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В целях визуализации гидрофильных лекарственных веществ гентамицина и винорелбина получе-
ны флуоресцирующие в ближней ИК-области спектра агрегаты этих соединений с карбоцианино-
выми красителями и лаурат-ионом в качестве противоиона. Для выделения агрегатов использовал-
ся метод осаждения из водного раствора компонентов. Размер агрегатов с гентамицином составляет
от 200 до 600 нм, с винорелбином – от 400 до 1000 нм, тогда как ζ-потенциал поверхности варьирует
в диапазоне –15…–5 мВ. Агрегаты сорбируются подкожной жировой клетчаткой, мышечной, кост-
ной и эндотелиальной тканями кур. В перспективе полученные агрегаты могут быть использованы
для визуализации доставки лекарственных веществ в ткани живых организмов.
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ВВЕДЕНИЕ
Эффективность действия лекарственных пре-

паратов отчасти определяется успешностью их
доставки в целевые органы и ткани. Используя
методы визуализации, возможно получить изоб-
ражение распределения лекарственного вещества
(ЛВ) в организме. Простой и распространенный
метод визуализации – введение флуоресцентной
метки, например органического красителя.

Визуализация доставки хорошо разработана
для гидрофобных соединений и состоит в поме-
щении ЛВ с гидрофобным или амфифильным
красителем в амфифильный контейнер. Этот
контейнер позволяет доставить лекарство до фар-
макологической мишени и отразить его местопо-
ложение. В качестве полимерной основы приме-
няют алифатические полиэфиры молочной и
гликолевой кислот (PLGA) [1, 2], полисахариды
[3, 4], поликапролактоны [5]. Например, получа-
ли контейнеры для доставки противоракового
препарата хлорамбуцила на основе кукурбит
[7]урила, имеющего гидрофобную полость [6].
В ходе высвобождения ЛВ связь с красителем
разрушалась, и по интенсивности флуоресцен-
ции красителя отслеживали высвобождение ле-
карства.

Один из распространенных методов получе-
ния контейнеров для доставки ЛВ – метод эмуль-

гирования и испарения растворителя. Таким пу-
тем получали частицы с полимерной матрицей и
гидрофобным ЛВ симвастатином (SIM) с исполь-
зованием дихлорметана и поливинилового спир-
та [7]. Размер частиц достигал 230–550 нм, а их
ζ-потенциал составил от –29 до –33 мВ.

Кроме того, введение флуоресцентной метки
осуществляли простым добавлением флуоресци-
рующего гидрофобного красителя к наноразмер-
ным самоэмульгирующимся формам ЛВ. Подоб-
ным образом получены частицы, включающие в
себя липофильный цианиновый краситель и ол-
месартана медоксомил [8]. Эффективность визу-
ализации оценивали, вводя частицы и свободный
краситель в организм мышей. В результате изме-
рений интенсивности флуоресценции метки об-
наружили, что лекарство концентрируется в же-
лудке и кишечнике, тогда как свободный краси-
тель быстро выводится из организма.

Гидрофильные ЛВ не удерживаются в амфи-
фильных контейнерах, поэтому для введения
флуоресцентной метки используют образование
ковалентной связи красителя с ЛВ. Однако свой-
ства молекулы при этом могут значительно изме-
няться.

В [9] была обнаружена возможность образова-
ния тройных агрегатов положительно заряжен-
ных ЛВ с карбоцианиновыми красителями и про-
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тивоионом. Это позволяет ввести флуоресцент-
ную метку в агрегат без формирования
ковалентной связи. Интенсивная флуоресценция
красителя наблюдается только при его нахожде-
нии в составе гидрофобного домена таких агрега-
тов и отсутствует в случае водной суспензии сво-
бодного красителя. В качестве противоиона ис-
пользовали поверхностно-активные вещества,
например цетилтриметиламмония бромид. Ис-
следовалась возможность применения подобных
агрегатов в визуализации доставки гидрофиль-
ных ЛВ в клетки [10]. Целью настоящего исследо-
вания стала визуализация доставки других лекар-
ственных веществ в ткани организма.

