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Представлены мультилипосомальные контейнеры, образованные путем последовательной адсорб-
ции катионного полипептида поли-L-лизина и анионных липосом на поверхность анионных маг-
нитных микрогелей – продуктов синтеза γ-Fe2O3 (маггемита) в матрице анионного природного
полисахарида, смешанной Na/Ca соли альгиновой кислоты. Состав и морфология магниточув-
ствительных микрогелей подтверждены данными рентгенофазового анализа, ИК-фурье-спектро-
скопии, Мессбауэровской спектроскопии, магнитометрии, просвечивающей электронной микро-
скопии. Размер частиц мультилипосомальных контейнеров с предельным содержанием липосом в
физиологическом растворе около 400 нм. Они не цитотоксичны вплоть до концентрации поли-L-
лизина 600 мкМ. Показано, что данные объекты, заполненные противоопухолевым антибиоти-
ком – доксорубицином, способны перемещаться в суспензии под действием внешнего магнитного
поля, при этом целостность липосом в составе контейнера сохраняется. Полученные контейнеры
представляют интерес для контролируемой доставки биологически активных (лекарственных) ве-
ществ.
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ВВЕДЕНИЕ
Инкапсулирование лекарственного вещества в

наноразмерном носителе позволяет решить не-
сколько принципиальных вопросов, связанных с
перспективой лекарства в биологическом окру-
жении. Это касается длительности циркуляции
лекарства в кровотоке, направленного транспор-
та лекарства к целевым клеткам и органам, его
контролируемого высвобождения в адресной зоне,
предотвращения преждевременного разложения
лекарства ферментами, повышения биодоступно-
сти малорастворимых лекарств [1–4]. В качестве
носителей можно использовать полимерные гид-
рогели и мицеллы, дендримеры, мезопористые
наночастицы оксида кремния, металлические на-
ночастицы, наноэмульсии типа “масло в воде”
[5–11]. Особый интерес для инкапсулирования
лекарств представляют сферические везикулы,
бислойная липидная мембрана которых отделяет
внутренний водный объем частицы от окружаю-
щего водного раствора [12]. Такие везикулы (ина-

че называемые липосомами) биосовместимы,
биодеградируемы и способны инкапсулировать
гидрофильные и гидрофобные вещества [12, 13];
размер и поверхностный заряд липосом легко
поддаются контролю [13]. Для получения липо-
сом разработаны простые методические приемы,
в том числе ультразвуковая обработка смешанной
водно-липидной суспензии и пропускание сус-
пензии через фильтр с калиброванным размером
пор [14]. Липосомальные формы лекарств проде-
монстрировали свою эффективность при лече-
нии ряда тяжелых заболеваний [15–17].

Существенным ограничением традиционных
липосом с диаметром от 50 до 100 нм является их
малый внутренний объем, определяющий пре-
дельную емкость липосомального контейнера [18].
Увеличить эффективный объем контейнера мож-
но, концентрируя малые липосомы с инкапсули-
рованным лекарством в небольшом объеме путем
связывания их с поверхностью коллоидного но-
сителя [19–22]: полимерных микросфер с приви-
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тыми поликатионными цепями (“сферических
поликатионных щеток”), полилактидных ми-
целл, хитозановых микрогелей. Такой прием поз-
воляет связать несколько десятков интактных ли-
посом на каждой коллоидной частице [23, 24],
при этом цитотоксичность полученных мульти-
липосомальных контейнеров мало отличается от
цитотоксичности исходных липосом [19, 25].

Для повышения эффективности терапевтиче-
ского действия липосомального лекарства его
“нацеливают” на определенные (воспаленные)
области организма. Поверхность липосом моди-
фицируют “узнающими” (векторными) молеку-
лами, специфически взаимодействующими с
комплементарными рецепторами на поверхности
клеток-мишеней [26]. Другой подход состоит в
том, чтобы сделать липосомы чувствительными к
внешнему воздействию, так называемому “сти-
мулу” (температуре, микроволновому излуче-
нию, магнитному полю), адресно воздействую-
щему на воспаленную область [27–32].

В настоящей работе представлены мультили-
посомальные контейнеры, образованные путем
электростатического связывания анионных ли-
посом на поверхности биодеградируемого поли-
мерного микрогеля с инкапсулированными на-
ночастицами маггемита, γ-Fe2O3. Встраивание
маггемита в микрогель придает мультилипосо-
мальным контейнерам чувствительность к внеш-
нему магнитному полю, что позволяет концен-
трировать их в области, задаваемой положением
внешнего магнитного устройства.

