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Исследованы микро- и наночастицы с доксорубицином, полученные путем по-
слойной адсорбции декстрансульфата и хитозана на нерастворимом комплексе 
антибиотик–полианион с последующей обработкой  ультразвуком. Изучено вли-
яние молекулярной массы биополимеров, числа полиэлектролитных слоев, рН 
формирования на состав, физико-химические свойства частиц и эффективность 
включения доксорубицина. Проанализированы высвобождение доксорубицина 
и мукоадгезивные свойства полиэлектролитных частиц, определяющие возмож-
ность их использования.
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Рис. 1. Структурная формула доксорубицина

На протяжении 30 лет антрациклиновый анти-
биотик доксорубицин (Докс) остается одним из 
наиболее часто применяемых противоопухоле-
вых лекарственных средств [1]. Докс состоит из 
полициклического антрациклинового ядра и угле-
водного остатка даунозамина (рис. 1), а его проти-
воопухолевый эффект обусловлен встраиванием в 
двойную спираль ДНК, что приводит к реплика-
ции и транскрипции, образованию одно- и двухце-
почечных разрывов молекул ДНК, мутагенному и 
канцерогенному действию на клетки. Докс спосо-
бен накапливаться как в пораженных, так и в здо-
ровых клетках организма, поэтому многочислен-
ные исследования направлены на разработку под-
ходов, позволяющих увеличить избирательность 
его действия и время циркуляции в кровотоке [2]. 
Наряду с включением Докс в липосомы, мицеллы 
и гидрогели, ковалентной и нековалентной иммо-
билизацией на полимерах и т.д. в последние годы 
активно исследуют комлексобразование антибио-

тика c полиакриловой, полиглутаминовой и поли-
аспарагиновой кислотами, декстрансульфатом, а 
также микро- и нанокапсулирование с использова-
нием хитозана и его производных (гликоль, гекса-
ноил, олеоил, сукциноил и т.д.) [1, 3–5]. 

Метод послойной адсорбции разноименно 
заряженных полиэлектролитов на коллоидных 
частицах разного состава и строения широко 
используют для капсулирования  биологически 
активных веществ (БАВ) [6–9]. Основные до-
стоинства этой иммобилизации – осуществле-
ние процесса в мягких условиях в водной среде 
и возможность создания препаратов, имеющих 
различное строение, соответствующее их назна-
чению. Известны три основных подхода послой-
ного микрокапсулирования [6]: 

1) включение БАВ в готовые полиэлектролит-
ные микрочастицы путем изменения проницаемо-
сти их стенок; 

2) введение БАВ в коллоидную матрицу с по-
следующей адсорбцией полиэлектролитов; 

3) использование БАВ в качестве полиэлектро-
литов при построении мультислоев. 

В настоящее время продемонстрировано эф-
фективное противоопухолевое действие Докс, 
капсулированного в сферические микрочастицы, 
полученные с помощью первого подхода [10–12] 
и второго подхода с использованием биоразлага-
емых матриц [13]. При отсутствии строгих тре-
бований целевой доставки к форме и размеру 
полиэлектролитных микрочастиц нераствори-
мые комплексы БАВ (преимущественно белков) 
с декстрансульфатом признаны универсальными 
матрицами для адсорбции полиэлектролитов [14–



121ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 2. ХИМИЯ. 2016. Т. 57. № 2

18]. Полиэлектролитные частицы такого строения 
для Докс не описаны, но декстрансульфат в паре 
с противоположно заряженным  хитозаном был 
успешно использован при капсулировании Докс 
методом комплексной коацервации [19–21].

В настоящей работе исследовано микрокап-
сулирование Докс послойной адсорбцией хито-
зана и декстрансульфата на нерастворимых ком-
плексах Докс с декстрансульфатом. 

Цель работы – изучение влияния молекуляр-
ной массы биополимеров и рН среды на физи-
ко-химические свойства и поведение полиэлек-
тролитных микрочастиц с Докс, определяющие 
возможность их использования.

