, что ком-
плексообразование лекарственных препаратов с
производными ЦД способно обеспечить облегче-
ние транспорта лекарственных препаратов сквозь
бислой за счет образования дефектов. Для иссле-
дования данного эффекта в качестве лекарствен-
ной молекулы был использован левофлоксацин
(ЛВ) – антибактериальный препарат широкого
спектра действия группы фторхинолонов.

Исследование состояния ЛВ проводили мето-
дом спектроскопии кругового дихроизма (КД),
применимого для исследования биологических
объектов, имеющих хиральные центры [23]. Кро-
ме того, данный метод позволяет получать де-
тальную информацию о состоянии лекарствен-
ной молекулы в изучаемой многокомпонентной
системе, поскольку ни липосомы, ни ГПЦД не
имеют собственных КД-спектров.

В КД спектре ЛВ наблюдается минимум на дли-
не волны 301 нм (рис. 5а). Образование комплекса
ЛВ с ГПЦД приводит к сдвигу КД спектра в сто-
рону больших длин волн на 1 нм. Механизм обра-
зования комплексов фторхинолонов с производ-
ными ЦД заключается в погружении ароматиче-
ского фрагмента лекарства внутрь гидрофобной
полости ЦД [6]. Таким образом, сдвиг в КД спек-
тре ЛВ свидетельствует об изменении его микро-
окружения на более гидрофобное. Действительно,
красный сдвиг полосы характерен для комплек-
сов ЛВ с каликсаренами [24], кроме того в незави-
симом эксперименте нами было показано, что в

более гидрофобном растворителе (ДМСО) КД-
спектр ЛВ имеет минимум на 305 нм.

При добавлении ЛВ к анионным двухкомпо-
нентным липосомам (ДПФХ/КЛ = 80/20%), на-
против, наблюдается существенный сдвиг поло-
сы в сторону меньших длин волн с 301 нм до
294 нм (рис. 5б). Такие изменения могут быть
обусловлены увеличением степени гидратации
ЛВ или, что более вероятно, к изменению в состо-
янии ионизации ЛВ. Так, на примере липосомаль-
ной формуляции другого фторхинолона – мок-
сифлоксацина [13] было показано, что взаимо-
действие положительно заряженного гетероцикла
фторхинолона (при рН 7.4) с фосфатными груп-
пами КЛ на поверхности липосом приводит к
аналогичным изменениям в КД-спектре. Наибо-
лее вероятно, что добавление ЛВ к суспензии ли-
посом приводит к адсорбции ЛВ на поверхности
бислоя за счет электростатических взаимодей-
ствий противоположно заряженных фосфатных
групп липосом КЛ и азота в гетероцикле молеку-
лы ЛВ (рис. 5а).

Насыщение поверхности бислоя молекулами
ЛВ наблюдается при трехкратном мольном из-
бытке по отношению к липидам, при дальнейшем
увеличении содержания ЛВ изменения положе-
ния полосы поглощения ЛВ в КД-спектре не про-
исходит.

При добавлении комплекса ЛВ-ГПЦД к липо-
сомам наблюдались аналогичные изменения в по-
ложении КД-спектра ЛВ (сдвиг полосы в сторону
меньших длин волн). Однако по сравнению со
свободным ЛВ происходит намного более выра-
женный синий сдвиг – на 11 нм. Столь значимое
изменение положения пика ЛВ указывает на бо-
лее эффективное взаимодействие ЛВ с поверхно-
стью бислоя. Кроме того, насыщение наблюдает-
ся для мольного избытка ЛВ по отношению к ли-

Рис. 4. (а) УФ-спектр фенолфталеина 10–7 М, рН 10.7. (б) Кинетика высвобождения фенолфталеина из липосом (1),
под действием 2-гидроксипропил β-циклодекстрина (2), ТритонаХ-100 (3), 37°С.
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пидам равного 5. Т.е. в присутствие ГПЦД на
поверхности липосом образуется больше доступ-
ных участков связывания для ЛФ.

