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Изучено взаимодействие антибактериального препарата левофлоксацина с липидным бислоем раз-
личного состава: 100%-ный дипальмитоилфосфатидилхолин и с добавлением 20% кардиолипина.
Для монокомпонентных липосом обнаружено заглубление левофлоксацина в приполярную об-
ласть на границе раздела фаз липид–вода. Установлена роль анионного липида в механизме взаи-
модействия активной молекулы с бислоем: левофлоксацин входит в микроокружение фосфатной
группы, вытесняя воду, и не продвигается вглубь гидрофобной части бислоя. Впервые проведено
изучение микроокружения левофлоксацина в липосоме методами ИК- и КД-спектроскопии. По-
добный подход на основе сочетания нескольких спектральных методов открывает перспективы ди-
зайна новых лекарственных свойств и возможности предсказания характера взаимодействия актив-
ных молекул с биомембранами для прогнозирования их эффективности и потенциальных побоч-
ных эффектов.
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ВВЕДЕНИЕ

Как в России, так и в мире актуальна задача те-
рапии тяжелых инфекционных заболеваний, сре-
ди которых туберкулез и воспаление легких, в том
числе вторичные бактериальные пневмонии,
присоединяющиеся к внебольничным COVID-
ассоциированным случаям. Антибактериальные
препараты фторхинолонового ряда обладают вы-
сокой активностью и широким спектром дей-
ствия, это делает их привлекательными для тера-
пии инфекций легких, что подтверждается, напри-
мер, включением фторхинолона левофлоксацина
в протоколы лечения туберкулеза и вторичных
бактериальных пневмоний. В частности, терапия
левофлоксацином включена в алгоритм назначе-
ния антибактериальной терапии при SARS-CoV-2-
ассоциированном повреждении легких у пациен-
тов с COVID-19.

Для повышения эффективности терапии и
снижения риска возникновения побочных эф-
фектов перспективно ингаляционное введение
левофлоксацина [1]. Проведены клинические ис-
пытания аэрозольного препарата на основе рас-
твора левофлоксацина Aeroquin (MP-376, иден-
тификатор испытания NCT01180634) для борьбы
с инфекциями, в том числе вызываемыми Pseudo-
monas aeruginosa, при фиброзе легких [2], однако
до конечного пациента препарат не дошел (про-
ходит III фазу клинических испытаний). Необхо-
димо создание систем доставки левофлоксацина
для ингаляционного введения, в частности стоит
задача повышения сродство систем доставки к
тканям легкого [1]. Перспективным вариантом
представляются липосомы, строение которых
позволяет включать в них гидрофобные, гидро-
фильные и амфифильные соединения. Для ди-
зайна систем доставки на основе липосомальных
форм левофлоксацина необходимо глубокое по-
нимание механизма взаимодействия липидного
бислоя с активной молекулой. Известно, что ли-
пидный состав мембраны может оказывать суще-
ственное влияние на данный процесс [3]: ранее
такой эффект в нашей лаборатории был показан

Сокращения: ДПФХ – дипальмитоилфосфатидилхолин;
КЛ – кардиолипин; КД-спектроскопия – спектроскопия
кругового дихроизма; ЛФ – левофлоксацин; ЛЛФ – липо-
сомальная форма левофлоксацина.
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для фторхинолона IV поколения – моксифлокса-
цина [4].

Заряженные группы липидов, в первую оче-
редь, фосфатные и карбонильные группы на по-
верхности мембраны, способны образовывать
электростатические связи с фторхинолонами.
Показано, что данный тип взаимодействий вно-
сит существенный вклад в связывание активных
молекул с бислоем [5]. Предположительно, элек-
тростатическое взаимодействие также может по-
высить степень загрузки и обеспечить большее
удержание левофлоксацина (ЛФ) во внутренней
сфере липосом.

Глубокое понимание механизма взаимодей-
ствия ЛФ с липосомами разного состава позволя-
ет оптимизировать липосомальные системы до-
ставки с заданными параметрами с целью контроля
высвобождения и регулировки доз применения ин-
капсулированного антибактериального препарата.
Цель настоящей работы – изучение механизма вза-
имодействия левофлоксацина с липосомальной
мембраной в зависимости от ее состава.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Для установления механизма взаимодействия

ЛФ с липосомальным бислоем и определения
факторов, влияющих на этот процесс, были по-
ставлены следующие задачи: 1) определить, как в
зависимости от липидного состава изменяется
характер взаимодействия липосом с ЛФ, устано-
вить основные сайты связывания, определить эф-

фективность загрузки; 2) изучить состояние и
микроокружение функциональных групп ЛФ ме-
тодом спектроскопии кругового дихроизма (КД-
спектроскопии).