В настоящей работе использовали гидрофиль-
ные ЛВ: гентамицин, аминогликозидный анти-
биотик широкого спектра, быстро выводящийся
из организма, и винорелбин, применяемый как
противоопухолевый препарат, для которого ха-
рактерны умеренная гемотоксичность и нейро-
токсичность [11]. Получали тройные агрегаты
гентамицина и винорелбина с анионом лаурино-
вой кислоты и карбоцианиновыми красителями,
флуоресцирующими в ближней ИК-области
спектра, и изучали поглощение этих агрегатов
тканями разных типов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реагенты и аппаратура

В работе использовали раствор гентамицина
(рис. 1; Sigma-Aldrich), водный раствор винорел-
бина (рис. 1; Синдан-фарм СРЛ, Румыния), рас-
твор лауриновой кислоты “Merck” в этиловом
спирте (Брынцалов-А, Москва, Россия). Фосфат-

ный буфер готовили смешиванием 80 мл раствора
Na2HPO4 и 20 мл раствора KH2PO4, оба раствора
имели концентрацию 0.067 М. Использовали де-
ионизированную воду, очищенную на установке
Millipore (18 МОм см).

Карбоцианиновый краситель I синтезировали
по методике [9] (рис. 2, 3), краситель II (рис. 2) –
по схеме, описанной ниже. Красители растворя-
ли в 95%-ном этиловом спирте для получения
растворов с концентрацией 1 г/л, которые храни-
ли при 4°C. Разбавляя этанольные растворы во-
дой в 10 раз, получали рабочие растворы, которые
использовали в день приготовления. При прове-
дении исследования использовали также гидро-
фобные красители, структуры которых изображе-
ны на рис. 2. Красители IV и X получали в соот-
ветствии с [12], красители VII, VIII – в
соответствии с [9]. Также использовали коммер-
ческий краситель III (“Люмипроб”, Россия).

Распределение частиц по размеру и их ζ-по-
тенциалы измеряли методом динамического рас-
сеяния света на приборе Zetasizer Nano ZS (“Mal-
vern Panalytical”, Великобритания). Суспензии
гомогенизировали на ультразвуковом гомогени-
заторе Sonopuls (Bandelin, ФРГ). Для перемеши-
вания суспензий применяли орбитальный шей-
кер со скоростью вращения 100–140 об./мин.
Для осаждения суспензии центрифугировали в
пробирках типа “Эппендорф” объемом 2 мл на
центрифуге Elmi (Латвия) при скоростях от 10 до
13 тыс. об./мин.

Флуоресценцию в ближней ИК-области
спектра регистрировали, используя самодель-
ный визуализатор, включающий в себя светоди-
одный источник излучения (одиннадцать крас-
ных светодиодов мощностью 3 Вт и с максиму-
мом излучения 660 нм; Минифермер, Россия),
цифровую фотокамеру Canon 350D со свето-
фильтром, пропускающим излучение с длиной
волны выше 700 нм (photodrom.com), и светоне-
проницаемый кожух.

Методика эксперимента

Для получения красителя II синтезировали 3-де-
цил-1,1,2-триметил-1H-бензо[E]индол-3-ия иодид
(рис. 3), для чего смешивали 0.5 г (2.4 ммоль) 1,1,2-
триметил-1Н-бензо[е]индола, 1.2 г (7.2 ммоль)
иодида калия и 2.9 мл (14.4 ммоль) 1-хлордекана в
3 мл ацетонитрила. Смесь нагревали 18 ч при
72°С, охлаждали до комнатной температуры, до-
бавляли 150 мл диэтилового эфира и перемеши-
вали 4 ч. Выпавший осадок соли отфильтровыва-
ли и высушивали. Выход: 0.8 г (69%), темно-зеле-
ный порошок.