Комплекс ЛВ-ГПЦД образуется за счет погру-
жения карбоксильной группы и ароматического
фрагмента ЛВ внутрь полости ЦД. Положительно
заряженный гетероцикла фторхинолона (рис. 5)
расположен вне полости ГПЦД [6] и может участ-
вовать в образовании прочных электростатиче-
ских взаимодействий с фосфатными группами
липидов. Способность ГПЦД взаимодействовать с
бислоем и вызывать в нем дефекты обуславливает
значительное увеличение адсорбции лекарствен-
ной молекулы на поверхности липосом, что не до-
стигается в случае свободного лекарства. Этот
механизм может лежать в основе увеличения био-

доступности фторхинолона включенного в ком-
плекс с производными ЦД.

Исследование влияния ГПЦД
на антибактериальную активность 

левофлоксацина

Для контроля влияния образования комплек-
са с ГПЦД на биологическую активность в рабо-
те исследована антибактериальная активность ЛВ-
ГПЦД в сравнении со свободным ЛВ на штамме
Escherichia coli MH-1. Определены минимальные
ингибирующие концентрации (МИК) фторхино-
лона в данных системах. Для этого из твердой пи-
тательной среды с нанесенной бактериальной куль-
турой были вырезаны кусочки агара диаметром
9 мм. В лунку помещался образец (свободный
ЛВ или комплекс ЛВ-ГПЦД в фосфатном буфе-
ре рН 7.4). Спустя 24 ч инкубации были оценены
диаметры ингибирующего действия (рис. 6, табл. 3).
Согласно полученным данным антибактериаль-
ная активность ЛВ (свободный и в комплексе)
имеет концентрационную зависимость, что под-
тверждает специфичность действия антибакте-
риального препарата. МИК свободного ЛВ со-
ставляет 0.2 мкг/мл. Комплекс ЛВ-ГПЦД харак-
теризуется чуть большими значениями диаметров
ингибирующего действия, чем свободный ЛВ, что,
по-видимому, обусловлено более эффективным
взаимодействием ГПЦД с мембраной клеток. Зна-
чение МИК для образца ЛВ-ГПЦД (0.17 мкг/мл)
практически не отличается (в пределах погреш-
ности) от таковой для свободного ЛВ.

Следует отметить, что свободные ЦД не про-
никают сквозь мембраны клеток [11]. Однако,
взаимодействие ГПЦД с мембраной за счет обра-

Рис. 5. (а) КД-спектр свободного левофлоксацина (1) С = 2 × 10–3 М и левофлоксацина, адсорбированного на поверх-
ность липосом (ДПФХ/КЛ = 80/20%) (2), рН 7.4. (б) Положение минимума в КД-спектре левофлоксацина (2) и лево-
флоксацина, связанного в комплекс с 2-гидроксипропил β-циклодекстрина (1), адсорбированного на поверхность
липосом (ДПФХ/КЛ = 80/20%)), 37°С, рН 7.4.
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Таблица 3. Значение диаметров ингибирующего дей-
ствия левофлоксацина и его комплекса на E. coli на
твердых питательных средах, инкубация 24 ч при 37°С,
0.02 М натрий-фосфатный буферный раствор, рН 7.4

№ СЛВ, мкг/мл ЛВ Комплекс
ЛВ + ГПЦД

Контроль 0 – –

1 0.05 – –

2 0.1 – –

3 0.2 11 ± 0.5 12 ± 0.5

4 1 22 ± 0.5 24 ± 0.5
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зования дефектов в бислое может обуславливать
увеличение проникновения молекул ЛВ сквозь
мембрану, что происходит после диссоциации ком-
плекса. Таким образом, взаимодействие ГПЦД
не снижает антибактериальную активность ЛВ, а
имеет тенденцию к усилению действия препарата.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты. 2-Гидроксипропил-β-циклодекстрин,
фенолфталеин, левофлоксацин, ТритонХ-100 –
Sigma-Aldrich (США); дипальмитоилфосфати-
дилхолин (ДПФХ), кардиолипин (1',3'-бис[1,2-
дипальмитоил-sn-глицеро-3фосфо]-глицерол,
КЛ) – Avanti Polar Lipids (США), соли для приго-
товления буферных растворов – ЭкоСервис (Рос-
сия), соляная кислота – Реахим (Россия).