В зависимости от pH ЛФ может существовать в
нескольких формах (рис. 1). Ранее мы установили
[4], что моксифлоксацин (антибактериальный
препарат того же класса, что и ЛФ) взаимодей-
ствует с липидной матрицей в основном за счет
протонированного азота гетероцикла. Однако у
ЛФ протонированный азот (формы HX+–, H2X+

[6, 7]) экранирован метильной группой, таким
образом, характер взаимодействия с липидным
бислоем у ЛФ может быть иным. Потенциальны-
ми сайтами связывания с липидным бислоем вы-
ступают ионогенные группы, в то время как за-
глубление в толщу бислоя малых органических
молекул с большим числом полярных групп ма-
ловероятно, о чем свидетельствуют данные ком-
пьютерного моделирования, проведенного для
мембраны на основе дипальмитоилфосфатидил-
холина (ДПФХ) и доксорубицина [8].

Удобными и хорошо изученными модельными
системами для выяснения роли электростатиче-
ских взаимодействий при включении в липосомы
малых органических молекул выступают липосо-
мы ДПФХ 100%, в которых фосфатные группы
липидов экранированы от взаимодействия поло-
жительно заряженными группами холина, и ли-
посомы ДПФХ : кардиолипин (КЛ) 80 : 20% (m/m),
обладающие выраженными анионными свой-

Рис. 1. Ионогенные формы левофлоксацина в растворе. Величины pKa для переходов: pKa1 = 7.31; pKa2 = 8.22;
pKa3 = 7.14; pKa4 = 6.29 [6, 7].
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ствами. Предположительно, дополнительный от-
рицательный заряд на везикулах, привносимый
за счет добавления КЛ, способен внести измене-
ния в характер взаимодействия липосом с ЛФ за
счет формирования дополнительных электроста-
тических взаимодействий с гетероциклом фтор-
хинолона.

Получение липосомальных форм левофлоксаци-
на и определение эффективности включения. Из
литературы известно, что липидный состав ока-
зывает существенное влияние на физико-хими-
ческие свойства липосомальных форм малых ле-
карственных молекул [9], в том числе антибакте-
риальных препаратов. Для левофлоксацина
показано, что добавка холестерина к липосомам из
фосфатидилхолина яичного желтка значительно
уменьшает эффективность включения ЛФ при
пассивной загрузке [10] – от 20 до 9%, что указы-
вает на неблагоприятное действие повышенной
жесткости мембраны на эффективность загрузки.

В работе рассмотрены липосомы ДПФХ 100%
с характерной величиной ζ-потенциала –10 мВ и
липосомы, содержащие 20% КЛ, с электрокине-
тическим потенциалом –20 мВ. Включение лево-
флоксацина практически не влияло на ζ-потен-
циал ДПФХ-липосом и незначительно (сравнимо
с величиной погрешности) снижало ζ-потенциал
анионных липосом (табл. 1). Включение ЛФ в ли-
посомы не приводило к значимому изменению
размера везикул, что наблюдалось ранее для ли-
посомальной формы моксифлоксацина [4].

Степень включения левофлоксацина в липо-
сомы определяли по материальному балансу пу-
тем регистрации УФ-спектров промывных вод
после диализа. Для ЛФ характерна полоса погло-
щения с максимумом интенсивности при λ =
= 285–287 нм (в зависимости от pH), соответствую-
щая поглощению ароматического остова фторхи-
нолона. Данный пик представляется удобным для
анализа содержания препарата в растворе.

Были достигнуты высокие значения эффек-
тивности включения ЛФ: ~50%, что соответство-
вало ~4%-ному массовому соотношению ЛФ : ли-
пиды. Известно, что максимально возможное для
малых лекарственных молекул соотношение 10%
соответствует уже образованию нанокристаллов

лекарства внутри водной полости бислоя [11]. Ра-
нее для моксифлоксацина [4] было достигнуто
массовое соотношение 5–6% в зависимости от
состава липидной матрицы. В экспериментах с
ЛФ добавление в бислой анионного липида не
приводило к достоверному повышению эффек-
тивности загрузки, что указывает на незначитель-
ный вклад электростатических взаимодействий,
однако для уточнения характера взаимодействия
необходимо дополнительно изучить липосомаль-
ные формы ЛФ спектральными методами анализа.

Определение сайтов связывания липосом различ-
ного состава с левофлоксацином методом ИК-спек-
троскопии. Для изучения механизма взаимодей-
ствия ЛФ с липосомальной мембраной, определе-
ния основных сайтов связывания и для выявления
различий в структуре загруженных липосом разного
состава предложено использовать метод ИК-
спектроскопии Фурье.

ИК-спектроскопия Фурье – это высокоин-
формативный спектральный метод, подходящий
для изучения сложных коллоидных систем, в том
числе липосом [12, 13]. Данный метод позволяет
детально изучить взаимодействие ЛФ с различ-
ными функциональными группами липидов.
ИК-спектры липосом содержат ряд основных по-
лос поглощения, информативных при анализе
взаимодействия липосом с различными молеку-
лами. На рис. 2 приведен ИК-спектр липосом
ДПФХ 100%. Симметричным и асимметричным
валентным колебаниям СН2-группы соответству-
ют полосы в области 2850 ± 1 и 2919 ± 1 см–1. Эти
полосы поглощения чувствительны к изменени-
ям упаковки ацильных цепей липосом [14]. Поло-
са поглощения карбонильной группы расположе-
на в области 1715–1750 см–1, она чувствительна к
изменениям микроокружения на поверхности
липид–вода. Для фосфатной группы фосфолипи-
дов характерны две полосы валентных колеба-
ний:  s 1088 см–1 и  as 1250–1230 см–1.
Аналитически значимая полоса  as пред-
ставляет наибольший интерес как чувствительная
к взаимодействию катионных лигандов с поляр-
ной головной частью липосом. Изменение поло-
жения полос поглощения и их формы указывает

2νPO−
2νPO−

2νPO−

Таблица 1. Основные параметры липосомальных форм левофлоксацина (ЛЛФ) в сравнении с контрольными
незагруженными липосомами

Примечание: 0.01 М натрий-фосфатный буферный раствор (рН 7.4), 22°С. Dh – гидродинамический радиус.

