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Разработка систем доставки лекарственных веществ является важным трендом современной биоме-
дицины. За последние пять лет наблюдается тенденция к усложнению разрабатываемых систем до-
ставки лекарств с получением сложных многокомпонентных носителей, с целью совершенствова-
ния направленности и селективности их действия. Для этого используются различные свойства тка-
ней, характерныx для того или иного участка организма, что может быть использовано для
разделения действия носителей. Одним из таких факторов служит рН среды, который строго регу-
лируется организмом и является константой в той или иной области организма. В связи с этим в
данной работе мы разрабатываем подход для формирования комплексных частиц со структурой яд-
ро-оболочка на основе мезопористых частиц карбоната кальция и кремнезема класса AMS-6. Ис-
следованы загрузочная способность и кинетика высвобождения модельного вещества (конъюгата
красителя TRITC с бычьим сывороточным альбумином BSA) из полученных комплексных частиц.
Полученные в работе носители имеют перспективы применения в качестве лекарственных носите-
лей с рН-зависимой кинетикой высвобождения инкапсулированного препарата.
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ВВЕДЕНИЕ
Стремительная модернизация сферы здраво-

охранения и внедрение передовых технологий
помогли повысить эффективность лечения и вы-
вести качество жизни пациентов на новый уровень.
Однако увеличение продолжительности жизни так-
же поспособствовало и увеличению числа неин-
фекционных хронических заболеваний. Рак, по
данным Всемирной Организации Здравоохране-
ния (ВОЗ), является одной из ведущих причин
смертности в мире, унесших почти 10 млн жизней
за 2020 г. В настоящее время испытываются раз-
личные новые подходы к лечению онкологий, где
свою эффективность демонстрирует таргетная
терапия – использование контейнеров, содержа-
щих лекарственное вещество, для целенаправ-
ленной доставки в опухоль или опухолевые клет-
ки. Применение микрочастиц показало увели-
ченную эффективность самого препарата за счет
повышения взаимодействия его молекул с пато-
генными клетками, а также снижение нежела-
тельных эффектов, улучшенную фармакодина-

мику и проницаемость через физиологические
барьеры [1–4]. Различные неорганические части-
цы нано- и субмикронного размера, включая ок-
сиды металлов, диоксид кремния, металл-органи-
ческие комплексы и другие, были широко изучены
в качестве лекарственных носителей благодаря ряду
параметров, включая высокую стабильность, био-
совместимость, способность к деградации и по-
верхностному модифицированию [5–8]. Особое
место занимает разработка пористых материалов
благодаря уникальной возможности управления
физико-химическими характеристиками и свой-
ствами этих материалов. В то же время контроли-
руемые свойства позволяют создавать многофунк-
циональные материалы, позволяющие одновре-
менно осуществить биовизуализацию, сенсорику,
а также их терапевтическое применение [9, 10].
Применение направленного транспорта для он-
котерапии может значительно повысить качество
диагностики и эффективность методов лечения.

Анализ исследований, проведенных за послед-
ние 10 лет, показывает, что около 0.7% частиц,
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введенных внутривенно, попадают внутрь целе-
вой опухоли [11]. Это наталкивает на мысль о со-
здании новых контейнеров (достаточно долгий и
дорогостоящий процесс) или модернизации уже су-
ществующих. Преимущественное снижение эф-
фективности доставки происходит благодаря клет-
кам иммунной системы – фагоцитам и макрофа-
гам, которые поглощают лекарственные носители в
результате фагоцитоза [12]. Снижению иммунного
ответа может способствовать дополнительное по-
крытие микрочастиц биосовместимой гидрофиль-
ной оболочкой. Частицы, загруженные лекар-
ственным веществом, модифицируют различны-
ми полимерами, что позволяет выполнить ряд
задач, включая снижение возможного токсиче-
ского эффекта на нецелевые ткани организма,
повышение его устойчивости к действию орга-
низма, повышение времени циркуляции в крово-
токе и другие (рис. 1).

Примечательно, что такая процедура способ-
ствует и получению новых свойств контейнеров
за счет природы и физико-химических особенно-
стей полимера – устойчивости или чувствитель-
ности к температуре, свету, ультразвуку, дей-
ствию эндогенных веществ (например, фермен-
тов) и pH [13–19].