Исследована природа взаимодействия поли-
мера с наночастицами маггемита, а также агрега-
тивная устойчивость и цитотоксичность мульти-
липосомальных контейнеров; получен магнито-
управляемый мультилипосомальный контейнер,
заполненный противоопухолевым антибиотиком –
доксорубицином. Описанный подход демонстри-
рует возможности использования мультилипосо-
мальных контейнеров для инкапсулирования и
контролируемого транспорта биологически ак-
тивных веществ.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе применяли реагенты – соль Мора

(NH4)2Fe(SO4)2 ⋅ 6H2O и хлороформ квалифика-
ции х.ч., серную кислоту квалификации о.с.ч. –
все производства “Реахим” (Россия); альгинат Na
95%–Ca 5% (“ISP”, Великобритания), который
очищали проточным диализом и выделяли с по-
мощью лиофильной сушки. Использовали гипо-
фосфит натрия моногидрат NaH2PO2 ⋅ H2O
(“VKLaborundFeinchemikalien”, Германия) и гид-
роксид натрия квалификации ч.д.а. (“Riedel-de-
Haen”, Чехия), поли-L-лизин гидробромид (ПЛ)
и доксорубицин гидрохлорид фирмы “Sigma-Аl-

drich” (США); а также липиды: диолеоилфосфа-
тидилхолин (ФХ), пальмитоилолеоилфосфати-
дилсерин (ФС), диолеоилфосфоэтаноламин-N-
(лиссамин родамин-Б-сульфонил) аммоний (Л*) –
все фирмы “Avanti” (США).

Получение магнитных микрогелей
Синтез композиционного материала из альги-

ната Na/Ca и наночастиц маггемита осуществля-
ли по следующей методике. Предварительно
100 мг альгината Na/Ca растворяли в 5 мл воды,
затем к полученному раствору добавляли по кап-
лям 1 мл водного раствора, содержавшего от 35 до
300 мг соли Мора. К этой смеси быстро прилива-
ли 1 мл водного раствора NaOH (18–90 мг/мл),
интенсивно перемешивали и по каплям добавля-
ли 1 мл водного раствора гипофосфита натрия
(14–100 мг/мл). Окончание реакции определяли
по изменению цвета реакционной смеси с зеле-
ного на темно-красный. Очищали полученный
раствор от неорганических солей методом про-
точного диализа. Для выделения полимерного
продукта (композита) использовали лиофильную
сушку.

Содержание железа в композите определяли
спектрофотометрически на спектрофотометре
“Ultrospec-4050” (“LKB”, Швеция) при λ = 510 нм,
используя значение коэффициента экстинкции
ε, равное 1800 л/(моль см). Для этого к 5 мг ком-
позита последовательно прибавляли 10 мкл кон-
центрированной соли H2SO4 и 10 мл 10%-го рас-
твора сульфосалициловой кислоты, доводили рН
раствора до двух.

Структурные исследования осуществляли ме-
тодом просвечивающей электронной микроско-
пии (ПЭМ) на установке JEM-100B фирмы
“JEML” (Германия), оснащенной приставкой для
рентгенофазового анализа. Образцы готовили пу-
тем нанесения капли водного раствора композита
на медную сетку, затем их изучали без предвари-
тельного контрастирования.

ИК-спектры образцов снимали на ИК-фурье-
спектрометре “PerkinElmer Spectrum 100 FT-IR” в
режиме измерения поглощения с использовани-
ем приставки НПВО. Спектры регистрировали в
диапазоне волновых чисел 650–2000 см–1.

Мессбауэровские спектры снимали на спек-
трометре электродинамического типа MS-1104ЕМ
(Россия) с источникам 57Co(Rh), толщина погло-
тителя 0.12 мг/см2 (57Fe). Значения изомерных
сдвигов приводили относительно α-Fe.

Получение анионных липосом
Сухие навески фосфатидилхолина и фосфати-

дилсерина растворяли в хлороформе. Рассчитан-
ный объем растворов смешивали в круглодонной
колбе так, чтобы суммарная масса липидов со-
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СПИРИДОНОВ и др.

ставляла 20 мг, мольную долю анионного липида
α = [ФС]/([ФС] + [ФХ]) варьировали в интервале
10–30 мол. %. Затем на роторном испарителе
Laborota-4000 (“Heidolph”, Германия) отгоняли
органический растворитель при 37°С и скорости
вращения 120 об/мин.