Образец Эффективность 
включения, % ζ-Потенциал, мВ Dh, нм (Z-Ave)

Липосомы ДПФХ 100% – –10.1 ± 0.5 103 ± 2
ЛЛФ ДПФХ 100% 55 ± 2 –10.3 ± 0.2 100 ± 2
Липосомы ДПФХ : КЛ 80 : 20 – –20.1 ± 1.0 100 ± 2
ЛЛФ ДПФХ : КЛ 80 : 20 51 ± 7 –21.5 ± 1.0 103 ± 3
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на изменение микроокружения соответствующих
функциональных групп. Таким образом, анализ
ИК-спектров позволяет выявлять основные сай-
ты связывания лигандов, в том числе малых орга-
нических молекул [15].

Рассмотрим различия в ИК-спектрах ДПФХ-
липосом и липосомальной формы левофлокса-
цина (ЛЛФ) ДПФХ (рис. 2, табл. 2). Включение
ЛФ в липосомы не приводило к существенным
изменениям в областях поглощения валентных
колебаний CH2-групп, что свидетельствует о том,
что гидрофобная часть бислоя не включена во
взаимодействие с ЛФ. Это ожидаемо, т.к. суще-
ственное влияние на плотность упаковки цепей
могут оказывать, как правило, молекулы с круп-
ным гидрофобным фрагментом, например, гид-
рофобизированный доксорубицин [16]. Для по-
лосы фосфатной группы наблюдается незначи-
тельное изменение, связанное с увеличением
интенсивности плеча пика 1240 см–1. Данные из-
менения в спектре связаны со снижением степе-

ни гидратации фосфатной группы и могут свиде-
тельствовать о двух процессах. Возможно элек-
тростатическое связывание фосфатной группы с
катионным лигандом, обычно при этом смещает-
ся и основной пик 1223 см–1 [17]; с другой сторо-
ны, плечо 1240 см–1 может также быть связано с
вытеснением из микроокружения фосфатной
группы воды. Поскольку и в ЛФ, и в ДПФХ заряд
экранирован от взаимодействия, а плечо 1260 см–1

не наблюдается в спектре, мы предполагаем, что
изменения в области поглощения фосфатной
группы связаны с заглублением ЛФ в бислой
вплоть до границы раздела фаз липид–вода. Об
этом также свидетельствуют изменения в области
поглощения карбонильной группы: данная поло-
са претерпевает характерное расщепление, опи-
санное ранее [17]. Компонента 1740 см–1, соответ-
ствующая низкогидратированным карбонильным
группам, характерна для электростатического вза-
имодействия на границе раздела фаз липид–вода.
По-видимому, ЛФ частично вытесняет воду из

Рис. 2. ИК-спектры липосом: (а) – ДПФХ 100% (сплошная линия) и ДПФХ 100%, нагруженные левофлоксацином
(пунктир); (б) – ДПФХ : КЛ 80 : 20% (сплошная линия) и ДПФХ : КЛ, нагруженные левофлоксацином (пунктир).
Условия: 0.02 М натрий-фосфатный буферный раствор (рН 7.4), 22°С; концентрация липидов 5 мг/мл.
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Таблица 2. Положение основных полос поглощения в ИК-спектрах липосомальной формы левофлоксацина
ДПФХ 100% в сравнении с незагруженными липосомами

Примечание: 0.01 М натрий-фосфатный буферный раствор, рН 7.4, 22°С. Ошибка определения максимума полосы поглоще-
ния – 1 см–1.

Образец νCH2 as, см–1 νCH2 s, см–1 νCO, см–1  as, см–1

Липосомы ДПФХ 100% 2918 2850 1737 1223
Интерпретация Гелеобразное состояние
ЛЛФ ДПФХ 100% 2918 2850 1740, 1725 1221, 1240
Интерпретация Включение ЛФ не влияет на гидрофоб-

ную часть бислоя
Взаимодействие с 
ЛФ на границе
раздела фаз 
липид : вода

Вытеснение воды из 
микроокружения 
фосфатной группы

2νPO−
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микроокружения карбонильной и фосфатной
групп. Аналогичный характер взаимодействия
мы наблюдали для моксифлоксацина [4]: ДПФХ-
мембрана не способна к существенному электро-
статическому взаимодействию с фторхинолонами.

