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Реализован синтез наночастиц альбумина последовательно методами pH-коацервации, десольва-
ции и сшивки глутаровым альдегидом. Полученные частицы имеют форму, близкую к сфериче-
ской. Обнаружена зависимость размеров получаемых частиц от скорости десольвации. Проведена
иммобилизация на поверхности наночастиц двух флуоресцентных красителей – индоцианина зеле-
ного и флуоресцеина натрия, а также противоишемического препарата квинакрина, что позволило
получить пролонгированные формы. Для квинакрина, иммобилизованного на поверхности нано-
частиц, заметное высвобождение квинакрина заканчивается к 30 ч от начала эксперимента и со-
ставляет 65% иммобилизованного действующего вещества. Флуоресцентные красители не высво-
бождаются.
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ВВЕДЕНИЕ
Альбумин (Alb) все чаще используется в каче-

стве популярного материала для таргетной достав-
ки и средств контрастирования в обеспечении эф-
фективной биомедицинской визуализации и тера-
пии [1]. Альбумин обладает нетоксичностью,
неиммуногенностью, биоразлагаемостью и био-
совместимостью. В последние годы растет число
исследований, изучающих использование наноча-
стиц (НЧ) на основе Alb различными способами
[2]. Связанные с НЧ Alb лекарственные молекулы
обеспечивают более длительную циркуляцию в
крови и таргетное воздействие на мишени [1, 2].
Часто Alb-наночастицы покрывают различными
молекулами с функциональными группами [3],
такими как гиалуроновая кислота [4], хитозан [5]
и т.п. При этом Alb является транспортным бел-
ком и содержит большое количество собственных
функциональных групп [1–4]. НЧ Alb применя-
ются в различных целях. Так, НЧ Alb предлагает-
ся использовать в пищевых технологиях для сор-
бирования куркумина [6], для доставки лютеина
– важного метаболического агента для зрения –
потенцированы НЧ Alb, полученные из жмыха
семян камелии и покрытые природным полиса-
харидом хитозаном [5]. Существуют НЧ Alb, спо-

собные преодолевать гематоэнцефалический ба-
рьер [7]. Для этого их модифицируют пептидом
LMWP.

Наибольшее количество работ отмечается в
области онкологии [8], в том числе для адресной
доставки новых цитостатиков, таких как абрак-
сан [9–11]. Например, для этого используется ли-
ганд-модифицированный Alb [12]. Разработаны
НЧ Alb, содержащие иммуномодуляторы-инги-
биторы PI3Kγ и паклитаксел, эффективные против
метастазирования [13]. Одновременное инкорпо-
рирование в НЧ Alb двух препаратов куркумина и
доксорубицина (DOX) дает синергический эффект
[14]. Против рака молочной железы применяются
НЧ Alb, нагруженные DOX и таргетным пепти-
дом TNBC [15]. Для нерастворимого в воде цитаста-
тика доцетаксела предложена суспензия на основе
НЧ Alb [16]. Ограничения применения глюкозоок-
сидазы ввиду короткого периода полураспада, низ-
кой стабильности и высокой токсичности сняты с
НЧ Alb конъюгированием [17]. Cинтезированы
НЧ перфтортрибутиламина [18], покрытые сыво-
роточным Alb человека, для подавления фактора
роста-β, способствующего метастазированию.
Для фототермической терапии опухолей в [19]
предложено использовать НЧ магнетита, покры-
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тые Alb. Синтезированы НЧ Alb, нагруженные
флуоресцентным красителем индоцианиновым
зеленым (ИЦЗ) и DOX [20], обеспечивающие
двойную терапию – фототермическую и доксору-
бициновую.

Используются НЧ Alb и в различных кон-
трастах. НЧ Alb, содержащие контрастный агент –
йогексол, обладают повышенной контрастирую-
щей способностью на КТ за счет более длительного
пребывания в крови [21]. НЧ Alb, конъюгированно-
го с TDPA комплексом гадолиния, потенциально
могут использоваться для МРТ-контрастирования
[22].