Полученную соль массой 0.1 г (0.2 ммоль) по-
местили в виалу, содержащую 0.08 г (0.3 ммоль)
N-((1Е)-3-(фенилимино)проп-1-ен-1-ил)ани-

Рис. 1. Структура гентамицина и винорелбина.
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лина гидрохлорида (Сигма-Алдрич). Получен-
ную смесь растворили в 1 мл уксусного ангидри-
да и нагревали при 120°С 30 мин. Затем к раство-
ру добавили еще 0.14 г (0.3 ммоль) 3-децил-1,1,2-
триметил-1H-бензо[e]индол-3-ия иодида в 1 мл

пиридина и нагревали 30 мин при 120°С. Полу-
ченный раствор охлаждали до комнатной темпе-
ратуры и осаждали продукт диэтиловым эфи-
ром. Краситель очищали с помощью флеш-
хроматографии на силикагеле в системе

Рис. 2. Структуры красителей I–X.
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Рис. 2. Окончание.
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CH2Cl2 : MeOH (50 : 1 об.). Выход: 0.064 г (15%),
темно-синий порошок. λabs = 680 нм (в метаноле),
λfl = 714 нм (в этаноле), ε = 1.8 × 105 л моль см–1.

Тройные агрегаты гентамицина (Gen) и вино-
релбина (Vb) с карбоцианиновыми крастелями I и
II (Кр-I и Кр-II) и анионом лауриновой кислоты

получали смешиванием растворов компонентов с
последующим выдерживанием смеси при 5°С в
течение суток. При этом концентрацию гентами-
цина варьировали от 0.001 до 0.002 М, лауриновой
кислоты – от 0.001 до 0.003 М, красителей – от
0.02 до 0.036 г/л, концентрация раствора вино-
релбина составляла 0.00094 М.
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Образовавшийся осадок промывали дистил-
лированной водой и центрифугировали в течение
5–10 мин при 10–13 тыс. об./мин. Осадок диспер-
гировали посредством ультразвука, полученную
суспензию добавляли к образцам тканей кур. Все
эксперименты проводили в фосфатном буфер-
ном растворе с pH 7.3–7.4 и исходной концентра-
цией 1/15 М.

Получение изображений

Пробирки с контейнерами и образцами тка-
ней помещали на орбитальный шейкер и через
определенные промежутки времени фотографи-
ровали их вместе с содержимым с помощью ИК-
визуализатора, установив выдержку 1/6 или 1/20 с.
Сразу после получения изображений образцы
тканей извлекали из растворов, располагали на
белой поверхности и вновь фотографировали, по-
сле чего возвращали образцы в растворы и продол-
жали перемешивание на шейкере. Полученные фо-
тографии обрабатывали с помощью программ
GIMP-2.8, Paint 3D и ImageJ.JS. Для количествен-
ного определения интенсивности флуоресценции
использовали гистограмму канала яркости в про-
грамме GIMP-2.8, где каждому пикселю в вы-
бранной области изображения соответствует зна-
чение от 0 до 255.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Выбор красителя и противоиона

Для проведения эксперимента необходимо
было получить агрегаты краситель–противоион–
лекарственное вещество, которые флуоресциро-
вали бы только в присутствии ЛВ. Для выбора
удовлетворяющих этому требованию сочетаний
компонентов провели скрининговое исследова-
ние. В ячейках планшета готовили растворы с
концентрациями компонентов, указанными вы-
ше, и регистрировали интенсивность их флуорес-
ценции. Результаты скрининга для выбора краси-
теля и противоиона с целью получения сигнала
Gen приведены на рис. 4.