Для анионных липосом состава ДПФХ : КЛ
80 : 20% наблюдается иная спектральная картина
(табл. 3). Сравнивая положение основных полос
поглощения в спектрах незагруженных липосом
ДПФХ и ДПФХ : КЛ 80 : 20%, следует отметить
существенные различия в областях, характерных
для карбонильной и фосфатной групп. Эти раз-
личия ожидаемы и соответствуют включению в
состав липосом анионного липида КЛ.

Полоса поглощения карбонильной группы в
спектре липосом ДПФХ : КЛ 80 : 20% расщепле-
на на две компоненты, соответствующие высоко-
(1723 см–1) и низкогидратированному (1739 см–1)
состояниям, а в спектре ДПФХ-липосом пред-
ставляет собой единый пик. Включение ЛФ в
бислой приводит к изменению вида полос в обоих
случаях. У ДПФХ-мембраны мы наблюдали рас-
щепление полосы за счет появления плеча, свя-
занного с низкогидратированными карбониль-
ными группами. Для смешанных анионных ли-
посом включение в бислой ЛФ приводит к
единообразному смещению полосы на 1740 см–1.
Компонента высокогидратированного состоя-
ния, по-видимому, соответствующая несвязан-
ным карбонильным группам КЛ, исчезает. Веро-
ятно, эти спектральные изменения связаны с вза-
имодействием данных функциональных групп с
ЛФ и вытеснением молекул воды из их микроокру-
жения. Таким образом, как для липосом ДПФХ
100%, так и для ДПФХ : КЛ 80 : 20% карбонильные
группы липидов – важный сайт связывания ЛФ.

Примечательны изменения в области погло-
щения фосфатной группы. Здесь изменения в со-
стоянии бислоя носят еще более выраженный ха-
рактер по сравнению с липосомами ДПФХ 100%:
существенно увеличиваются доли компонент, со-
ответствующих низкогидратированным фосфат-

ным группам, связанных с ЛФ. Очевидно, вклю-
чение КЛ в состав бислоя обусловливает более
интенсивное взаимодействие ЛФ с везикулами на
поверхности.

Полученные данные свидетельствуют о разли-
чии механизмов связывания ЛФ с липосомами
различного состава. ЛФ, по-видимому, не спосо-
бен существенным образом влиять на подвиж-
ность гидрофобных цепей бислоя, и взаимодей-
ствие происходит на поверхности раздела фаз ли-
пид–вода. Присутствие анионного липида КЛ,
вероятно, усиливает это взаимодействие за счет
образования электростатических связей. Однако,
если сравнивать эти результаты с полученными
ранее для моксифлоксацина [4], следует отме-
тить, что способность ЛФ к взаимодействию с
бислоем несколько меньше, что может быть объ-
яснено двумя факторами. С одной стороны, мок-
сифлоксацин – наиболее липофильный фторхи-
нолон, а с другой стороны, азот в его гетероцикле
не метилирован и открыт ко взаимодействию с
липидами. Для того чтобы более детально рас-
смотреть взаимодействие ЛФ с бислоем, рассмот-
рим, как меняется микроокружение самого
фторхинолона при включении в бислой методами
ИК-спектроскопии Фурье и КД-спектроскопии.

Изучение состояния левофлоксацина в липосо-
мах методом ИК-спектроскопии Фурье. Сравнение
спектров свободного ЛФ со спектрами ЛЛФ поз-
волит соотносить полученные спектральные дан-
ные для липосомальных форм с ионогенным со-
стоянием фторхинолона.

ИК-спектр ЛФ наиболее информативен в диа-
пазоне 1800–950 см–1: здесь расположены полосы
поглощения 1456 и 979 см–1, соответствующие ко-
лебаниям ароматического остова и пиперазоль-
ного фрагмента [18]. Эти полосы аналитически
значимы и могут быть использованы для опреде-
ления содержания ЛФ, а также его правовращаю-
щего стереоизомера офлоксацина в системе.

Рассмотрим влияние рН на спектры ЛФ, что
позволит соотнести ИК-спектры ЛФ в матрицах

Таблица 3. Положение основных полос поглощения в ИК-спектрах липосомальной формы левофлоксацина
ДПФХ : КЛ 80 : 20% в сравнении с незагруженными липосомами

Примечание: 0.01 М натрий-фосфатный буферный раствор, рН 7.4, 22°С. Ошибка определения максимума полосы поглоще-
ния – 1 см–1.

Образец νCH2 as, см–1 νCH2 s, см–1 νCO, см–1  as, см–1

Липосомы ДПФХ : КЛ 80 : 20 2919 2851 1739, 1723 (плечо) 1225
Интерпретация Гелеобразное состояние
ЛЛФ ДПФХ : КЛ 80 : 20 2918 2851 1740 1220, 1225, 1265
Интерпретация Включение ЛФ не влияет на гидро-

фобную часть бислоя
Взаимодействие 
с ЛФ на границе 
раздела фаз 
липид : вода

Вытеснение воды 
из микроокруже-
ния фосфатной 
группы

2νPO−
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систем доставки с ионногенным состоянием, ко-
торое будет преобладать в этой системе. В моле-
куле ЛФ присутствуют две ионогенные группы:
карбоксильная группа, сопряженная с аромати-
ческой структурой хинолона, и пиперазольная
группа.