Липосомы получали методом озвучивания [33].
Сформированную тонкую липидную пленку дис-
пергировали в 2 мл буферного раствора 10–2 моль/л
Трис с pH 7 при помощи ультразвукового гомоге-
низатора Cole-Parmer CP-750 с частотой 20 кГц и
амплитудой 20% в течение 600 с (2 × 300 с) при
постоянном охлаждении водопроводной водой.

Для удаления титановой пыли липосомальные
суспензии центрифугировали в течение 5 мин на
центрифуге “Minispin “Eppendorf” при 12000 об/мин.
Суспензии моноламелярных липосом с концен-
трацией липидов 10 мг/мл использовали в тече-
ние суток. Размер липосом контролировали
методом динамического светорассеивания на
установке “Brookhaven-90 Plus” (“Brookhaven”,
США). Средний диаметр везикул составлял ~50–
70 нм.

Для флуоресцентно меченых липосом в про-
цессе формирования липидной пленки к смеси
растворов липидов добавляли раствор флуорес-
центно меченого диолеоилфосфоэтаноламин-N-
(лиссамин родамин-Б-сульфонил) аммония, Л*
(0.09 мас. % от общего содержания липидов).

Приготовление липосом,
заполненных раствором электролита

Анионные липосомы получали по методике,
описанной выше, однако вместо буфера Трис ис-
пользовали 2 мл 1 моль/л раствора NaCl в буфер-
ном растворе 10–3 моль/л Трис с pH 7. Для удале-
ния хлорида натрия из внешнего раствора прово-
дили диализ липосомальной суспензии в течение
4 ч относительно используемого буфера.

Приготовление анионных липосом,
заполненных доксорубицином

Липосомы, заполненные доксорубицином,
получали методом активной загрузки [33]. Пред-
варительно готовили рН-градиентные липосомы
с “внутренним” ацетатным буфером с рН 4 и
“внешним” буфером Трис с pH 7, которые добав-
ляли к раствору доксорубицина в буфере Трис с
рН 7. Включение доксорубицина в липосомы
контролировали по изменению флуоресценции
системы.

Интенсивность флуоресценции растворов ре-
гистрировали на спектрофлуориметре F-3000
фирмы “Hitachi” (Япония) в термостатируемой
ячейке в кварцевых кюветах шириной 1 см.

Электропроводность растворов измеряли с по-
мощью кондуктометра “CDM-83 Radiometer”

(Дания). Значения pH растворов оценивали pH-
метром pH 210 фирмы “Hanna” с использованием
стеклянного электрода марки HI-1131B.

Исследование цитотоксичности
Цитотоксичность нанокомпозитов и комплек-

сов на их основе исследовали на культурах клеток
аденокарциномы молочной железы человека
MCF-7. Количество выживших клеток определя-
ли по изменению окраски раствора красителя
тетразолиевого синего, который способен восста-
навливаться в митохондриях с образованием не-
растворимого в воде продукта (формазана), име-
ющего фиолетовый цвет. Число жизнеспособных
клеток пропорционально количеству формазана,
определяемому спектрофотометрически [15]. Оп-
тическую плотность раствора в лунках с клетками
измеряли при λ = 550 нм на фотометре Multiscan
(“Titertek”, США). Количество живых клеток
рассчитывали по отношению оптической плот-
ности в лунке с заданной концентрацией к опти-
ческой плотности в контроле. Каждое значение
находили усреднением трех параллельных изме-
рений.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Мультилипосомальные контейнеры были по-

лучены послойной электростатической адсорб-
цией поли-L-лизин гидробромида и анионных
липосом на поверхности микрогеля, сформиро-
ванного из альгината Na/Ca с инкапсулирован-
ными наночастицами маггемита. Преимуще-
ством такого подхода является использование
биодеградируемого анионного микрогеля в каче-
стве “ядра” будущего мультилипосомального
контейнера и биодеградируемой пары липосома–
полилизин, выполняющей роль “опушки”.

Получение и свойства нанокомпозитов Na/Ca 
альгинат-маггемит

Для образования композитного микрогеля
применялась ранее описанная методика [34], в
которой анионный полисахарид карбоксиметил-
целлюлоза, составляющий основу композита,
был заменен на альгинат. Ее достоинство в том,
что синтез наночастиц γ-Fe2O3 из соли Мора про-
текает при комнатной температуре в одну стадию
и не требует инертной среды [35]. Матрица альги-
ната стабилизирует образующиеся наночастицы в
результате электростатического взаимодействия
карбоксильных групп полимера с ионами Fe3+ на
поверхности маггемита [36].