Одной из важнейших характеристик для жи-
вых систем является pH. Все клеточные структуры
зависят от кислотности, поскольку она влияет на
осуществление всех биохимических процессов. Во-
дородный показатель всех частей тела и физиологи-
ческих жидкостей регулируется кислотно-щелоч-
ным гомеостазом. Так, pH крови контролируется
преимущественно гидрокарбонатным буфером и

варьируется в пределах 7.36–7.42. Воспаленные
ткани и опухоли показывают сниженные, по срав-
нению со здоровыми тканями, значения [20, 21]. На
этом и основан метод модифицирования поверх-
ности контейнеров pH-чувствительным полиме-
ром, способным разлагаться в условиях низких
pH. В силу небольшого различия в кислотности
воспаленной и здоровой тканей такие системы до-
ставки не показывают желаемых результатов. Эндо-
сомы и лизосомы клеток обладают пониженной
кислотностью среды по сравнению с внеклеточ-
ным пространством (pH = 4.5–5.5), что ведет к
необходимости получения носителей с устойчи-
востью к пониженным рН для избежания высво-
бождения лекарственного препарата при эндоцито-
зе здоровыми клетками. Другим вариантом приме-
нения частиц с такой рН-зависимостью является
пероральное введение, которое требует от частиц
преодоления желудочного тракта, обладающего
пониженной кислотностью среды, с последую-
щим всасыванием лекарственных носителей и
высвобождением в кишечнике при нормальном
физиологическом уровне рН (7.4). В связи с этим,
целью данной работы является разработка струк-
тур ядро-оболочка на основе мезопористых ча-
стиц и рН-чувствительного полимера, позволяю-
щих осуществлять высвобождение захваченного в
поры вещества в результате действия кислотной
среды (рН < 5). В качестве pH-чувствительного
материала для покрытия необходимо использо-
вать биоразлагаемые полимеры с низкой токсич-
ностью и высокой биосовместимостью [22–24].
Таким условиям удовлетворяет полисахарид мор-
ских водорослей, используемый как в медицине и

Рис. 1. Схема покрытия микрочастиц CaCO3 pH-чувствительным полимером.
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фармацевтической промышленности, так и в пи-
щевой промышленности, альгинат натрия [25–
27]. Альгинат представляет собой анионный со-
полимер, состоящий из блоков β-(D)-маннуро-
вой кислоты (M) и α-(L)-гулуроновой кислоты
(G) (рис. 2). Обладает способностью к гелеобра-
зованию при комнатной температуре, нетокси-
чен, биосовместим и мукоадгезивен.

В результате ионообменного процесса проти-
воион натрия, имеющий более низкое сродство к
альгинату, замещается на кальций, образуя при
этом гель: в ходе взаимодействия карбоксильных
групп альгинатных (G)-блоков с катионами каль-
ция альгинатные цепи сшиваются, образуя струк-
туру “яичного лотка” [28, 29].

Исследование направлено на получение мезопо-
ристых частиц с возможностью рН-чувствительно-
го высвобождения инкапсулированных в них со-
единений, что достигается путем формирования
покрытия из pH-чувствительного полимера.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы

Дигидрат хлорида кальция (CaCl2 · 2H2O), альги-
новая кислота (99.0%) и карбонат натрия (Na2CO3)
были приобретены в фирме Sigma-Aldrich, США.
Бычий сывороточный альбумин (BSA, 6 кДа,
Sigma-Aldrich), тетраметилродамин (TRITC, Sigma
Aldrich), N-лауроил-L-аланин (C15H29NO3, Sig-
ma-Aldrich), (3-аминопропил) триэтоксисилан
C9H23NO3Si (Sigma-Aldrich), тетраэтилортосили-
кат (C2H5O)3SiH (Sigma-Aldrich). Все использо-
ванные в работе реактивы были класса чистоты
“х.ч.”. Во всех экспериментах была использована
деионизированная вода с использованием систе-
мы Milli-Q water (18.2 MΩ см).

Приготовление микрочастиц карбоната кальция
К 2 мл 1 М Na2CO3 и 2 мл деионизиpованной

воды на магнитной мешалке (400 об./мин) при
температуре 35°C были добавлены 2 мл 1 М рас-
твора CaCl2. Раствор перемешивался в течение
45 с, затем полученная суспензия подвергалась

центрифугированию (1.5 мин; 2000 об./мин). На-
досадочный раствор был декантирован, добавлена
деионизиpованная вода. После была проведена
процедура промывки: пробирки были погружены в
ультразвуковую ванну на 3 мин, затем в центрифугу
(1.5 мин; 2000 об./мин), затем декантировали на-
досадочный раствор и добавляли деионизирован-
ную воду, процедура проводилась 3 раза. После
проведения всех процедур все частицы были пе-
релиты в колбу на 50 мл и доведены деионизиро-
ванной водой до 40 мл, чтобы полученная кон-
центрация частиц в растворе составляла 1 мг/мл.