Изменение pH существенно влияет на состоя-
ние молекулы, что сопровождается значительны-
ми изменениями в ИК-спектре молекулы при по-
вышении pH с 2 до 4 и далее до рН 7 (рис. 3а). Су-
щественные изменения наблюдаются в области
1640–1600 (область колебаний карбонильной и
карбоксильной групп) и 1590–1400 см–1 (область
колебаний ароматической структуры хинолона)
(рис. 3б). Повышение pH приводит к появлению
полосы 1580 см–1, соответствующей депротони-
рованной карбоксильной группе, a также к су-
щественным изменениям в структуре полос
1470–1450 см–1 – полосы с основным вкладом ва-
лентных колебаний С–С ароматического кольца и
полос 1400–1339 см–1, относящихся к колебаниям
связи C–N (ароматический третичный амин и
амин пиперазольного кольца). Существенное из-
менение наблюдается также для области погло-
щения связи С=О карбоксильной группы
(1270 см–1): повышение pH приводит к проявле-
нию данной полосы поглощения (рис. 3а).

Анализ ИК-спектров, полученных при разных
значениях рН (рис. 3), позволил провести соотне-
сение основных полос поглощения ЛФ с исполь-
зованием литературных данных [18, 19]. Так, по-
лосы 1730–1720 и 1622 см–1 соответствует валент-
ным колебаниям связи С=О в карбоксильной и
карбонильной группе соответственно, 1580 см–1 –
полоса депротонированной карбоксильной груп-
пы, полосы поглощения 1606–1549 см–1 соответ-
ствуют колебаниям связей С=С в структуре хино-

лона, группа полос 1500–1400 см–1 относится к
колебаниям связей С–С ароматического остова,
которые могут перекрываться с колебаниями ме-
тильной группы связи СН3–N, полосы поглоще-
ния 1390–1350 и 1208 см–1, наиболее вероятно, от-
носятся к колебаниям связи C–N (ароматиче-
ский третичный амин), полоса поглощения 1339
см–1 чувствительна к протонированию пипе-
разольного кольца и соответствует связи C–N
пиперазольной группы, полоса 1283–1270 см–1

отнесена к колебаниям связи С–О карбоксиль-
ной группы, полоса 1100 см–1 соответствует коле-
баниям связи С–О–С; колебаниям связи С–F со-
ответствуют полосы в области 1053–1028 см–1;
полоса 979 см–1 соответствует колебаниям пипе-
разольного остова колебания связей С–N и С–Н.

При включении ЛФ в липосомы в ИК-спектре
фторхинолона наблюдаются небольшие измене-
ния (рис. 4). Единообразно изменяется форма по-
лосы поглощения 1474 см–1, соответствующей по-
глощению ароматического остова. Плечо 1458 см–1,
характерное для полосы поглощения в спектре
свободного ЛФ, исчезает при включении в липо-
сомы, что указывает на изменение микроокруже-
ния фторхинолона за счет взаимодействия с би-
слоем. Обращает на себя внимание снижение ин-
тенсивности полосы поглощения 1580 см–1,
соответствующей колебаниям депротонирован-
ной карбоксильной группы, причем наиболее вы-
ражен этот эффект для анионных липосом. Это
хорошо согласуется с данными, представленны-
ми выше: очевидно, что взаимодействие ЛФ с ли-
посомами ДПФХ : КЛ происходит в приповерх-
ностном слое.

Изучение состояния левофлоксацина в липосо-
мах методом КД-спектроскопии. КД-спектроско-
пия – высокоинформативный метод анализа

Рис. 3. ИК-спектры левофлоксацина (1 мг/мл) при pH 7.0 (сплошная линия), рН 4.0 (прерывистая) и рН 2.0 (точки)
в области 1800–950 см–1 (а) и 1650–1450 см–1 (б).
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микроокружения и ионогенной формы оптиче-
ски активных молекул, в частности фторхиноло-
нов, в ахиральных матрицах, таких как липосомы.
Изучение состояния хиральных молекул, таких
как ЛФ, в липидных везикулах, – удобный способ
определения механизма взаимодействия лекарств
с бислоем.

В КД-спектре ЛФ наиболее информативна об-
ласть в интервале 220–310 нм с характерными
максимумами и минимумами эллиптичности
[20]. Для того чтобы проанализировать измене-
ния в спектрах КД при включении ЛФ в бислой,
необходимо в независимых экспериментах про-

следить, как изменяется спектр ЛФ при измене-
нии ионного состояния.

В зависимости от рН буферного раствора ЛФ
находится в различных ионогенных формах (рис. 1),
что отражается на КД-спектре (рис. 5а) [21]. В
КД-спектре ЛФ наблюдаются два минимума: пик
в области 287–300 нм соответствует сопряженной
ароматической системе ЛФ (“первый мини-
мум”), а пик при 222–231 нм в основном соответ-
ствует карбонильным и карбоксильным группам
ЛФ (“второй минимум”). Помимо двух миниму-
мов удается зафиксировать на спектре максимум
в области 268–285 нм, однако его анализ затруд-
нен: пик очень широкий.