Для синтеза НЧ Alb применяются различные
методы, такие как десольватация, эмульгирова-
ние, термическое гелеобразование, нанораспы-
лительная сушка, nab-технология и самосборка
[23, 24], сшивка различными сшивающими аген-
тами [25]. Для доставки DOX предложено исполь-
зовать НЧ Alb, сшитые стеариновой, олеиновой и
линолевой кислотами [25]. Описан метод [26] со-
осаждения DOX с Alb в процессе десольватации и
сшивки НЧ Alb. В [27–29] в качестве альтернати-
вы для синтеза НЧ сывороточного Alb предложен
метод десольвации. При получении НЧ Alb этим
способом альбумин растворяют в воде, десольва-
тируют этанолом, затем стабилизируют добавле-
нием сшивающего агента, в качестве которого ис-
пользуют глутаровый альдегид. Данный метод
получил широкое распространение и использует-
ся для синтеза НЧ Alb многими исследователями
[30–33].

Цель данного исследования – разработка ме-
тода синтеза наночастиц альбумина, иммобили-
зация на их поверхности флуорофоров ИЦЗ и
флуоресцеина натрия (ФЛН) для пролонгации
времени наблюдения на флуоресцентном томо-
графе и иммобилизация препарата квинакрина
для реализации пассивной направленной достав-
ки в миокард для постишемического восстанов-
ления [34].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы. В качестве действующего веще-

ства использовали квинакрин (мепакрин, акри-
хин) Quinacrine dihydrochloride ≥90% (Sigma Al-
drich, Германия).

В качестве флуорофоров применяли флуорес-
центный краситель ИЦЗ, допущенный для кли-
нического применения (Acros Organics, Israel) и
ФЛН ЧДА (Вектон, Санкт-Петербург, РФ).

При изготовлении НЧ Alb использовали Hu-
man Albumin 20% (Octapharma, Austria). Дегидра-
тацию проводили этанолом медицинским 95%
(РФ). В качестве сшивающего агента использова-
ли глутаровый альдегид (Sigma Aldrich, USA, Cas:
111-30-8).

Определение физико-химических характеристик.
Гидродинамический диаметр наноматериалов и
индекс полидисперсности в водных растворах
определяли при помощи метода динамического
рассеивания света (ДРС) на приборе Zeta Sizer Ul-
tra (Malvern Instruments, UK). Использовали сле-
дующие параметры прибора: время накопления
корреляционной функции – 120 с, распределение
по размерам измеряли в трех повторах, температу-
ра образца – 25°С, метод анализа – General Pur-
pose. Дополнительные настройки были выставле-
ны по умолчанию. Обеспыливание коллоидного
раствора не проводили. За средний гидродинами-
ческий размер принимали значение Z-average,
которое рассчитывали по первичным данным
Size Distribution Intensity.

Спектрофотометрические характеристики ма-
териалов определяли при помощи спектрофото-
метра Unico 2802s (Unico Sys, USA) в кварцевых
кюветах с толщиной слоя 10 мм.

Морфологию нанолипосом изучали при помо-
щи просвечивающего электронного микроскопа
(ПЭМ) HT7800 Series (Hitachi, Japan). Использо-
ваны подложки Nickel Grids Formvar Support
Films 200 Mesh (Zongjingkei Technology, China).

Определение количества флуорофоров. Для
определения количества флуорофоров использо-
вали спектрофотометрический метод. Построе-
ние калибровочной зависимости оптической
плотности раствора от концентрации делали для
проб с содержанием флуорофора 0.0039, 0.0043,
0.0049, 0.0056, 0.0065, 0.0078 и строили калибро-
вочную зависимость, по которой затем определя-
ли количество вещества в пробах.

Для ИЦЗ длина волны поглощения составляла
700 нм, для флуоресцеина – 485 нм.

Для определения количества квинакрина ис-
пользовали спектрофотометрический метод. По-
строение калибровочной зависимости оптиче-
ской плотности раствора от концентрации делали
для проб с содержанием квинакрина 0.0039,
0.0043, 0.0049, 0.0056, 0.0065, 0.0078 и строили ка-
либровочную зависимость при длине волны по-
глощения 279 нм, по которой затем определяли
количество вещества в пробах.

