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ВЛИЯНИЕ СОСТАВА ЛИПОСОМ НА СТЕПЕНЬ ИНКАПСУЛЯЦИИ И РАЗМЕР  

ЧАСТИЦ ПРИ СОЗДАНИИ ЛИПОСОМАЛЬНОЙ ФОРМЫ ЦИТОХРОМА С 
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Рассмотрено влияние состава липосом на степень инкапсуляции и размер частиц при фармацевтиче-

ской разработке липосомальной формы цитохрома С. 

Цель работы: изучение влияния состава липосом на степень инкапсуляции и размер частиц при созда-

нии липосомальной формы цитохрома С, применяемой в качестве средства для терапии офтальмологи-

ческих заболеваний. 

Методы. Липосомальная форма цитохрома С получена гомогенизацией высокого давления. Инкапсуля-

цию цитохрома С проводили по методу химической связи, который основан на возможности образова-

ния химической связи между компонентами бислоя липосом и активным фармацевтическим ингридиен-

том. Для определения степени инкапсуляции была разработана методика ВЭЖХ, основанная на методе 

гель-фильтрации. Определение проводили на хроматографе Shimadzu (Япония).  

Результаты. Определен состав мембраны липосом позволяющий получить наночастицы с высокой 

степенью инкапсуляции цитохрома С – до 95,88 % и размером частиц в нанодиапазоне до 150 нм 

Выводы: Проведено изучение оптимального состава мембраны липосом, содержащих дипальмитоил-

фолсфатидилглицерол и фосфатидилхолин, для дальнейшего изучения этого липосомального комплекса в 

качестве средства терапии в офтальмологии.  

Установлено что оптимальным составом липосом является соотношение фосфатидилхолина и ди-

пальмитоилфосфатидилглицерола (1,2–4,0:1), обеспечивающего максимальную инкапсуляцию цитохро-

ма С в липосомах. 

Разработаны методики определения степени инкапсуляции Ц-С. Инкапсуляция Ц-С составила не менее 

95,0 % 

Ключевые слова: Цитохром С, фосфолипиды, липосомы, гомогенизация, степень инкапсуляции, размер 

частиц 

 

1. Введение 

Цитохром С (Ц-С) является катализатором кле-

точного дыхания, который стимулирует окислитель-

ные реакции и процессы регенерации, активизирует 

метаболизм в тканях, а также уменьшает гипоксию 

ткани при различных патологических состояниях. 

Ц-С широко используют в терапии офтальмо-

логических заболеваний, где он проявляет высокую 

активность относительно свободных радикалов, свя-

зывает агрессивные молекулы оксидантов, защищает 

хрусталик и роговицу от повреждений; подавляет и 

предотвращает развитие помутнения хрусталика (ка-

таракты), препятствует дегенерации сетчатки глаза.  

 

2. Постановка проблемы в общем виде, ак-

туальность темы и ее связь с важными научными 

или практическими вопросами 

Сегодня на фармацевтическом рынке Украины 

известны глазные капли с Ц-С «ОФТАН КА-

ТАХРОМ» производства «Сантен» Финляндия.  

Эти капли являются водным раствором Ц-С, 

которые имеют ряд существенных недостатков: Ц-С 

незначительно проникает через биологические мем-

браны в клетки и достаточно быстро выводится из 

организма. 

Указанные недостатки обуславливают сни-

жение биодоступности и требуют длительной те-

рапии препаратом [1]. Таким образом, одной из 

ключевых проблем повышения эффективности Ц-С 

содержащих препаратов в лечении офтальмологи-

ческих заболеваний является создание лекарствен-

ных форм Ц-С, обладающих более высокой биодо-

ступностью. 

Для решения этой проблемы целесообразным 

является создание глазных капель на основе липосо-

мальной формы цитохрома С (ЛС-Ц). 

 

3. Анализ последних исследований и публи-

каций, в которых начато решение данной пробле-

мы и на которые опирается автор 

Наличие липидной части в молекуле комплекса 

обусловливает его липофильность, что облегчает про-

никновения комплекса через липидные участки био-

мембран, а также способствует удержанию его в де-

структивных участках [2]. Что также, в свою очередь, 

увеличит проникновение Ц-С в ткани глаза и повысит 

эффективность использования цитохрома С. [3–5]. 

Так ранее, в работе [3], авторами было показа-

но, что применение ЛС-Ц заметно замедляет начало 

развития катаракты.  