При рН 4.0 основная форма – H2X+ c характер-
ным видом спектра (первый минимум 297 ± 0.5 нм,
второй минимум 222 ± 0.5 нм). В растворе с фи-
зиологическим значением рН 7.4 устанавливается
равновесие между несколькими формами, а
именно HX, HX+–, X–, что приводит к существен-
ным изменениям в спектре, в первую очередь к
смещению положения максимума на 16 нм в си-
нюю область (268 ± 0.5 нм) и к смещению второго
минимума в красную область на 6 нм (226 ± 0.5 нм).
В щелочной среде (рН 9.2) преобладает форма Х–,
завершается смещение первого минимума в синюю
область: итоговое смещение при переходе от рН 4.0
(полностью протонированная форма, 287 ± 0.5 нм)
до рН 9.2 составляет 10 нм (297 ± 0.5 нм).

КД-спектры ЛФ очень чувствительны к изме-
нению ионогенного состояния молекулы. С дру-
гой стороны, полярность микроокружения ЛФ
также влияет на спектр. Например, при переходе
в апротонный полярный растворитель 1,4-диок-
сан, который в первом приближении соответ-
ствует полярной части липидного бислоя, КД-
спектр меняется существенно. По сравнению с

Рис. 4. Нормированные ИК-спектры свободного ле-
вофлоксацина (сплошная линия), левофлоксацина в
липосомах ДПФХ (пунктир) и ДПФХ : КЛ (точки).
Условия: 0.02 М натрий-фосфатный буферный рас-
твор (рН 7.4), 22°С.
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Рис. 5. Нормированные КД-спектры левофлоксацина: (а) – в различных буферных растворах: рН 4.0 (0.1 мМ раствор
соляной кислоты), рН 7.4 (0.02 М натрий-фосфатный буферный раствор), рН 9.2 (0.02 М боратный буферный рас-
твор); (б) – в различных средах: рН 7.4 (0.02 М натрий-фосфатный буферный раствор, 1,4-диоксан), 25°С.
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водной средой, в 1,4-диоксане переход между раз-
ными ионогенными формами подавлен, и наблю-
даемый спектр соответствует форме HX (рис. 5б).
Относительно спектра раствора ЛФ в физиологиче-
ском рН спектр в 1,4-диоксане смещен единообраз-
но в красную область, при этом наиболее ярко про-
является первый минимум (табл. 4). Это хорошо
согласуется с литературными данными: так, при
увеличении гидрофобности среды для тирозина и
триптофана в КД-спектрах будет наблюдаться
сдвиг в красную область [22].

Первый минимум в ближней УФ-области из-
меняется аналогично подобному минимуму по-
глощения у триптофана, сдвигаясь в красную об-

ласть при уменьшении полярности растворителя
[22]. Второй минимум смещается при переходе в
органический растворитель более заметно: на
9 нм в красную область, что ожидаемо для пика,
соответствующего карбоксильным и карбониль-
ным группам в ЛФ.

Первый минимум удобен для изучения состо-
яния ЛФ в зависимости от рН среды: чем выше
рН, тем дальше в синюю область сдвинут пик.
Также первый минимум чувствителен к гидро-
фильности среды. Второй минимум удобен для
оценки гидрофильно-гидрофобного баланса мик-
роокружения ЛФ: при смене среды с водной на ор-
ганическую пик смещается в красную область.

Влияние включения в липосомы на КД-спектр
левофлоксацина. Рассмотрим изменения, наблю-
даемые в КД-спектре ЛФ при включении его в
липосомы (табл. 4, рис. 6).

Для ДПФХ-липосом включение ЛФ приводит
к смещению первого минимума в спектре на 5 нм
в красную область (с 291 на 296 нм) и второго ми-
нимума на 5 нм (с 224 до 229 нм). Данные измене-
ния указывают на возможное протонирование
карбоксильных групп и изменение микроокруже-
ния ЛФ на более гидрофобное. Эти данные под-
крепляют предположение, сделанное на основе
ИК-спектроскопии Фурье: ЛФ способен заглуб-
ляться в ДПФХ-бислой, взаимодействуя с грани-
цей раздела фаз липид–вода.

При введении в состав липосом анионного ли-
пида КЛ изменения в КД-спектре носят менее
выраженный характер. Первый минимум анало-
гично смещается на 3 нм – до 294 нм, а второй
остается неизменным. Взаимодействие ЛФ с ли-
посомами ДПФХ : КЛ 80 : 20 не приводит к изме-
нению гидрофильности микроокружения лекар-

Таблица 4. Положение основных полос в КД-спектре левофлоксацина в различных средах

Примечание: эксперимент проведен в следующих средах: 0.1 мМ раствор соляной кислоты (рН 4.0); 0.02 М натрий фосфат-
ный буферный раствор (рН 7.4); 0.01 М натрий-боратный буферный раствор (рН 9.2). Концентрация левофлоксацина во всех
случаях составляла 2 мМ, 22°С.