Загрузка конъюгата BSA–TRITC в микрочастицы 
ватерита и покрытие pH-чувствительным 

полимером

Для проведения синтеза конъюгата TRITC (1 мг)
растворяли в этаноле (5 мл). После этого раствор
TRITC добавляли к раствору бычьего сывороточ-
ного альбумина (20 мл, 4 мг/мл, карбонатно-би-
карбонатный буфер, рН 8.5). Смесь перемешива-
ли в течение 12 ч при температуре 4°С. Затем
TRITC, конъюгированный с раствором BSA, от-
мывали от избытка реагентов экстенсивным диа-
лизом в деионизированной воде в течение 4 сут.

0.075 г альгината были перемешаны в 10 мл де-
ионизированной воды до полного растворения.
0.5 мг конъюгата BSA–TRITC были растворены в
5 мл деионизированной воды. Полученная кон-
центрация BSA–TRITC – 0.1 мг/мл. Для проведе-
ния оценки загрузочной способности контейне-
ров были отобраны по 1 мл микрочастиц ватерита в
4 пробирки на 2 мл и добавлены по 1 мл 0.1 мг/мл
раствора конъюгата BSA–TRITC. Пробирки, за-
крепленные на ротаторе, были загружены в моро-
зильную камеру до полной заморозки. Загрузка
модельного вещества внутрь частиц происходит
при замерзании в морозильной камере. При кри-
сталлизации раствора молекулы коньюгата BSA–
TRITC, не попавшие в кристаллическую решетку
воды, концентрируются по фронту кристаллиза-
ции и, в конечном итоге, оказываются сконцен-
трированы в порах частиц. Таким образом, про-
никая глубже к центру частиц ватерита, раствор с
конъюгатом полностью замещает остаточную во-
ду. После разморозки, пробы были отправлены в
центрифугу на 2 мин пpи 2000 об./мин, затем
остатки конъюгата BSA–TRITC вместе с водой
были декантированы в дополнительные пробирки
и сохранены для количественного анализа. Затем
полученную суспензию осаждали центрифугирова-
нием (2000 об./мин, 3 мин) и промывали деионизи-
рованной водой. Процедуру промывания повто-
ряли 3 раза. Затем 1 мл раствора альгината натрия
был добавлен в загруженные частицы и отправлен
в шейкер на 5 мин. Смесь перемешивали в тече-
ние пяти минут и после этого пробы были промы-
ты дважды от неадсорбированного альгината на-

Рис. 2. Схема строения молекулы альгината.
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трия путем центрифугирования суспензии
(1.5 мин, 2000 об./мин), декантирования надоса-
дочного раствора (фильтрат сохраняли для оценки
наиболее эффективной загрузочной способно-
сти), добавления 1 мл деионизированной воды.
После промывки для гелификации альгината на-
трия на микрочастицах были добавлены различ-
ные объемы раствора CaCl2 (50 и 70 мкл) концен-
трацией 1 М. После этого частицы были погруже-
ны в различные среды (нейтральная среда –
pH 7.4 и кислая среда pH 4.5).

Отбор среды для оценки высвобождения мо-
дельного вещества производился через 30 мин, 1 ч
и 6 дней после погружения частиц в среду: были
отобраны 100 мкл среды из каждой пробирки.

Для оценки загрузки модельного вещества в
мезопористые частицы была проанализирована
надосадочная жидкость методом спектрофото-
метрии. По спектрам флуоресценции конъюга-
та BSA−TRITC была построена градуировочная
кривая с линейной зависимостью, после чего кон-
центрация конъюгата в надосадочной жидкости
оценивалась по полученной зависимости. Таким
образом, масса конъюгата, оставшаяся в надоса-
дочной жидкости (с учетом известного объема и
начальной концентрации), считалась как неза-
груженная, а остальная масса, соответственно,
считалась загруженной в поры частиц.

Оценка кинетики высвобождения инкапсули-
рованного модельного вещества была проведена
путем экспозиции суспензии частиц в деиони-
зиpованной воде с отбором 100 мкл надосадочной
жидкости в заданные промежутки времени. Для со-
хранения концентрации частиц в суспензии об-
ратно в пробирку добавлялось 100 мкл воды, что
учитывалось при пересчете полученных данных в
кумулятивное высвобождение.