Методы исследования

Материалы. В работе использовали субстан-
цию гидрохлорида Докс («Dian Jiang Chong», Ки-
тай), хитозан со средней молекулярной массой 22, 
150, 400, 600 кДа (Хит22, Хит150, Хит400, Хит600 со 
степенью дезацетилирования  98, 87, 85, 84% соот-
ветственно) и декстрансульфат натрия со средней 
молекулярной массой 5, 100 и 500 кДа (ДС5, ДС100, 
ДС500). Хит22 предоставлен центром «Биоинже-
нерия» РАН, остальные полимеры производства 
фирмы «Fluka» (Швейцария). Муцин из свиного 
желудка, тип III («Sigma», США), содержащий 
0,5–1,5% сиаловых кислот.

Получение частиц, содержащих доксоруби-
цин. Процесс получения вели в растворе 0,15 М 
NaCl с pH 3,0 или 5,0. Для получения нераство-
римого комплекса (Докс–ДС) смешивали 0,75 мл 
раствора 0,28 мг/мл Докс и 0,75 мл раствора 
декстрансульфата (0,04–3,2 мг/мл). Смесь пере-
мешивали 10 мин, центрифугировали 2 мин при 
5000 g, надосадочный раствор отделяли и анали-
зировали. К осадку (Докс–ДС) постадийно добав-
ляли по 1,5 мл растворов 0,32 мг/мл хитозана или 
0,32 мг/мл декстрансульфата. На каждой стадии 
адсорбции смесь перемешивали 10 мин с раство-
ром полиэлектролита, центрифугировали 2 мин 
при 5000 g. Осадок дважды промывали раствором 
без полиэлектролита. По достижении необходимо-
го числа стадий сорбции полиэлектролитов микро-
частицы суспендировали в растворе 0,15 М NaCl 
и хранили в таком виде при 4°С или промывали 
дважды водой и высушивали лиофильно. При не-
обходимости суспензию микрочастиц подвергали 
воздействию ультразвука в течение 10 мин с ис-
пользованием гомогенизатора «Sonopuls HD 2070» 
(«Вandelin», Германия).

Характеристика частиц, содержащих док-
сорубицин. Морфологию и размер  микрочастиц 
изучали с помощью световой оптической микро-

скопии («Opton III», «Carl Zeiss», Германия), 
конфокальной лазерной сканирующей микро-
скопии («Nikon Eclipse E800», Япония) и скани-
рующей электронной микроскопии («Hitachi 
S-520», Япония). Размер и ζ-потенциал частиц 
после обработки ультразвуком анализировали на 
установке «Zetasizer Nano ZS» («Malvern Instru-
ment», Великобритания). 

Концентрацию Докс в растворах определяли 
спектрофотометрически при длине волны 480 нм 
(ε = 12500 M–1∙см–1). При определении эффектив-
ности включения вычитали из количества Докс, 
взятого для капсулирования, количество Докс, со-
держащееся во всех надосадочных и промывных 
растворах, а полученную величину относили к ис-
ходному количеству антибиотика. При изучении 
состава полиэлектролитные частицы разрушали 
в растворе 1,5 М NaCl и определяли содержание 
Докс. При необходимости в разрушенных части-
цах анализировали с использованием метода Дю-
буа [22] содержание  декстрансульфата, а содержа-
ние хитозана рассчитывали с учетом содержания 
Докс и полианиона.

Изучение высвобождения доксорубицина 
из полиэлектролитных частиц. Для изучения 
стабильности к отцентрифугированному осадку 
полиэлектролитных частиц добавляли раствор 
0,5; 1,0; 1,5 или 2,5 М NaCl, а для изучения 
кинетики высвобождения – 0,1 М  фосфатный  
буферный раствор (pH 7,4), содержащий 
0,0027 М KCl и 0,137 М NaCl. При изучении 
стабильности смесь перемешивали 10 мин и 
определяли содержание Докс. 

При анализе высвобождения суспензию 
перемешивали (100 об/мин, 37°С), отбирали через 
1, 3, 6 и 24 ч аликвоты, которые центрифугировали 
(2 мин, 10000 g) и анализировали. Высвобождение 
Докс оценивали по отношению концентрации 
микрочастиц в супернатанте и суспензии.