Исследование кинетики высвобождения квина-
крина. Для изучения профиля высвобождения
действующего вещества – квинарина – использо-
вали следующий метод. Образец с иммобилизо-
ванным или инкапсулированным квинакрином
объемом 15 мл помещали в диализный мешок с
диаметром пор 3.5 кДа, шириной 46 мм, длиной
120 мм. Края мешка фиксировали стандартными
зажимами. Собранный мешок помещали в поли-
пропиленовый стакан объемом 1000 мл, в кото-
рый заливали 500 мл фосфатно-солевого буфера
(PBS) с pH = 7.4. Образец перемешивали на маг-
нитной мешалке со скоростью 150 с–1. Проводили
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периодический отбор проб объемом 2 мл. Этот
объем компенсировали PBS-буфером. Отобран-
ную пробу анализировали спектрофотометриче-
ски.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для синтеза наночастиц альбумина использова-
ли метод pH-коацервации. Готовили 2 мл 2%-но-
го раствора Alb в растворе 10 мМ NaCl с pH = 9,
подщелаченный 0.1 н NaOH. Капельно с помо-
щью шприца добавляли 8 мл этанола при переме-
шивании 350 об./мин на орбитальном шейкере со
скоростью 0.1–0.3 мл/мин (30 мин и 1 ч). Далее
сшивали с 6.25%-ным глутаровым альдегидом в
объеме 59 и 118 мкл. Оставляли перемешиваться
на 2 ч. Схема синтеза НЧ Alb показана на рис. 1.

При более медленном (60 мин) добавлении
этанола в раствор Alb коллоид мутнеет после до-
бавления 4–4.5 мл и впоследствии имеет прозрач-
ность. При 30-минутном добавлении этанола
раствор становится молочного цвета.

Для получения биологически совместимого
образца НЧ Alb было необходимо избавиться от
этилового спирта в дисперсной среде и заменить
его на физиологический раствор. Для этого про-
водили диализ в диализном мешке с размером
пор 3.5 кДа в стеклянном химическом стакане
объемом 2000 мл. Образец двукратно ставили
против воды при перемешивании со скоростью

200 мин-1 на магнитной мешалке в течение 1 ч. За-
тем диализ проводили против физиологического
раствора при тех же параметрах.

Для иммобилизации либо инкорпорирования
квинакрина, ИЦЗ или ФЛН (действующее веще-
ство, ДВ) готовили их водные растворы. Для при-
готовления растворов квинакрина и ИЦЗ 10 мг
ДВ растворяли в 10 мл дистиллированной воды.
Поскольку ФЛН представляет собой не раствори-
мую в воде кислоту, 10 мг ФЛН заливали 10 мл ди-
стиллированной воды. Затем водородный пока-
затель раствора доводили до значения pH = 9.0
0.1 н раствором NaOH. При этом получали ФЛН,
который образовывал водный раствор.

Использовали два способа иммобилизации ДВ:
– поверхностная иммобилизация при помощи

ионной связи ДВ с поверхностными функцио-
нальными группами Alb-НЧ;

– физическое инкорпорирование ДВ в мате-
риал НЧ.

При первом способе иммобилизации колло-
идный раствор НЧ смешивали в соотношении
1 : 1 с раствором ДВ. Образец перемешивали на
орбитальном шейкере в течение 2 ч при скорости
350 мин–1.

При втором способе иммобилизации раствор
ДВ готовили непосредственно в Alb и затем про-
водили сшивание НЧ по указанной схеме.

Рис. 1. Схема синтеза наночастиц альбумина.
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Изучение размеров, морфологии и электрокине-
тического потенциала получаемых глобул. От ско-
рости подачи этанола зависят размеры получае-
мых НЧ Alb. Так, при подаче этанола в течение
30 мин преимущественные размеры составляли

от 80 до 115 нм, при добавлении в течение 60 мин –
170–180 нм при изучении методом ДРС (рис. 2).

При изучении морфологии и размера НЧ Alb
при помощи ПЭМ обнаружено, что НЧ Alb име-
ют размеры, схожие с определенными методом
ДРС и по форме близки к сферическим (рис. 3).
Причем зависимость среднего размера глобул от
различной длительности добавления этанола так-
же четко прослеживается.