Получение липосом. Из раствора липидов в хло-
роформе в концентрации 25 мг/мл ДПФХ или
ДПФХ/КЛ (80/20%) (в весовом соотношении)
удаляли органический растворитель на вакуумном
роторном испарителе при температуре 55°С. По-
лученную тонкую пленку липидов диспергирова-
ли в 0.02 М натрий-фосфатном буфере (pH 7.4) для
достижения концентрации липидов 5 мг/мл. Да-
лее раствор подвергали воздействию ультразвука
(22 кГц) в течение 600 с (3 × 200 с) в непрерывном
режиме на диспергаторе 4710 “Cole-Parmer Instru-
ment” (США) при температуре 50–55°С.

Получение липосом, загруженных фенолфталеи-
ном. Включение в липосомы индикатора прово-
дили методом пассивной загрузки. Тонкую ли-

пидную пленку диспергировали в растворе 0.01 М
фенолфталеина в 0.02 М натрий-фосфатном бу-
ферном растворе (pH 7.4). Далее раствор подвер-
гали воздействию ультразвука (22 кГц) в течение
600 с (3 × 200 с) в непрерывном режиме на диспер-
гаторе 4710 “Cole-Parmer Instrument” (США) при
температуре 50–55°С. Суспензию объемом 3 мл
переносили в диализный мешок Orange Scientific
(MWCO 3.5 кДа), который помещали в 500 мл
0.02 М натрий-фосфатного буферного раствора
(pH 7.4). Диализ проводили в течение 1 ч с дву-
кратной сменой внешнего буферного раствора.

Получение комплексов липосом с ГПЦД. К полу-
ченной суспензии липосом добавляли раствор
2-гидркосипропил β-циклодекстрина (200 мг/мл)
для достижения концентрации ГПЦД в итоговой
системе 20 мг/мл, 40 мг/мл или 60 мг/мл. Образ-
цы инкубировали при перемешивании в тече-
ние суток при температуре 25, 37 или 50°С. Пе-
ред регистрацией ИК-спектров системы охла-
ждались до комнатной температуры.

Регистрация термограмм. Регистрировали ИК-
спектры липосом ДПФХ/КЛ = 80/20% (5 мг/мл)
или липосом в присутствии ГПЦД (60 мг/мл) в
интервале температур 20–50°С. Определяли зави-
симость положения характеристических полос по-
глощения асимметричных колебаний CH2 групп
от температуры.

Получение комплексов 2-гидроксипропил β-цик-
лодекстрина с левофлоксацином. К 0.02 М раствору
левофлоксацина в солянокислом буферном рас-
творе (рН 4.0) добавляли 0.02 М раствор ГПЦД в

Рис. 6. Диаметры ингибирующего действия левофлоксацина (а) и его комплекса с 2-гидроксипропил β-циклодекс-
трином (б) на E.coli при концентрации левофлоксацина 0.05 (1), 0.1 (2), 0.2 (3) и 1 (4) мкг/мл, инкубация 24 ч при 37°С,
0.02 М натрий-фосфатный буферный раствор, рН 7.4.
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том же буферном растворе для достижения моль-
ного соотношения ГПЦД : левофлоксацин = 1 : 1.
Комплекс инкубировали при перемешивании в
течение 1 ч при 37°С. Для проведения экспери-
ментов по исследованию взаимодействия ком-
плекса с поверхностью липосом, раствор разбав-
ляли в 10 раз 0.02 М натрий-фосфатным буфером
с контролем сохранности комплекса (рН 7.4) [6].