Адсорбция муцина на микрочастицах. К вы-
сушенному осадку микрочастиц добавляли 1,5 мл 
раствора 0,25 мг/мл муцина. Суспензию инкуби-
ровали 1 ч (37°С, 100 об/мин). Отделяли суперна-
тант центрифугированием (5 мин, 1500 g) и анали-
зировали содержание муцина с помощью реагента 
Шиффа [15]. Адсорбцию муцина рассчитывали 
по разнице значений количества добавленного и 
оставшегося в супернатанте муцина.

Результаты и обсуждение 

Основные стадии исследования и получения 
полиэлектролитных частиц (рис. 2): 

1) образование нерастворимых микрокомплек-
сов Докс и декстрансульфата (Докс–ДС); 
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Рис. 2. Схема получения полиэлектролитных микрочастиц на комплексе (Докс–ДС)  путем 
послойной адсорбции хитозана (Хит) и декстрансульфата (ДС) и воздействия  ультразвука 

(УЗ)

Рис. 3. Влияние молекулярной массы полианона и за-
рядового соотношения ДС:Докс на включение Докс 
в нерастворимые комплексы с декстрансульфатом 

(Докс–ДС) при рН 5,0

2) постадийная адсорбция на микрокомплек-
сах противоположно заряженных хитозана и дек-
странсульфата; 

3) ультразвуковая обработка частиц в целях из-
мельчения.

При исследовании комплексообразования ва-
рьировали рН среды от 3,0 до 5,0 и соотношение 
ДС:Докс, учитывая, что каждый гликозидный 
остаток полианиона содержит 2,3 сульфатные 
группы (6,4·10–3 [SO3

–]/г), а молекула антибиотика 
содержит одну аминогруппу (pKa = 8,6), имеющую 
в выбранных условиях положительный заряд. Для 
отрицательно заряженных нерастворимых ком-
плексов (Докс–ДС) наиболее высокая эффектив-
ность включения Докс (рис. 3) наблюдалась при 
соотношении [SO3

–]:[NH3
+], равном 4:1 и 8:1, воз-

растая в ряду ДС5 < ДС100  ≈ ДС500 (табл. 1, № 1,            
№ 3, № 7) и при понижении рН среды (табл. 1, 
№ 7, № 9).  

При получении микрочастиц наибольшие по-
тери Докс наблюдались на стадии сорбции хито-
зана на (Докс–ДС), что связано с вытеснением 
антибиотика поликатионом (табл. 1, № 2, № 4, 
№ 8 и № 9). Увеличение на этой стадии сорбции 
концентрации  хитозана до достижения массового 
отношения [ДС]:[Хит] от 1:0,25 до 1:2 приводит к 
уменьшению эффективности включения Докс от 
74 до 47%, а также к уменьшению размера частиц, 
вероятно, за счет  возрастания их ζ-потенциала 
(табл. 2). При оптимизации этой стадии сорбции 
было выбрано массовое соотношение [ДС]:[Хит] 
= 1:1, при котором эффективность включения 
Докс составляет 55%, а ζ-потенциал частиц ра-
вен +15±1 мВ, что необходимо для последующей 
адсорбции полианиона. Влияние молекулярных 
масс полиэлектролитов на включение Докс при 
сорбции хитозана показано на рис. 4. Эффектив-
ность включения Докс увеличивается с ростом 
молекулярной массы декстрансульфата и при ис-
пользовании хитозана средней молекулярной мас-
сы (Хит150, Хит400), что показано в табл. 1 (№ 2, № 
4 и № 8).

В результате послойной адсорбции полиэлек-
тролитов происходит перезарядка поверхности с 
отрицательной (при адсорбции декстрансульфа-

та) на положительную (при адсорбции хитозана) 
(табл. 1, № 3–6). Эффективность включения Докс 
с увеличением числа слоев полиэлектролитов 
уменьшается при рН 5,0 более интенсивно, чем 
при рН 3,0 (табл. 1, № 3–6 и № 9–12). С увели-
чением числа слоев полиэлектролитов содержа-
ние Докс в частицах уменьшается, а содержание 
декстрансульфата и хитозана зависит от строения  
частиц (табл. 3). 