Для доказательства терапевтической эффек-

тивности ЛС-Ц в сравнении с нативной формой Ц-С 

были проведены фармакологические исследования 

[4], которые показали, что предлагаемые ЛС-Ц обес-

печивают повышенную терапевтическую эффектив-

ность (в 1,4–2,0 раза) при изученных патологиях и 

пролонгированность действия по сравнению с натив-

ной формой Ц-C. 

В работе [5] показано, что входящие в состав 

липосом (ЛС) фосфолипиды образуют полярную 

гидрофильную поверхность везикул и высоколипо-

фильную среду внутри бислоя. Это создает характер-
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ную для ЛС амбивалентность, что определяет усло-

вия для их проникновения через гидрофильные и 

липофильные среды глаза, в том числе через барьеры 

передней и задней камер глаза. Благодаря этому ЛС 

являются эффективным средством транспорта лекар-

ственных препаратов при инстилляции в конъюнкти-

вальный мешок для целенаправленной доставки в 

конъюнктиву, хрусталик и ресничное тело. 

 

4. Выделение нерешенных ранее частей об-

щей проблемы, которой посвящена статья 
ЛС занимают особое место в современных си-

стемах доставки, которые имеют ряд преимуществ по 

сравнению с другими наночастицами. Современные 

требования к контролю ЛС средств изложены в мо-

нографии ДФУ 2.0 [6] и FDA «Guidance for industry 

Liposome Drug Products» [7]. Оценка степени инкап-

суляции активного фармацевтического ингредиента 

(АФИ) и размера частиц является необходимым 

условием разработки ЛС средств. 

Ранее в работе [3] степень инкапсуляции Ц-C в 

предложенные авторами ЛС композиции, содержа-

щие соевый фосфатидилхолин, холестерин и стеари-

ламин, составила 35–38 %.  

Степень инкапсуляции Ц-С в ЛС, состоящие 

из лецитина, холестерола и смеси кислых фосфоли-

пидов [4], составила 55–60 %. 

Составы ЛС [8], содержащие в своем составе 

смесь негативно заряженных фосфолипидов (фосфа-

тидилхолина, фосфатидилэтаноламина, церебрози-

дов, сульфатцереброзидов, сфингомиелина), обеспе-

чивали степень инкапсуляции 70–85 % 

В этом исследовании был предложен состав ЛС, 

обеспечивающий инкапсуляцию Ц-С не менее 95 %. 

 

5. Формулирование целей (задач) статьи 

Исследования посвящены изучению влияния 

состава липосом (ЛС) на степень инкапсуляции и 

размер частиц при создании ЛС-Ц, применяемой в 

качестве средства для терапии офтальмологических 

заболеваний. 

 

6. Изложение основного материала исследо-

вания (методов и объектов) с обоснованием полу-

ченных результатов 

Хорошо известна способность Ц-С образовывать 

комплексы с анионными фосфолипидами в биологиче-

ских мембранах [9, 10], что является определяющим в 

белок-липидном взаимодействии Ц-С. Основываясь на 

этих данных предложено использовать в составе нано-

частиц анионный фосфолипид – дипальмитоилфосфа-

тидилглицерин (ДПФГ). В качестве мембранообразу-

ющего липида использован основной компонент мем-

бран эукариотов – фосфатидилхолин (ФХ). Используя 

эти компоненты в различных соотношениях и концен-

трациях после проведения экспериментального изуче-

ния, предложен состав, обеспечивающий максималь-

ную инкапсуляцию Ц-С. Причем, степень инкапсуля-

ции Ц-С зависит от соотношения используемых липид-

ных компонентов и количества взятого Ц-С. В этих 

условиях положительно заряженные аминогруппы на 

молекулах Ц-С вступают во взаимодействие с отрица-

тельно заряженными группами на молекуле ДПФГ. 

Предложена схема получения ЛС-Ц, которая 

сводится к получению пленки липидов и еѐ эмульги-

рованию в растворе Ц-C для получения эмульсии 

мультиламелярных везикул с последующей гомоге-

низацией высокого давления и стерилизующей филь-

трацией [11]. 

Были исследованы 6 композиций мембран ЛС 

с соотношением (ФХ:ДПФГ) 5,0:1,0; 4,0:1,0; 3,6:1,0; 

2,4:1,0; 1,20:1,0; 0,6:1,0. 