Для определения количества действующих ве-
ществ, иммобилизованных на поверхности НЧ
либо инкорпорированных в них, проводили диа-
лиз образцов в диализном мешке с диаметром пор
3.5 кДа, шириной 46 мм, длиной 120 мм против
дистиллированной воды. Затем отбирали пробы и
проводили их спектрофотометрический анализ.
В отобранных пробах не было обнаружено ДВ.
Это говорит о том, что ДВ полностью связывались
материалом носителя (НЧ). Предположительно,
механизм связывания НЧ альбумина с ДВ – коор-
динационно-ионный и происходит за счет функ-
циональных групп Alb. На поверхности НЧ долж-
но присутствовать большое количество не сши-
тых функциональных групп. Именно этим можно
объяснить большую емкость и плотность привив-

Рис. 2. Распределение НЧ альбумина по размерам
(ДРС): 1 – 30, 2 – 60 мин.
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Рис. 3. ПЭМ-изображения образца НЧ альбумина: а – с иммобилизованным ИЦЗ (образец получен при добавлении
этанола в течение 60 мин); б – с иммобилизованным флуоресцеином, в – с иммобилизованным квинакрином (образ-
цы получены при добавлении этанола в течение 30 мин); г – макровид препарата НЧ Alb.
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ки ДВ на поверхности НЧ Alb. Флуоресцеин и
ИЦЗ должны взаимодействовать со свободными
аминогруппами в боковой цепи Alb (например
лизина, рис. 4). При этом наиболее прочно дол-
жен связываться с альбумином ИЦЗ, поскольку
имеет два кислотных остатка сильной кислоты
(сульфогруппы). Более слабую связь должен да-
вать флуоресцеин ввиду наличия для связывания
карбоксильной группы, способной к гидролизу,
хотя практические эксперименты показали, что
высвобождения ФЛН в течение длительного вре-
мени не происходит. Квинакрин имеет в своем
составе вторичный амин и должен связываться с
аминокислотами Alb, имеющими в боковой цепи
карбоксильную группу (например глутаминовая
кислота, рис. 4). Эта связь также теоретически
подвержена гидролизу и, возможно, кинетика
высвобождения квиакрина контролируется ско-
ростью гидролиза этой связи.

Для квинакрина, иммобилизованного на по-
верхности НЧ Alb (рис. 5), заметное высвобожде-
ние ДВ заканчивается к 30 ч от начала экспери-

мента. При этом высвобождается 65% иммоби-
лизованного ДВ. По-видимому, при этом
устанавливается некоторое термодинамическое
равновесие между иммобилизованным и свобод-
ным квинакрином, что препятствует его дальней-
шему высвобождению.

Для квинакрина, инкорпорированного в НЧ
Alb, исследование кинетики высвобождения не
проводили, поскольку оно слишком велико и не
имеет практического значения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Реализован синтез наночастиц альбумина по-
следовательно методами pH-коацервации, де-
сольвации и сшивки глутаровым альдегидом. По-
лученные частицы имеют форму, близкую к сфе-
рической. Обнаружена зависимость размеров
получаемых частиц от скорости десольвации.
Так, при времени десольвации 30 мин преимуще-
ственный размер составил 80–115 нм, а при вре-
мени 60 мин – 170–180 нм. Проведена иммобили-

Рис. 4. Образование ионных связей аминокислот с действующими веществами: а – лизин–индоцианин зеленый, б –
лизин–флуоресцеин, в – глутаминовая кислота–квинакрин.

NCl

O
CH3

N
O N

CH3
H3C

CH3O

O

NH3

O

H2

OO OH

C
O

O

H3
N

O

O

NH3

ON

O

O

NH3

H3
S

O

O

N+

N

S

O

O

O

Na+

(б)

(а)

(в)



РОССИЙСКИЕ НАНОТЕХНОЛОГИИ  том 19  № 3  2024

СИНТЕЗ НАНОЧАСТИЦ АЛЬБУМИНА 425

зация на поверхности НЧ двух флуоресцентных
красителей – индоцианина зеленого и флуорес-
цеина натрия. Это предположительно позволит
увеличить время исследования флуоресценции с
нескольких секунд до нескольких десятков ми-
нут. Иммобилизован противоишемический пре-
парат квинакрин, что позволило получить его
пролонгированную форму. В нативном виде он
выводится из организма органами ретикулоэндо-
телиальной системы в течение нескольких секунд.
Заметное высвобождение из пролонгированной
формы заканчивается к 30 ч от начала экспери-
мента и составляет 65% иммобилизованного дей-
ствующего вещества. Также иммобилизация кви-
накрина на поверхности альбуминовых НЧ спо-
собна реализовать пассивную направленную
доставку в миокард для его постишемического
восстановления [34].

Исследование выполнено при поддержке Рос-
сийского научного фонда (грант № 23-15-00151).
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