Мольное отношение N исходных компонен-
тов: соли Мора и мономерных звеньев альгината
варьировали от 0.25 до 2.0. В пределах этого диа-
пазона ионы железа в реакционной системе ока-
зывались как в недостатке, так и в избытке по от-
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ношению к числу мономерных звеньев альгини-
та. Во всех случаях были представлены
водорастворимые продукты, которые после диа-
лиза и лиофильной сушки превращались в крас-
но-коричневые волокнистые материалы. Образ-
цы растворяли в концентрированной серной кис-
лоте, определяли концентрацию железа в
растворе спектрофотометрически и пересчитыва-
ли в массовую долю железа в продукте ϕ. Из дан-
ных табл. 1 следует, что массовая доля железа в
композите увеличивалась с ростом значения N.

Для визуализации неорганических частиц в
составе композита и анализа их структурных ха-
рактеристик был использован метод ПЭМ. На
ПЭМ-изображениях всех полученных компози-
тов присутствуют контрастные частицы со сред-
ним диаметром ~10–12 нм. В качестве примера на
рис. 1 представлена микрофотография образца с
ϕ = 0.18 и его электронограмма. Последняя дает
возможность рассчитать межплоскостные рас-
стояния кристаллических решеток неоргани-
ческих наночастиц (табл. 2). Сравнение полу-
ченных данных с представленными в таблице
значениями для эталонных образцов железосо-

держащих соединений [37, 38] показало, что экс-
периментальные значения соответствуют кри-
сталлической структуре магнитных оксидов же-
леза: маггемита (γ-Fe2O3) и/или магнетита
(Fe3O4).

Окончательный вывод о природе наночастиц
был сделан по результатам, полученным методом
Мессбауэровской спектроскопии: 57Fe спектр
композита с ϕ = 0.18 представляет собой суперпо-
зицию двух секстетов магнитной сверхтонкой
структуры и квадрупольного дублета (рис. 2). Па-
раметры секстетов (изомерный сдвиг δА = 0.41 ±
± 0.01 мм/c, магнитное поле на ядре 57Fe HA =
= 497 ± 3 кЭ, ширина линии на полувысоте WA =
= 0.75 ± 0.03 мм/c, спектральный вклад SA = 38%;
δB = 0.46 ± 0.01 мм/c, HB = 522 ± 3 кЭ, WA = 0.54 ±
± 0.03 мм/c, SB = 55%) и дублета (δ = 0.41 ±
± 0.01 мм/c, квадрупольное расщепление ΔЕ =
= 0.72 ± 0.02 мм/c, WA = 0.54 ± 0.02 мм/c, S = 7%)
типичны для наночастиц γ-Fe2O3, проявляющих
суперпарамагнитные свойства. При этом в спек-

Таблица 1. Состав реакционной смеси и содержание
железа в композитах

[Альгинат Na/Ca], 
осново-моль/л

[(NH4)2Fe(SO4)2 ⋅ 
⋅ 6H2O], моль/л N ϕ

0.06 0.015 0.25 0.03

0.06 0.03 0.5 0.05

0.06 0.06 1.0 0.10

0.06 0.12 2.0 0.18

Рис. 1. Микрофотография композита с ϕ = 0.18 (а) и электронограмма наночастиц оксида железа в составе ком-
позита (б).

200 нм 20 мкм(а) (б)

Таблица 2. Межплоскостные расстояния для наноча-
стиц в композитах (экспериментальные данные и эта-
лонные образцы) [37, 38]

hkl dexp, Å d(γ-Fe2O3), Å d(Fe3O4), Å

111 4.834 4.822 4.852

220 2.955 2.953 2.967

311 2.519 2.517 2.532

400 2.090 2.088 2.099

422 1.705 1.704 1.714

440 1.474 1.475 1.484
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Рис. 2. Спектр 57Fe при 78 К в образце композита с ϕ = 0.18.

6

3
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тре отсутствует секстет, который отвечает за
“промежуточную” степень окисления Fe2+/Fe3+

(δ > 0.6 мм/с), что указывает на отсутствие в об-
разце примеси Fe3O4. Квадрупольный дублет в
спектре означает, что исследуемый образец со-
держит фракцию очень мелких частиц (предпо-
ложительно менее 3–4 нм) с частотой суперпара-
магнитной релаксации магнитных моментов ка-
тионов при 78 К выше частоты ларморовой
прецессии ядерного спина.

Таким образом, по данным Мессбауэровской
спектроскопии, представленный композит со-
держит единственную форму оксида железа –
маггемит γ-Fe2O3.