ДПФГ и ФХ в растворяли в смеси хлороформ: 

этанол (4:1). Полученный раствор упаривали на ро-

торном испарителе BUCHI Rotavapor R215 (Швейца-

рия) до образования липидной пленки. Липидную 

пленку гидратировали раствором Ц-С, при соотноше-

нии Ц-C: липиды – 1: 16–35 соответственно, на орби-

тальном шейкере IKA werke (Германия) до образова-

ния гомогенной эмульсии мультиламелярных ЛС. 

Полученную эмульсию мультиламелярных ЛС 

гомогенизировали на гомогенизаторе высокого дав-

ления microfluidizer M110P (USA) Оптимальный 

температурный режим гомогенизации находился в 

пределах 38–44 °С и давлении 900 bar. Все работы по 

получению липосом проводили в атмосфере азота. В 

случаях, когда включение Ц-С было неполным, «сво-

бодный» Ц-С оставшийся в водной среде может быть 

отделен ультрафильтрацией. Полученную ЛС эмуль-

сию подвергали стерилизующей фильтрации через 

мембранные фильтры Pall (США) 0,22 мкм. 

Преимуществом получения ЛС методом го-

могенизации высокого давления является стан-

дартность и возможность масштабирования, высо-

кая производительность метода, минимальное 

окисление и гидролиз фосфолипидов, сохранность 

лекарственного препарата, стабильность ЛС и воз-

можность постоянного контроля температуры и 

давления в процессе технологии. Режим гомогени-

зации позволяет получить ЛС стандартного соста-

ва, основная масса которых представлена частица-

ми размером 120–150 нм.  

Для определения степени инкапсуляции Ц-С 

были предложены методики определения общей 

концентрации Ц-С и концентрации не инкапсулиро-

ванного Ц-С. 

Общую концентрацию Ц-С в ЛС-Ц (Сtotal) коли-

чественно определяли спектрофотометрическим мето-

дом на спектрофотометре Shimadzu UV1800 (Япония) 

используя УФ спектр поглощения разведенной эмуль-

сии ЛС-Ц в диапазоне 400–560 нм (рис. 1).  

Определение «свободного» Ц-С (Cfree) прово-

дили методом гель-хроматографии [12]. 

Использовали хроматограф Shimadzu, колонка 

хроматографическая размером Tricorn 5/200 column 

(Ge Healthcare), заполненную сорбентом "superose 

12", подвижная фаза (4,515 г/л KH2PO4) pH до 6,0 (2 

М NaOH); скорость подвижной фазы 0,5 мл/мин; 

детектирование при длине волны 409 нм; температу-

ра колонки 25 °C.  

Поочередно хроматографировали растворы 

субстанции Ц-С и ЛС-Ц. 

Степень инкапсуляции (ЕЕ) рассчитывали по 

формуле  

 

ЕЕ %=[(Сtotal–Cfree)/Сtotal]×100  



Scientific Journal «ScienceRise: Pharmaceutical Science»                                                                      №4 (8)2017 

 
34 

 
Рис. 1. УФ-спектр раствора ЛС-Ц 
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Рис. 2. Хроматограммы растворов стандарта Ц-С и ЛС-Ц: а – хроматограмма раствора стандарта цитохрома С, 409 нм;  

б – хроматограмма липосом с цитохромом С 409 нм; в – хроматограмма раствора стандарта цитохрома С, 200–800 нм;  

г – хроматограмма липосом с цитохромом С, 200–800 нм 

 

Как видно из рис. 2 пики ЛС и Ц-С имеют раз-

личные времена удерживания. Характерные максиму-

мы УФ-спектра поглощения в областях 400–410 нм и 

520–560 нм наблюдаются в спектрах пиков раствора 

стандарта Ц-С (200–800 нм) и ЛС-Ц (200–800 нм). 

Размер частиц определяли методом динамиче-

ского светорассеяния, используя Malvern zetasizer nano 

S (UK) рис. 3. Зависимость значений среднего разме-

ра ЛС и степени инкапсуляции от фосфолипидного 

состава представлены в (табл. 1). 

Таким образом, результаты физико-химичес- 

ких исследований свидетельствуют о том, что опти-

мальным является соотношение ФХ: ДПФГ (1,2–

4,0:1); увеличение соотношения до 5:1, как и умень-

шение соотношения 1,0:0,6 приводит к значительно-

му снижению включения Ц-С в ЛС при сохранении 

частиц в нанодиапазоне до 150 нм.  