Синтез частиц кремнезема

В качестве частиц кремнезема выбраны части-
цы класса AMS, получаемые методом темплати-
рования с помощью анионного поверхностно-ак-
тивного вещества (ПАВ) при гидротермальном
синтезе. Подробно протокол, использованный в
данной работе, рассмотрен в литературе ранее
[30, 31]. Для синтеза АМS-6 в качестве темплатно-
го ПАВа был использован N-лауроил-L-аланин
(C15H29NO3); тетраэтилортосиликат (C2H5O)4Si в
качестве источника кремнезема; (3-аминопро-
пил) триэтоксисилан (C9H23NO3Si) в качестве со-
единения, направляющего процесс формирова-
ния структуры, за счет сильного взаимодействия
с анионной группой молекул ПАВа и ковалент-
ной связи с кремнеземом. В ходе синтеза водный
раствор C15H29NO3 в концентрации 5 мг/мл был
выдержан при 80°С в течение суток с примене-
нием обратного холодильника. Затем был до-

бавлен C9H23NO3Si до достижения концентрации
5 мг/мл и тщательно перемешан, а через 5 мин по-
сле этого было добавлено соединение (C2H5O)4Si
до достижения концентрации 25.5 мг/мл. Полу-
ченный раствор перемешивали в течение 30 мин
при 80°С в круглодонной колбе, затем раствор
был охлажден до комнатной температуры и пере-
мешивался в течение суток. Полученный раствор
без дополнительного перемешивания был поме-
щен в закрытый автоклав с тефлоновым покры-
тием общим объемом 50 мл и выдержан при темпе-
ратуре 100°С в течение 6 ч. Полученную в результате
этого процесса суспензию центрифугировали и су-
шили при комнатной температуре.

Загрузка конъюгата BSA–TRITC 
в микрочастицы кремнезема

Для загрузки полученных частиц кремнезема
конъюгатом BSA−TRITC был использован метод
испарения из суспензии жидкой фазы в присут-
ствии инкапсулируемого соединения. Для этого
полученные частицы кремнезема были
суспендированы в растворе конъюгата BSA–
TRITC в метиловом спирте. Затем полученная
суспензия нагревалась в роторном испарителе до
60°С до полного испарения жидкой фазы.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Пористые частицы карбоната кальция были

синтезированы по методике, опубликованной в
работе [32]. Данный протокол позволил получить
сферические частицы карбоната кальция в поли-
морфной модификации ватерит со средним раз-
мером частиц 2.5 ± 0.5 мкм (рис. 3а).

Мезопористые частицы кремнезема были син-
тезированы согласно протоколу, опубликованно-
му в работах [30, 31, 33]. Согласно литературным
данным размер пор частиц, полученных по описан-
ному протоколу, составляет 4.5 ± 0.3 нм. Согласно
результатам, полученным методом PЭМ, средний
размер частиц составляет 550 ± 48 нм (рис. 3б).

Альгинат натрия является слабым полиэлек-
тролитом и степень его ионизации зависит от рН
среды, что обеспечивает ему рН-чувствительное
поведение. Данные свойства делают альгинат на-
трия перспективной платформой для создания
лекарственных носителей в рН-чувствительных
системах доставки лекарств в качестве функцио-
нального покрытия. В данной работе мы исполь-
зуем в качестве носителей мезопористые частицы
карбоната кальция, служащие для загрузки в них
низкомолекулярных модельных веществ и спо-
собные к быстрому и спонтанному их высвобож-
дению за счет десорбции вещества из пор. Зало-
женная в основу работы идея состоит в том, что-
бы обеспечить быстрое высвобождение модельных
веществ при физиологическом уровне рН (7.4), со-
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ответствующим рН крови человека, при надеж-
ной инкапсуляции в условиях кислой среды при
рН ниже 5, что обеспечит замедление процесса
высвобождения инкапсулированного вещества в
нецелевых участках организма, например, в фаго-
цитарной мононуклеарной системе.