Положение 
пика, нм

Функциональная 
группа pH 4.0 pH 7.4 pH 9.2 1,4-

Диоксан
ЛЛФ ДПФХ 

100%

ЛЛФ 
ДПФХ : КЛ

80 : 20

Первый 
минимум

Сопряженная аро-
матическая система

297 ± 0.5 291 ± 0.5 287 ± 0.5 300 ± 0.5 296 ± 0.5 294 ± 0.5

Второй 
минимум

Карбонильные и 
карбоксильные 
группы + аромати-
ческий остов

222 ± 0.5 224 ± 0.5 223 ± 0.5 231 ± 0.5 229 ± 0.5 224 ± 0.5

Формы ЛФ H2X+ HX, HX+–, 
X–

X– HX Взаимодей-
ствие с би-

слоем на 
поверхности 
липид–вода

Взаимодей-
ствие преиму-
щенственно 
на поверхно-

сти бислоя

Рис. 6. Нормированные КД-спектры левофлоксаци-
на в буферном растворе (0.02 М натрий-фосфатный
буферный раствор, рН 7.4) и в липосомальных фор-
мах (ДПФХ : КЛ 80 : 20% и ДПФХ 100%), 25°С.
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ственной молекулы; взаимодействие, по-види-
мому, носит поверхностный характер за счет
вытеснения воды в микроокружении фосфатных
групп липидов.

Полученные данные позволяют предполо-
жить, что в нейтральных липосомах ЛФ встраива-
ется в бислой глубже относительно анионных ли-
посом. Возможно, бислой, содержащий КЛ, за
счет взаимодействия фосфатных групп КЛ с про-
тонированным гетероциклом удерживает ЛФ у
поверхности, не позволяя ему заглубиться в мем-
брану.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реагенты. В работе использованы левофлокса-

цин, 1,4-диоксан (Sigma-Aldrich, США); HCl, ли-
монная кислота (тв.), динатрия гидрофосфат
(двенадцативодный кристаллогидрат), бура
Na2B4O7 ⋅ 10H2O (Реахим, Россия); таблетки для
приготовления натрий-фосфатного буферного
раствора с рН 7.4 (ПанЭко, Россия); кардиоли-
пин (КЛ) динатриевая соль, раствор в хлорофор-
ме (25 мг/мл); дипальмитоилфосфатидилхолин,
раствор в хлороформе (ДПФХ) – препараты фир-
мы Avanti Polar Lipids (США). В работе использо-
вали буферные растворы: 0.1 мM солянокислый
буферный раствор (pH 4.0); 0.02 М натрий-фос-
фатный буфер (pH 7.4); 0.01 М боратный буфер-
ный раствор (pH 9.2).

Получение липосом. Раствор липидов в хлоро-
форме был взят в весовом соотношении
ДПФХ : КЛ 80 : 20%, органический растворитель
тщательно удаляли на вакуумном роторном испа-
рителе (Ika, Германия) при температуре, не пре-
вышающей 55°С. Образующуюся тонкую пленку
липидов диспергировали в 0.02 М натрий-фос-
фатном буфере (pH 7.4). Препарат в течение 5 мин
подвергали воздействию ультразвуковой ванны
(37 Гц). Далее препарат был обработан ультразву-
ком (22 кГц) в течение 600 с (2 × 300 с) в непрерыв-
ном режиме при постоянном охлаждении на дис-
пергаторе 4710 (Cole-Parmer Instrument, США).

Получение липосомальных форм левофлоксаци-
на. Для получения загруженных левофлоксаци-
ном липосом (ЛЛФ) методом пассивной загрузки
была использована ранее описанная методика
[4]. Липидную пленку диспергировали 0.01 М на-
трий-фосфатным буферным раствором (pH 7.4),
содержащим левофлоксацин (4 мг/мл). Получен-
ную суспензию в течение 5 мин подвергали воз-
действию ультразвуковой ванны (37 Гц), затем
обрабатывали ультразвуком (22 кГц) в течение
600 с (2 × 300 с) в непрерывном режиме при по-
стоянном охлаждении на диспергаторе 4710
(Cole-Parmer Instrument, США). Свободный ле-

вофлоксацин отделяли методом диализа против
натрий-фосфатного буферного раствора (Serva
MW cut-off 3500) в течение 2 ч с последующим опре-
делением степени включения ЛФ в везикулы.

УФ-спектроскопия. УФ-спектры левофлокса-
цина регистрировали на спектрометре УФ- и ви-
димого диапазона UltraSpec 2100 pro (Amersharm
Biosciences, США) в интервале 200–400 нм в
кварцевой кювете на 1 мл (Hellma Analytics, Гер-
мания). Основной характеристический пик лево-
флоксацина наблюдался при 287 нм.