Взаимодействие наночастиц маггемита с по-
лимерной матрицей изучали методом ИК-фурье-
спектроскопии. На рис. 3 представлены ИК-фу-
рье-спектры исходного альгината и композитов с
различным содержанием γ-Fe2O3. Полоса при
1730 см–1 относится к валентным колебаниям
С=О фрагмента карбоксильной группы и отража-
ет его участие в образовании внутри- и межмоле-
кулярных водородных связей [39]. Полосы при
1600 и 1420 см–1 в спектре альгината связаны с
валентными антисимметричными и симметрич-
ными колебаниями карбоксильной группы поли-

аниона. Наконец, полосы при 1220 и 1025 см–1

обусловлены валентными колебаниями фрагмен-
та полисахарида С–ОН и валентными колебани-
ями фрагмента полисахарида С–О–С соответ-
ственно [39].

Повышение доли маггемита приводит к про-
грессивному уменьшению интенсивности поло-
сы в спектрах композита при 1730 см–1. Полосы
при 1600, 1025 и 1420 см–1 сохраняются, однако их
интенсивность становится значительно ниже;
полоса при 1220 см–1 практически исчезает. Эти
изменения свидельствуют о том, что по мере воз-
растания доли маггемита в композиционном об-
разце система водородных связей разрушается, и
все бóльшее количество функциональных групп
полимера образует электростатические и коорди-
национные связи с ионами Fe3+ наночастиц маг-
гемита.

Формирование комплексов наночастиц магге-
мита с полимерной матрицей обеспечивает их аг-
регативную стабильность в водном окружении.
Лиофилизированные образцы композитов рас-
творяли в буферном растворе Трис с рН 7 и опре-
деляли их средний гидродинамический диаметр
методом динамического светорассеяния и элек-
трофоретическую подвижность (ЭФП) методом
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лазерного микроэлектрофореза. Результаты из-
мерений для растворов композитных микрогелей
и исходного альгината приведены на рис. 4.

Альгинат в водном растворе представляет со-
бой гель со средним диаметром частиц 550 нм,
трехмерная сетчатая структура которого обуслов-

Рис. 3. ИК-фурье-спектры альгината (1) и композитов альгинат–маггемит (2–5); ϕ = 0.05 (2), 0.07 (3), 0.15 (4) и 0.26 (5).
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Рис. 4. Зависимость ЭФП микрогелей магнитных композитов альгинат–маггемит от концентрации полилизина с
ϕ = 0.05 (1), 0.07 (2), 0.15 (3), 0.26 (4). Здесь и на рис. 5–7, 10 [АЛГ] = 2.5 × 10–4 осново-моль/л; буферный раствор
10–2 моль/л Трис pH 7.
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лена ионными связями между карбоксильными
группами полимера и катионами Ca2+ [40]. Фор-
мирование наночастиц маггемита в объеме геля и
их электростатическое и координационное взаи-
модействие с функциональными группами альги-
ната сопровождается контракцией микрогеля;
при этом размер композита с максимальным со-
держанием маггемита уменьшается до 240 нм. Та-
ким образом, альгинат “подшивается” дважды:
сначала ионами Ca2+, затем наночастицами. На
первом этапе результатом сшивки является фор-
мирование микрогелевых частиц полумикронно-
го размера. На втором этапе сшивание приводит к
дополнительному двукратному уменьшению раз-
мера микрогеля и формированию конъюгата.

Электрофоретическая подвижность микро-
геля при связывании маггемита меняется не-
значительно: от –3.0 для исходного альгината до
–2.6 (мкм/с)/(В/см) для композита с ϕ = 0.26
(табл. 3). Отрицательный заряд на поверхности
композитных частиц обеспечивает их агрегатив-
ную стабильность в водном растворе в течение
нескольких месяцев.

Особый интерес представляют магнитные
свойства композитных микрогелей, которые
определяют возможность использования внеш-
них магнитных полей для направленного транс-
порта таких объектов. В табл. 4 суммированы ре-
зультаты исследования намагниченности, коэр-
цитивной силы и времени релаксации двух
композитов с ϕ = 0.15 и 0.26.

Значения намагниченности насыщения полу-
ченных образцов типичные для ферромагнити-
ков. Невысокие величины коэрцитивных сил и
времен релаксации указывают на то, что наноча-
стицы в составе композита относятся к классу
магнитомягких материалов, которые быстро на-
магничиваются и теряют магнитные свойства при
снятии магнитного поля. Эта способность оказы-
вается полезной при конструировании магнито-
управлемых средств доставки лекарственных ве-
ществ.