Как видно из рис. 4, красители VIII и X флуо-
ресцируют вне зависимости от аниона и присут-
ствия Gen. Интенсивность эмиссии красителей
VII и IX во всех системах очень низкая, флуорес-
ценция красителя IV зависит от природы аниона
(максимальна в случае холата), но не зависит от
присутствия Gen. Различие в интенсивностях
флуоресценции в отсутствие или в присутствии
антибиотика наиболее значительно для красите-
лей I и II с додецилсульфатом или лауриновой
кислотой. Для дальнейших экспериментов вы-
брали красители I и II и лауриновую кислоту (LA)
ввиду ее потенциально лучшей биосовместимо-
сти, чем у додецилсульфата.

Аналогичное исследование провели для вино-
релбина (рис. 5), исключив красители, эмиссия
которых не зависела от состава раствора в опытах
с гентамицином (VIII, IX и X). Кроме того, допол-
нительно провели эксперимент с полигексамети-
ленгуанидином (ПГМГ), так как предыдущие
опыты свидетельствовали о необходимости ввода
дополнительного катиона для получения яркой
флуоресценции.

ПГМГ нивелировал влияние винорелбина на
флуоресценцию красителей; в отсутствие ПГМГ
наблюдали эмиссию только красителей I, II и III.
Более высокое отношение интенсивности флуо-
ресценции в присутствии Vb к интенсивности
флуоресценции в контрольном опыте характерно
для красителя II в системе без ПГМГ, поэтому в
последующих опытах ПГМГ не применяли.

Таким образом, установили, что наилучшее
сочетание компонентов для получения флуорес-
цирующих тройных агрегатов как с гентамици-
ном, так и с винорелбином – анион лауриновой
кислоты и красители I или II.

Получение тройных агрегатов

Тройные агрегаты гидрофильных ЛВ (Gen и
Vb), в состав которых также входят гидрофобный
краситель и амфифильный лаурат-ион, необхо-
димы для контроля местоположения лекарства по
флуоресценции красителя, входящего в агрегат.
Флуоресцирующие тройные агрегаты гентамицин
(винорелбин)–краситель II–лаурат получают при
смешении растворов всех трех компонентов, при-
чем сначала образуются растворы наночастиц,
которые со временем коагулируют, формируя
осадок. При этом использование красителя I в

Рис. 3. Схема синтеза красителя II.
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случае агрегатов с Gen не позволяет получить оса-
док, что делает невозможным выделение контей-
неров и их отмывку от не агрегировавших компо-
нентов раствора. В остальных системах осадки
были выделены, промыты и ресуспендированы в
фосфатном буферном растворе (рН 7.4)

Характеристики тройных агрегатов

Полученные агрегаты (табл. 1) имеют отрица-
тельный заряд: ζ-потенциал поверхности состав-

ляет от –5 до –15 мВ. Размер агрегатов Gen с LA и
красителем II составляет от 200 до 600 нм, с вино-
релбином – от 400 до 1000 нм (рис. 6), что не пре-

Рис. 4. Влияние пяти анионов на флуоресценцию 11 красителей в присутствии гентамицина (нижние пять рядов) и без
него (верхние пять рядов). Указаны средние значения канала яркости (отн. ед.).
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Рис. 5. Влияние анионов, винорелбина и полигексаметиленгуанидина на флуоресценцию красителей. Указаны сред-
ние значения канала яркости (отн. ед.).
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Таблица 1. ζ-потенциал поверхности частиц гентами-
цин (винорелбин)–краситель II (I)–лаурат

Тройной агрегат Образец 1, мВ Образец 2, мВ

Gen/Кр-II/LA –9 ± 2 –10 ± 4
Vb/Кр-I/LA –10 ± 2 –7 ± 2
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вышает диаметр капилляра. Воспроизводимость
и ζ-потенциала поверхности, и размера частиц
выше в случае контейнеров с винорелбином, что
установлено при изучении идентичных образцов
(табл. 1). В целом результаты исследования физи-
ческих характеристик тройных агрегатов (рис. 6,
табл. 1) не опровергают их возможную биосовме-
стимость.