Изучение высвобождения фенолфталеина из ли-
посом. 1 мл раствора липосом (5 мг/мл липидов,
ДПФХ : КЛ = 80 : 20), загруженных фенолфтале-
ином, переносили в диализный мешок Orange
Scientific (MWCO 3.5 кДа), который помещали в
1 мл 0.02 М натрий-боратного буфера (рН 10.7).
Растворы ГПЦД или ТритонаХ-100 добавляли к
раствору липосом и помещали в диализный ме-
шок. Системы инкубировались в течение 2 ч при
перемешивании и температуре 37°С. Через опре-
деленные промежутки времени регистрировали
УФ спектры внешнего раствора.

Исследование антибактериальной активности
левофлоксацина и его комплекса с ГПЦД in vitro.
Определение минимальной ингибирующей кон-
центрации образцов ЛВ проводили на штамме
Escherichia coli MH-1 (Michael Hall, США [25]).
Бактерии культивировали в жидкой среде Luria-
Bertani в течение 24 ч. Далее 500 мкл культуры
равномерно распределяли по твердой питатель-
ной среде (Luria-Bertani) на чашке Петри; через
20 мин вырезали диски диаметром 9 мм. 50 мкл
образца помещали в лунки и через 30 мин чашки
Петри помещали в инкубатор 37°С. Спустя 24 ч
были измерены диаметры ингибирования (отсут-
ствия) роста бактерий.

УФ-спектры регистрировали на спектрометре
УФ- и видимого диапазона AmerSharm Bioscienc-
es UltraSpec 2100 pro трижды в интервале от 200 до
400 нм в кварцевой кювете Hellma Analytics.

ИК-спектры регистрировали на ИК-спектро-
метре Фурье Tensor 27 “Bruker” (Германия), осна-
щенного MCT-детектором, охлаждаемым жидким
азотом, с термостатом фирмы “Huber” (США).
Измерения проводили в термостатируемой ячей-
ке нарушенного полного внутреннего отражения
(НПВО, BioATR-II, “Bruker”, Германия) с ис-
пользованием кристалла однократного отраже-
ния ZnSe, при 22°C и постоянной скорости про-
дувки системы сухим воздухом аппаратом “Jun-
Air” (Германия). На кристалл ячейки НПВО нано-
сили аликвоту (50 мкл) образца, спектр регистри-
ровали трижды в интервале от 4000 до 950 см–1, с
разрешением 1 cм–1; производили 70-кратное
сканирование и усреднение. Фон регистрировали
аналогично. Спектры анализировали с помощью
программы Opus 7.0.

Спектры кругового дихроизма регистрировали с
помощью спектрометра J-815 фирмы “Jasco” (Япо-
ния), оснащенного термостатируемой ячейкой.
Измерения проводили в диапазоне длин волн
260–350 нм при температуре 25°C в кварцевой
кювете (l = 1 мм). Проводили трехкратную реги-
страцию спектров шагом в 1 нм.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследован механизм взаимодействия 2-гид-
роксипропил β-циклодекстрина с липосомальным
бислоем. Методом ИК-спектроскопии Фурье уста-
новлено, что для получения комплексов липо-
сомы-ЦД необходима концентрация ГПЦД не
менее 40 мг/мл и, чтобы липосомы находились в
состоянии фазового перехода или жидкокристал-
лическом состоянии. В зависимости от состава
липосом возможны два механизма взаимодей-
ствия ГПЦД с бислоем: для нейтральных моно-
компонентных липосом характерно взаимодей-
ствие ГПЦД с фосфатными группами липидов с
образованием водородных связей за счет гидрок-
сипропильных заместителей в ГПЦД, что обуслав-
ливает связывание ЦД на поверхности липосом и
последующее заглубление ЦД в “размягченный
бислой”. Данный процесс сопровождается сни-
жением подвижности липидов в бислое и стаби-
лизацией гелеобразного состояния.