Получение и свойства мультилипосомального 
контейнера

Выше отмечалось, что анионные микрогели,
содержащие магнитные наночастицы, несут
поверхностный отрицательный заряд. Для свя-
зывания с микрогелем анионных липосом его
поверхность предварительно модифицировали
катионным полипептидом полилизином. За его
адсорбцией на поверхности магнитного компо-
зитного микрогеля следили, контролируя элек-
трофоретическую подвижность и размер частиц в
системе.

Добавление раствора полилизина к водным
суспензиям композитных микрогелей сопровож-
дается уменьшением заряда микрогелевых частиц
и перезарядкой поверхности при высоких значе-
ниях концентрации поликатиона (рис. 4). Ней-
трализация заряда микрогелей достигается при
разной концентрации добавленного поликатиона
[ПЛ]ЭФП=0, которая прогрессивно уменьшается с
ростом массовой доли ϕ маггемита в композите.
Такой ход зависимостей [ПЛ]ЭФП = 0 – ϕ объясня-
ется тем, что с ростом ϕ увеличивается количе-
ство карбоксильных групп альгината, вовлечен-
ных в комплексообразование с наночастицами
маггемита, и, следовательно, уменьшается коли-
чество свободных групп альгината, способных
электростатически связываться с полилизином.

Нейтрализация заряда коллоидных частиц
противоположно заряженным полимером сопро-
вождается их агрегацией и последующим умень-
шением размера частиц в системе в избытке по-
лимера [41, 42]. Взаимодействие анионного маг-
нитного композита с полилизином подчиняется
этой же схеме. На рис. 5 представлена типичная
зависимость размера частиц комплекса компо-

Таблица 3. Гидродинамический диаметр и ЭФП альги-
натного микрогеля и композитов в буферном растворе
10–3 моль/л Трис с рН 7

Массовая доля 
маггемита в 

образце
Диаметр, нм ЭФП, 

(мкм/с)/(В/см)

0 550 –3.3

0.05 260 –3.0

0.07 250 –2.8

0.15 220 –2.8

0.26 240 –2.6

Таблица 4. Магнитные характеристики композитов альгинат–маггемит

Массовая доля
маггемита в образце

Намагниченность 
насыщения, сгс м/г Коэрцитивная сила, Oe Время релаксации, с

0.15 1.3 × 10–2 42 1.5

0.26 3.2 ×10–2 34 1.0
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зит–полилизин от концентрации поликатиона.
Добавление полилизина к суспензии магнитного
композита с ϕ = 0.15 приводит вначале к росту
размера частиц в системе, который затем умень-
шается до размера близкого к исходному. Макси-
мальный размер комплекса композит–полили-
зин наблюдается при полной нейтрализации за-
ряда микрогеля поликатионом. Стабилизация
размера комплекса в избытке поликатиона связа-
на с появлением на его поверхности положитель-
ного заряда, привнесенного адсорбированным

полимером. Диаметр агрегативно стабильных ча-
стиц положительно заряженного комплекса ком-
позит–полилизин составляет –300 нм.

Дальнейшие эксперименты проводили с ком-
плексом, полученным путем исчерпывающей ад-
сорбции полилизина на поверхности композит-
ного микрогеля с массовой долей маггемита 0.15.
Это условие реализуется при добавлении 130 мкл
10–2 осново-моль/л раствора полилизина к 2.5 мл
раствора композита (ϕ = 0.15) с концентрацией
альгината 2.5 × 10–4 осново-моль/л. Этот комплекс
обладает приемлемыми магнитными свойствами,
а водная суспензия такого комплекса сохраняет
стабильность в течение длительного времени.

Мультилипосомальный контейнер получали
адсорбируя липосомы, сформированные из сме-
си анионного ФС и электронейтрального ФХ, на
поверхности комплекса композит–полилизин;
мольную долю α фосфатидилхолина в липосомах
варьировали от 10 до 30%. Связывание анионных
липосом с комплексом композит–полилизин со-
провождается вначале нейтрализацией заряда
комплекса, а затем, появлением на его поверхно-
сти отрицательного заряда при больших значени-
ях концентрации липосом (рис. 6). Как и ожида-
лось, чем выше содержание анионного липида в ли-
посомальной мембране, тем меньше требовалось
липосом для нейтрализации заряда комплекса.