С использованием световой, конфокальной, 
сканирующей электронной микроскопии (рис. 5) и 
динамического лазерного светорассеяния (табл. 1) 
изучено влияние ультразвукового воздействия на 
частицы разного строения, имеющие неправиль-
ную форму и размер от 500 нм до 40 мкм. Ми-
крочастицы, сформированные при более низком 
значении рН имели больший размер. При воздей-
ствии  ультразвука не изменялся размер комплек-
сов (Докс–ДС), составляющий около 1000 нм, 
мало изменялся размер частиц, сформированных 
при рН 3,0, а размер микрочастиц, сформиро-
ванных при рН 5,0, уменьшался до 3000–4000 и 
2000–2500 нм при использовании на последней 
стадии адсорбции декстрансульфата и хитозана 
соответственно (табл. 1). При воздействии уль-
тразвука практически не изменялся ζ-потенциал 
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Т а б л и ц а  1 
Характеристика микрочастиц, полученных на комплексе (Докс–ДС) путем послойной адсорбции 

полиэлектролитов и воздействия ультразвука 

Номер Частица рН Эффективность 
включения Докс, %

ζ-потенциал, 
мВ

Средний 
размер, нм

1 (Докс–ДС5) 5 81±3 –19±5 1000±400

2 (Докс–ДС5)–Хит400 5 26±2 +6±2 1200±100

3 (Докс–ДС100) 5 92±5 –35±3 1300±400

4 (Докс–ДС100)–Хит400 5 55±3 +11±1 2200±600

5 (Докс–ДС100)–Хит400–ДС100 5 48±3 –24±2 3500±900*

6 (Докс–ДС100)–Хит400–ДС100–Хит400 5 36±4 +7±2 2000±200

7 (Докс–ДС500) 5 87±5 –34±2 1100±400

8 (Докс–ДС500)–Хит400 5 65±5 +5±2 1300±400

9 (Докс–ДС500) 3 99±5 – 800±100

10 (Докс–ДС500)–Хит400 3 92±5 – 32000±3000*

11 (Докс–ДС500)–Хит400–ДС500 3 92±4 – 9000±2000*

12 (Докс–ДС500)–Хит400–ДС500–Хит400 3 91±3 – 10000±2000*

*Данные световой микроскопии.

Т а б л и ц а  2
Влияние массового соотношения полиэлектролитов при получении частиц (Докс–ДС100)– Хит400              

на включение антибиотика и свойства частиц

ДС:Хит, г/г Эффективность включения Докс, % ζ-потенциал частиц, мВ

0,5 47 17±1

1 55 15±1

2 62 9±2

4 74 –1,3±0,5

частиц. Частицы, полученные при рН 5,0 и обра-
ботанные ультразвуком, не изменяли своего раз-
мера в течение 3 месяцев наблюдения. 

Анализ мукоадгезивных свойств и стабиль-
ности микрочастиц важен для прогнозирования 
путей их возможного использования. Для оценки 
мукоадгезивных свойств микрочастиц мы исполь-
зовали хорошо зарекомендовавший себя метод 
инкубации частиц в растворах муцина [15, 16, 
23]. Как известно, муцин является основным 
компонентом слизистых поверхностей и при 
физиологических значениях рН обладает отри-

цательным зарядом вследствие наличия фуко-
зы и сиаловой кислоты на концах углеводных 
цепей [24]. Хитозан способен к образованию 
электростатических и водородных связей с му-
цином, поэтому микрочастицы, покрытые хи-
тозаном с положительным поверхностным за-
рядом, обладают лучшими мукоадгезивными 
свойствами, чем частицы, имеющие на поверх-
ности декстрансульфат (табл. 3).