Для анионных двухкомпонентных липосом при
взаимодействии с ГПЦД показано выраженное
расслоение системы на микрофазы с разным со-
держанием КЛ и разной температурой фазового
перехода. В области плавления микрофазы обога-
щенной КЛ в присутствие ГПЦД наблюдается
увеличение степени гидратации поверхностных
групп и увеличение подвижности ацильных це-
пей липидов за счет разупорядочения мембраны
под действием ГПЦД. Взаимодействие ГПЦД с
микрофазой обогащенной ДПФХ, напротив, при-
водит к стабилизации гелеобразного состояния
этой микрофазы и, соответственно, к увеличению
температуры основного фазового перехода Тm. Де-
стабилизация мембраны в областях гетерогенно-
сти под действием ГПЦД обуслoвливает наруше-
ние целостности липидного бислоя и вытекание
индикатора во внешнюю среду. Однако наруше-
ние целостности мембраны не столь выражено,
как под действием модельных поверхностно-ак-
тивных веществ полностью разрушающих мем-
брану. Образование комплексов циклодекстрина
с лекарственной молекулой обуславливает повы-
шенную адсорбцию левофлоксацина на поверх-
ности липосом, и повышенную проницаемость
для лекарственной субстанции, что объясняется
образованием дефектов в биомембране под дей-
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ствием ЦД. Согласно исследованиям in vitro ком-
плексы ЛВ-ГПЦД показывают высокую анти-
бактериальную эффективность по отношению
к клеткам E. coli – не ниже чем демонстрирует
свободный ЛВ.
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СКУРЕДИНА и др.

The Regulation of Lipid Membranes’ Properties by Interaction
with 2-Hydroxypropyl β-Cyclodextrin. Molecular Details

A. A. Skuredina*, #, A. S. Tychinina*, I. M. Le-Deygen*, N. G. Belogurova*, and E. V. Kudryashova*
#Phone: +7 (495) 939-34-34; e-mail: skuredinanna@gmail.com

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

The work is devoted to the study of the mechanism of 2-hydroxypropyl β-cyclodextrin (HPCD) interaction
with a liposomal bilayer. The main binding sites of HPCD on the surface of neutral liposomes based on di-
palmitoylphosphatidylcholine (DPPC) are phosphate groups of lipids. Complex formation with HPСВ leads
to stabilization of the gel state in monocomponent liposomes. The inclusion of the anionic component – car-
diolipin (CL, 20%) in the bilayer yields a change in the mechanism of liposome-HPCD interaction: the lipid
disorder is observed, leading to membrane integrity disturbance, which result in the dye release (phenol-
phthalein) loaded into the liposomes. The effect of HPCD on the process and phase transition parameters of
anionic liposomes was studied using thermograms obtained on the basis of the change in the position of the
absorption bands of lipid acyl chains in the FTIR spectrum of liposomes. A stratification of DPPC/CL
(80%/20%) bilayer into two microphases with different cardiolipin content was detected. HPCD causes more
pronounced stratification in the bilayer: membrane destabilization near the melting point of CL-rich micro-
phase and vice versa, a decrease in lipid mobility in regions with a low CL content. Studying the effect of HPCD
on the interaction of an antibacterial drug – levofloxacin (LV) with a lipid bilayer, it was found that the com-
plexation of drug molecules with HPCD leads to an increase in the efficiency of drug adsorption on the sur-
face of bilayer and might facilitate the transport of drugs through the bilayer due to the formation of defects
in the membrane, while LV in the complex with HPCD shows high antibacterial efficiency in vitro on E. coli,
not lower than in comparison with free LV.

Keywords: cyclodextrins, liposomes, FTIR spectroscopy, CD spectroscopy, phase transition, antibacterial activity
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