Полученный размер ЛС наночастиц позволяет 

проводить стерилизующую фильтрацию через мем-

бранные фильтры 0,22 мкм. 
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Рис. 3 Распределение размера частиц ЛС-Ц 

 

Таблица 1 

Параметры технологии получения ЛС-Ц 
Состав ЛС 

ФХ: ДПФГ 
5,0:1,0 4,0:1,0 3,6:1,0 2,4:1,0 1,20:1,0 1,0:0,6 

Средний размер 

ЛС 

138,2 нм – 92,1 %, 

37,8 нм – 7,9 %. 

133,2 нм – 93,1 %, 

47,8 нм – 6,9 %. 

147,2 нм – 90,1 %, 

30,8 нм – 9,9 % 

138,2 нм – 92,1 %, 

37,8 нм – 7,9 %. 

132,6 нм – 93,1 %, 

47,8 нм – 6,9 % 

130,2 нм – 

87,1 %, 

47,8 нм – 

12,9 % 
Степень инкап-

суляции 
68,78 % 81,58 % 89,88 % 94,88 95,88 % 71,5 % 

 

7. Выводы 

1. Проведено изучение оптимального состава 

мембраны ЛС содержащей дипальмитоилфолсфати-

дилглицерол и фосфатидилхолин, для дальнейшего 

изучения этого липосомального комплекса в качестве 

средства терапии в офтальмологии.  

2. Установлено что оптимальным составом ли-

посомы является соотношение фосфатидилхолина и 

дипальмитоилфосфатидилглицерола (1,2–4,0:1), обес-

печивающее максимальную инкапсуляцию Ц-С в ЛС. 

3. Разработаны методики определения степени 

инкапсуляции Ц-С. Инкапсуляция Ц-С составила не 

менее 95,0 %. 
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НОРМАТИВНЕ ОБҐРУНТУВАННЯ ВИРОБНИЦТВА, КОНТРОЛЮ ЯКОСТІ ТА  

БЕЗПЕЧНОСТІ ЛІКАРСЬКИХ ЗАСОБІВ НА ОСНОВІ НАНОМАТЕРІАЛІВ 

 

© С. Б. Білоус, Т. Г. Калинюк 
 

Мета. Аналіз українських нормативних документів щодо лікарських засобів на основі наноматеріалів 

та вивчення міжнародного досвіду з питань їх розробки, контролю якості та безпечності. 

Методи. Використано методи інформаційного пошуку та аналізу даних літератури.  

Результати. Проведено аналіз Державної фармакопеї України, наказів МОЗ України та інших україн-

ських нормативних документів щодо лікарських засобів на основі наноматеріалів, а також норма-

тивно-правової бази ЄС щодо нанотехнологій та наноматеріалів. Обґрунтовано необхідність розроб-

ки та затвердження в Україні нормативно-правової бази з щодо лікарських засобів на основі нанома-

теріалів. 

Висновки. Питання доцільності опрацювання нормативно-правової бази створення лікарських засобів 

на основі наноматеріалів в Україні є беззаперечним. У цьому напрямку вже зроблені перші кроки, однак 

питання ще далеке від вирішення. Відсутність нормативних вимог до виробництва та контролю якості 

і безпечності лікарських засобів з наноматеріалами ускладнює їх розробку та унеможливлює впро-

вадження у виробництво 

Ключові слова: наноматеріали, нанотехнології, лікарські засоби, нормативні документи, контроль 

якості, безпечність, стандарти 

 

 

1. Вступ 

Станом на 2017 рік в Україні значна кількість 

лікарських засобів на основі наноматеріалів розроб-

ляється і знаходиться на стадії доклінічних дослі-

джень. Для їх подальшого впровадження у виробниц-

тво першочергового вирішення потребує проблема 

розробки, гармонізації та імплементації законодавчо 

врегульованої нормативно-правової та методичної 

бази, яка дозволить виготовляти якісну та безпечну 

продукцію.  

 

2. Постановка проблеми у загальному ви-

гляді, актуальність теми та її зв’язок із важливи-

ми науковими чи практичними питаннями 

У зв’язку з неврегульованістю нормативної бази, 

наноматеріали на даний час активно запроваджуються у 

медицину не в якості лікарських засобів, а в якості виро-

бів медичного призначення та косметичних продуктів, 

так як для них не вимагається проведення якісного та 

кількісного аналізу компонентів, а лише проведення 

санітарно-гігієнічної експертизи. 

 