Простая геометрическая оценка максималь-
ной плотности заполнения поверхности ком-
плекса липосомами показала, что на каждой

Рис. 5. Зависимость гидродинамического диаметра
магнитного композита альгинат–маггемит с ϕ = 0.15
от концентрации полилизина.
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Рис. 6. Зависимость ЭФП комплекса композит–полилизин с ϕ = 0.15 от концентрации ФС–ФХ липосом; α = 10 (1),
20 (2) и 30% (3); [ПЛ] = 5 × 10–4 осново-моль/л.
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300 нм частице комплекса может разместиться до
100 липосом диаметром 50 нм. В дополнение к
этой оценке следует принять во внимание элек-
тростатическую природу адсорбции анионных
ФС–ФХ липосом на поверхности комплекса, ко-
торая сопровождается нейтрализацией заряда
комплекса зарядами адсорбированных липосом.
Такой механизм означает, что плотность заполне-
ния поверхности комплекса липосомами должна
уменьшаться с ростом содержания анионного ли-
пида в липосомальной мембране. Именно это и
наблюдали в эксперименте по электрофоретиче-
скому титрованию комплекса суспензиями липо-
сом с разными значениями α (рис. 6).

Принципиальный вопрос касается целостно-
сти липосом в составе мультилипосомального
контейнера. Для ответа на этот вопрос использо-
вали липосомы c α = 10, 20 и 30%, внутренний
объем которых был заполнен раствором 1 моль/л
NaCl. Липосомы адсорбировали на поверхности
комплекса и регистрировали электропровод-
ность Ω полученных суспензий. Во всех случаях
значения Ω оставались неизменными по крайней
мере в течение 6 ч после формирования мульти-
липосомального контейнера, что свидетельствует
о сохранении целостности липосом после их свя-
зывания в нем.

Другое важное требование к синтезированным
мультилипосомальным контейнерам – устойчи-
вость к диссоциации на исходные компоненты в
водно-солевых растворах, в частности в физиоло-
гическом растворе с [NaCl] = 0.15 моль/л. Воз-
можную диссоциацию мультилипосомального
контейнера контролировали, используя липосо-
мы со встроенным в мембрану флуоресцентно
меченым липидом Л*. Известно, что связывание
меченых липосом с катионным полимером при-
водит к тушению флуоресценции метки, а после-
дующая диссоциация комплекса к ее возгоранию
[43]. В экспериментах данной работы адсорбция
трех типов меченых липосом с α =10, 20 и 30% на
поверхности комплекса уменьшала интенсив-
ность флуоресценции метки (рис. 7а). Последую-
щее добавление раствора соли к суспензиям
мультилипосомального контейнера вызывает
различные эффекты в зависимости от значения α.

Возгорание флуоресценции в суспензии муль-
тилипосомального контейнера из липосом с α =
= 10% начинается при концентрации соли равной
0.075 моль/л (рис. 7б, кривая 1). Полное возгора-
ние флуоресценции метки, т.е. 100% диссоциация
мультилипосомального контейнера на ФС–ФХ ли-
посомы и катионный комплекс, регистрируется
при [NaCl] = 0.25 моль/л. Напротив, в суспензиях
мультилипосомальных контейнеров, сформиро-
ванных липосомами с α = 20 и 30% (кривые 2 и 3),
флуоресценция не восстанавливается в физиоло-
гическом растворе, что означает отсутствие дис-

социации мультилипосомальных контейнеров в
этих условиях.

Добавление ФС–ФХ липосом к суспензии
300 нм комплекса приводит к росту размера муль-
тилипосомальных контейнеров до значения в не-
сколько микрон, который регистрируется при
полной нейтрализации заряда комплекса адсор-
бированными липосомами. Дальнейшее увеличе-
ние концентрации липосом влечет их дополни-
тельную (избыточную) адсорбцию, что придает
мультилипосомальным контейнерам отрицатель-
ный заряд и уменьшает их размер до 400 нм.

Цитотоксичность мультилипосомальных кон-
тейнеров определяли по выживаемости чувстви-
тельных к лекарствам клеток аденокарциномы
молочной железы человека MCF-7. На рис. 8
представлены зависимости выживаемости клеток
от концентрации индивидуального полилизина и
полилизина в составе комплекса и мультилипо-

Рис. 7. Зависимости интенсивности флуоресценции
метки от концентрации альгината при добавлении
суспензии комплекса композит–полилизин с ϕ = 0.15
к суспензии меченых липосом (а) и концентрации со-
ли при добавлении раствора NaCl к суспензии
мультилипосомального контейнера при [ПЛ] = 5 ×
× 10–4 осново-моль/л (б); α = 10 (1), 20 (2) и 30% (3).
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сомальных контейнеров с липосомами с α = 20%.
В качестве количественной меры цитотоксично-
сти взята концентрация добавленного полилизи-
на, при которой регистрируется 50% выживае-
мость клеток (В-50). Бóльшее значение В-50
соответствует меньшей цитотоксичности образ-
ца. Так, для полилизина В-50 она составляет 65 ×
× 10–6 осново-моль/л, это означает, что положи-
тельно заряженный полимер является довольно
токсичным веществом (кривая 1). Связывание
полилизина с анионным композитным микроге-