Сорбция тройных агрегатов тканями кур

Изучили влияние компонентов раствора на
эмиссию красителя в зависимости от времени
(рис. 7). Для этого приготовили все возможные

комбинации красителя, ЛВ и аниона лауриновой
кислоты для систем Gen/Кр-II/LA и Vb/Кр-I/LA.

Выявили, что интенсивность флуоресценции
тройных агрегатов возрастает со временем во всех
системах. Так, за 1 ч сигнал возрастает более чем
в 2 раза. Таким образом, на изменение интенсив-
ности эмиссии вследствие сорбции контейнеров
тканями кур накладывается разгорание их флуо-
ресценции со временем. В результате при погру-
жении образцов тканей в суспензии агрегатов из-
менение сигнала было разнонаправленным
(рис. 8). По-видимому, падение интенсивности
флуоресценции содержимого пробирок с агрега-
тами с Vb обусловлено высокой скоростью сорб-
ции этих агрегатов, а в случае агрегатов с Gen
определяющим фактором оказалось разгорание
флуоресценции красителя.

В ходе изучения сорбции контейнеров тканя-
ми кур получили также карты распределения яр-
кости флуоресценции (рис. 9). Агрегаты с Vb сор-
бировались в большей степени, чем с Gen, что
может быть обусловлено меньшей концентраци-
ей агрегатов с Gen в суспензии из-за их высокой
адгезии к поверхности пластиковых пробирок.
Сравнив интенсивность флуоресценции тканей
после сорбции агрегатов, обнаружили, что агрега-
ты с Vb полнее сорбируются мышечной тканью, а
с Gen – кожей, содержащей преимущественно
жировую ткань.

Полученные изображения дают повод пола-
гать, что сорбции контейнеров тканью способ-
ствуют жиры и белки, которые в костной ткани
представлены в меньшем количестве, чем в дру-
гих тканях. Тем не менее тройные агрегаты сор-
бируются всеми исследованными тканями, что
позволит следить за распространением ЛВ в орга-
низме.

Рис. 6. Распределение по размеру агрегатов краситель
II–гентамицин–лаурат (верхний ряд) и краситель
I‒винорелбин–лаурат (нижний ряд).
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Рис. 7. Изменение интенсивности флуоресценции красителей I и II с течением времени в присутствии лауриновой
кислоты, гентамицина и винорелбина: фото лунок планшета при различном времени после смешения растворов
(слева) и график зависимости интенсивности ближней ИК-флуоресценции от времени (справа). Указаны средние
значения канала яркости (отн. ед.).

100

50

150

250

200

10 20 30 40 50 600
t, мин

Gen/Кр-II/LA
Gen/Кр-II
Кр-II/LA
Vb/Кр-I/LA
Vb/Кр-I
Кр-I/LA

I,
 о

тн
. е

д.

0 1 3 5 10 15 20 30 40 50 60t, мин

Vb/Кр-I

Кр-I/LA

Vb/Кр-I/LA

Кр-II/LA

Gen/Кр-II

Gen/Кр-II/LA



154

РОССИЙСКИЕ НАНОТЕХНОЛОГИИ  том 19  № 2  2024

ЛУЕНКОВА и др.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Агрегаты катионных лекарственных веществ
гентамицина и винорелбина с анионом лауриновой
кислоты и карбоцианиновыми красителями, полу-
чаемые осаждением из водного раствора, сорбиру-
ются тканями, что в дальнейшем позволит визуали-
зировать доставку этих ЛВ в ткани организмов. Ре-
зультаты исследования физических характеристик
частиц (размера и ζ-потенциала поверхности) не
опровергают предположения о биосовместимости
изученных агрегатов, что делает возможным пере-
ход от экспериментов in vitro к in vivo.

Авторы выражают благодарность проф.
А.Ю. Толбину за предоставление фталоцианинов
(красители V, VI и IX).
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