ИК-спектроскопия. Спектры регистрировали с
помощью ИК-Фурье-спектрометра Tensor 27
(Bruker, Германия), оснащенного MCT-детекто-
ром, охлаждаемым жидким азотом, и термоста-
том (Huber, США). Измерения проводили в тер-
мостатируемой ячейке BioATR II (Bruker, Герма-
ния) с использованием элемента однократного
отражения из ZnSe при 22°C и постоянной про-
дувке системы сухим воздухом с помощью ком-
прессора (JUN-AIR, Германия). На элемент
внутреннего отражения наносили аликвоту
(50 мкл) соответствующего раствора, спектр ре-
гистрировали трижды в интервале от 4000–
950 см–1 с разрешением 1 cм–1; производили 70-
кратное сканирование и усреднение. Спектр фо-
нового раствора регистрировался аналогично и
автоматически вычитался из спектра образца.
Для анализа спектров использовали программу
Opus 7.0 (Bruker, Германия). При регистрации
ИК-спектров липосом, загруженных ЛФ, в каче-
стве фонового раствора использовали раствор ЛФ
в равной концентрации. При регистрации ИК-
спектров ЛФ в липосомах в качестве фонового
раствора использовали суспензии соответствую-
щих незагруженных липосом.

КД-спектроскопия. КД-спектры регистрирова-
ли на спектрометре кругового дихроизма J-815
(Jasco, Япония) с термостатированным кюветным
отделением в интервале длин волн 310–220 нм.
В типичном эксперименте образец, содержащий
0.25–0.5 мг/мл препарата с фторхинолоном в со-
ответствующем растворителе, помещали при за-
данной температуре в кварцевую кювету с длиной
пути 1 мм (Hellma Analytics, Германия).

Динамическое рассеяние света. Измерение раз-
меров частиц и их ζ-потенциалов проводили с по-
мощью анализатора размера частиц Zetasizer Na-
no S (Malvern, Англия; 4 мВт He–Ne-лазер,
633 нм) в термостатируемой ячейке при 22°С с ис-
пользованием программного обеспечения Malvern.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследованы липосомальные формы лево-
флоксацина и их свойства. Определено, что со-
став липосом (анионный либо нейтральный) не
влияет на загрузку фторхинолона, удалось полу-
чить формы с относительно высокой эффектив-
ностью включения – с массовым процентным со-
отношением лекарство : липид 4%. Методом ИК-
спектроскопии Фурье установлено, что у ДПФХ-
липосом ЛФ заглубляется в приполярную область
на границе раздела фаз липид–вода. При взаимо-
действии со смешанными анионными липосомами
установлена роль анионного липида в механизме
взаимодействия активной молекулы с бислоем: ЛФ
входит в микроокружение фосфатной группы,
вытесняя воду, и не продвигается глубже.

Предложенный механизм подтвержден дан-
ными КД-спектроскопии. Обнаружено, что КД-
спектр ЛФ в интервале длин волн 220–350 нм со-
держит три пика, отвечающих за микроокружение
функциональных групп ЛФ: минимум в интервале
285–305 нм, соответствующий состоянию сопря-
женной азотсодержащей ароматической структуры,
который сдвигается в коротковолновую область
при повышении pH и в длинноволновую область
при переходе в апротонный органический рас-
творитель (при понижении гидрофильности сре-
ды); минимум в интервале 220–235 нм, соответ-
ствующий состоянию карбоксильной и карбо-
нильной групп, а также двойных связей, который
незначительно смещается при изменении pH и
сдвигается длинноволновую область при пони-
жении гидрофильности среды; минимум в интер-
вале 265–285 нм, соответствующий состоянию
ароматической структуры, который сдвигается в
коротковолновую область при повышении pH и
смещается в длинноволновую при понижении
гидрофильности среды.

Полученные экспериментальные данные поз-
воляют сделать вывод о механизме взаимодей-
ствия малых органических молекул, в первую
очередь антибактериальных препаратов, с бисло-
ем. Подобный подход на основе сочетания трех
спектральных методов открывает перспективы
создания новых лекарственных свойств и воз-
можности предсказания характера взаимодей-
ствия активных молекул с биомембранами для
прогнозирования их эффективности и потенци-
альных побочных эффектов.
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Influence of Lipid Matrix Composition on Micro-Environment 
of Levofloxacin in Liposomal Forms

I. M. Le-Deygen*, #, A. S. Safronova*, I. M. Kolmogorov*, A. A. Skuredina*, and E. V. Kudryashova*
#Phone: +7 (999) 800-89-55; e-mail: i.m.deygen@gmail.com

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

We have studied the interaction of antibacterial drug levofloxacin with lipid bilayers of various compositions:
100% DPPC and with the addition of 20% cardiolipin. For DPPC liposomes, levofloxacin is deepened into
the subpolar region at the lipid-water interface. The role of anionic lipid in the mechanism of interaction of
an active molecule with a bilayer has been established: levofloxacin enters the microenvironment of the phos-
phate group, displacing water, and does not move deep into the hydrophobic part of the bilayer. For the first
time, the study of the microenvironment of levofloxacin in the liposome by IR and CD spectroscopy was car-
ried out. Such an approach based on a combination of several spectral methods opens up new prospects for
the creation of new medicinal properties and the possibility of predicting the nature of the interaction of ac-
tive molecules with biomembranes in order to predict their effectiveness and potential side effects.

Keywords: liposomes, fluoroquinolones, levofloxacin, FTIR spectroscopy, CD spectroscopy
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