лем понижает цитотоксичность полученного
комплекса в 2 раза, т.е. до значения В-50, равного
135 × 10–6 осново-моль/л (кривая 2), несмотря на
то что его заряд остается положительным. Нако-
нец, тройной комплекс микрогель–полилизин–
липосома (мультилипосомальный контейнер) не
показывает цитотоксичности во всем интервале
исследованных значений концентрации полили-
зина вплоть до 600 × 10–6 осново-моль/л (кривая 3).

Способность заполненного лекарством муль-
тилипосомального контейнера реагировать на
приложение внешнего магнитного поля была
продемонстрирована в ходе следующего экспери-
мента. Так, ФС–ФХ липосомы (α = 20%), нагру-
женные противоопухолевым антибиотиком док-
сорубицином, были адсорбированы на поверхно-
сти катионного комплекса, сформированного из
магнитного микрогеля и полилизина ϕ = 0.15.
Встраивание доксорубицина в липосомы сопро-
вождается заметным тушением его флуоресцен-
ции при λисп = 555 нм (λвозб = 490 нм) [20, 44]. Их
взаимодействие с комплексом не приводит к воз-
горанию флуоресценции доксорубицина, что
означает отсутствие вытекания лекарства из ли-
посом в окружающий раствор [33, 44] и подтвер-
ждает сделанный ранее вывод о сохранении це-
лостности анионных липосом, нагруженных
доксорубицином, после формирования мульти-
липосомального контейнера.

В отсутствие внешнего магнитного поля вод-
ный раствор мультилипосомальных контейне-
ров, заполненных доксорубицином, представляет
собой жидкость оранжевого цвета из-за присут-
ствия в них окрашенных наночастиц маггемита
γ-Fe2O3 (рис. 9а). Когда рядом с кюветой, запол-

Рис. 8. Зависимость выживаемости клеток MCF-7 от
концентрации полилизина (1), а также полилизина в
составе комплекса (2) и мультилипосомального кон-
тейнера (3) с ϕ = 0.15; α = 20% (3).

0

40

80

120

10 100

1

2

3

[ПЛ] × 106, осново-моль/л

Выживаемость, %

Рис. 9. Концентрирование частиц мультилипосомального контейнера с доксорубицином на стенке кюветы с помо-
щью внешнего магнитного поля при ϕ = 0.15 и α = 20%. Пояснения в тексте.

М

а

г

н

и

т

(а) (б)



242

ВЫСОКОМОЛЕКУЛЯРНЫЕ СОЕДИНЕНИЯ. Серия А  том 61  № 3  2019

СПИРИДОНОВ и др.

ненной этим раствором, ставили постоянный
магнит, то частицы магнитного микрогеля начи-
нали перемещаться в направлении источника
магнитного поля и концентрироваться на стенке
кюветы (рис. 9б). Далее, удерживая магнит, с по-
мощью шприца удаляли супернатант, добавляли
в кювету 2.5 мл буферного раствора 10–2 моль/л
Трис и редиспергировали осадок многократным
встряхиванием кюветы. Липосомы разрушали до-
бавлением избытка Тритона Х-100 и регистриро-
вали спектр флуоресценции полученного раство-
ра (рис. 10, кривая 1). Для сравнения на рисунке
показан спектр флуоресценции суспензии исход-
ных липосом той же концентрации, но разрушен-
ных действием Тритона Х-100 (кривая 2), и
спектр флуоресценции супернатанта (кривая 3).
Полученные результаты позволяют сделать вывод
о том, что практически весь доксорубицин сохра-
няется в составе мультилипосомального контей-
нера после его иммобилизации на стенке кюветы.
Описанный подход представляет интерес для по-
лучения магнитоуправляемых конструкций для
направленной доставки лекарственных веществ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, электростатическое связывание
анионных липосом с полисахаридным микрогелем,
поверхность которого покрыта катионным поли-
пептидом полилизином, позволяет получить муль-
тилипосомальный контейнер диаметром 400 нм.

Целостность липосом в контейнере сохраняется;
контейнер не диссоциирует на исходные компо-
ненты в физиологическом растворе.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова-
ний (код проекта 18-03-01024).
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