Кинетика высвобождения Докс при  физиоло-
гических значениях рН из микрочастиц, покрытых 
хитозаном, показана на рис. 6. Докс не выделялся 
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Рис. 4. Влияние молекулярных масс полиэлектролитов на вклю-
чение Докс  при адсорбции хитозана на комплекс (Докс–ДС) 

(ДС:Хит = 1:1(г/г), pH 5,0)

Рис. 5. Конфокальная лазерная сканирующая (а) и сканирующая электронная (б, в) микрофотографии частиц 
(ДС100–Докс)–Хит400 до (а, б) и после (в) воздействия ультразвука

Т а б л и ц а  3
Влияние строения полиэлектролитных частиц с Докс на связывание муцина

Частицы

Содержание, %
Адсорбция муцина, 

мкг/мг частицДокс Декстран–
сульфат

Хитозан

(Докс–ДС100)–Хит400 42±3 30±3 28 66±10

(Докс–ДС100)–Хит400–ДС100 40±2 43±6 17 18±6

(Докс–ДС100)–Хит400–ДС100–Хит400 35±3 40±5 25 72±8

из частиц, полученных при рН 3,0, до 21 сут на-
блюдения. Из микрочастиц с двумя и четырьмя 
стадиями адсорбции, сформированных при рН 5,0, 
высвобождалось соответственно 9 и 12% Докс в 
течение 1 ч, 12 и 18% Докс в течение 24 ч. Полно-
го высвобождение Докс из частиц удалось достичь  

при увеличении концентрации NaCl выше 1,5 М 
(рис. 7), что было использовано для разрушения 
частиц при  анализе их состава. 

Таким образом, метод послойной адсорбции 
хитозана и декстрансульфата на нерастворимых 
агрегатах с полианионом, разработанный для 
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Рис. 6. Влияние рН формирования  и строения частиц 
на кинетику высвобождения Докс при рН 7,4. При 

получении частиц использованы ДС100 и Хит400

Рис. 7. Влияние ионной силы на высвобождение 
Докс из частиц (Докс–ДС100)–Хит400 

(время инкубации 10 мин)

белков, показал пригодность для капсулирования 
Докс. Включение Докс зависит от рН формирова-
ния и строения частиц. Ультразвуковая обработ-
ка позволила измельчить частицы неправильной 
формы, сформированные при рН 5,0, до размера 
2–3 мкм, что меньше размера частиц Докс, полу-
ченных из декстрансульфата и хитозана методом 
коацервации [19–21]. Мукоадгезивные свойства 
микрочастиц с Докс, покрытых хитозаном, луч-
ше, чем свойства микрочастиц, покрытых дек-
странсульфатом, и сравнимы с аналогичными 
свойствами микрочастиц, полученных с ис-
пользованием распылительной сушки и состо-
ящих только из хитозана (50 мкг/мг) [25]. Вы-

свобождение Докс из частиц увеличивается как 
с ростом рН их формирования (что связано с об-
разованием более прочного подиэлектролитно-
го комплекса при низких значениях рН), так и с 
ростом числа слоев полимеров. Физико-химиче-
ские свойства полиэлектролитных микрочастиц 
состава (Докс–ДС100)–Хит400 позволяют сделать 
предположение об их пригодности для доставки 
Докс в опухоли различной локализации (местно/
регионально), например опухоли мочевого пу-
зыря, стенки которого покрыты слоем муцина 
[26, 27], или простаты [28]. Однако лишь даль-
нейшие исследования in vitro и in vivo могут под-
твердить или опровергнуть это предположение.
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POLYELECTROLYTE MICRO- AND NANOPARTICLES 
WITH DOXORUBICIN
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Doxorubicin-containing micro- and nanoparticles, obtained by layer-by-layer adsorption 
of dextran sulphate and chitosan on insoluble antibiotic-polyanion complex and 
further sonication, were studied. The effect of biopolymer’s molecular mass, number 
of polyelectrolyte layers and reaction medium pH on the content and physico-chemical 
properties of particles and the effi ciency of doxorubicin incorporation was studied. The 
release of doxorubicin and mucoadhesive properties of polyelectrolyte particles were 
analysed in order to determine the possibility of their potential applications. 

Key words: doxorubicin, мicroencapsulation, layer-by-layer biopolyelectrolyte adsorption, 
chitosan,   dextran sulfate.
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