Процесс формирования оболочки из альгина-
та натрия на поверхности мезопористых частиц
является принципиально одинаковым для обоих
использованных в этой работе типов частиц (ча-
стицы ватерита и кремнезема) и предполагает ре-
суспендирование мезопористых частиц в раство-
ре альгината натрия. При этом за счет развитой
поверхности мезопористых частиц на них адсор-
бировались молекулы альгината натрия. После-
дующие циклы промывания деионизированной
водой позволяли удалить излишки раствора аль-
гината натрия из надосадочной жидкости, в то
время как адсорбированная оболочка на поверхно-
сти частиц как ватерита, так и кремнезема остава-
лась устойчивой в пределах нескольких часов, что
было зафиксировано методом динамического рас-
сеяния света путем оценки размера и дзета-по-
тенциала частиц. Так, дзета-потенциал частиц ва-
терита составлял ~5 мВ, в то время как после нане-
сения на частицы альгинатной оболочки значение
дзета-потенциала падало до –31 мВ и не менялось
за время контроля (6 ч), более того, обеспечивало
высокую коллоидную стабильность. Также метод
динамического рассеяния света позволил уста-
новить увеличение среднего диаметра частиц
на 142 ± 28 нм, что может быть отнесено к толщи-
не сформированной оболочки. Кроме того, ожи-
дается, что постепенный ионообменный процесс
приведет к связыванию ионов кальция из частиц
за счет спонтанного высвобождения с поверхно-
сти частиц, приводя тем самым к постепенному
гелифицированию альгината натрия и придавая

ему дополнительную устойчивость. Затем путем
добавления двухвалентных ионов кальция, для
чего был использован раствор хлорида кальция
концентрацией 1 М, осуществлялось сшивание
альгината натрия за счет G-блоков в его структу-
ре, что позволяло получить высокостабильную
оболочку на поверхности мезопористых частиц,
формируя структуру ядро–оболочка.

Для получения оболочки оптимальной толщи-
ны и вязкости были исследованы серии образцов
с различными концентрациями альгината на-
трия, использованного для адсорбции на поверх-
ность мезопористых частиц, а также различными
объемами сшивающего агента (хлорид кальция).

Так как целью формирования таких структур
является применение их в качестве лекарствен-
ных носителей, то главным критерием оценки ка-
чества сформированной оболочки является дина-
мика релиза инкапсулированного в ядро вещества.
С учетом поставленной цели в виде быстрого (в
пределах трех часов) высвобождения при физио-
логическом уровне рН и стабильном удержании
при рН ниже 5, с целью повышения стабильности
к действию мононуклеарной фагоцитарной си-
стемы, был проведен анализ полученных частиц
ядро–оболочка.

Также в ходе работы были проанализированы
морфология полученных структур и толщина обо-
лочек методом сканирующей электронной микро-
скопии, а загрузка и высвобождение конъюгата
BSA–TRITC методом спектрофлуориметрии на
длине волны 571 нм.

Дополнительным методом контроля процесса
загрузки модельного вещества в поры частиц слу-
жила однократная их промывка после процесса
загрузки. Частицы были промыты деионизиpо-
ванной водой без дополнительного времени экспо-

Рис. 3. Изображения, полученные методом PЭМ, микрочастиц карбоната кальция (а) и субмикронных частиц крем-
незема класса AMS-6 (б).

(а) (б)10 мкм 5 мкм
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зиции, и нулевая концентрация BSA–TRITC в по-
лученном растворе свидетельствовала о медленном
процессе десорбции конъюгата из частиц и, соот-
ветственно, о нахождении конъюгата BSA–TRITC
в порах, тогда как высокая концентрация конъ-
югата свидетельствовала о том, что большая его
часть осталась на поверхности частиц, что расце-
нивалось как незагруженное вещество.

В данной работе мы рассматриваем два типа
частиц, для каждого из которых разработан и ис-
пользован свой метод загрузки.

В случае частиц карбоната кальция мы базиро-
вались на работе [34] и применили загрузку, опо-
средованную заморозкой суспензии частиц в рас-
творе целевого модельного вещества при постоян-
ном перемешивании. В этом случае после полного
замораживания суспензии следовал процесс размо-
раживания, центрифугирования и промывки ча-
стиц деионизиpованной водой. Количествен-
ная оценка процесса загрузки была проведена пу-
тем отбора надосадочной жидкости сразу после
размораживания и центрифугирования суспен-
зии. Спектрофотометрический анализ на длине
волны 571 нм позволил оценить количество конъ-
югата BSA–TRITC, оставшегося в растворе после
загрузки частиц, и, таким образом, по разнице с
известной начальной концентрацией конъюгата
в растворе сделать вывод о количестве загружен-
ного вещества. Дополнительно из общего количе-
ства загруженного вещества было вычтено количе-
ство конъюгата в надосадочной жидкости после од-
нократной промывки без длительной экспозиции в
воде. Эти данные позволили оценить загрузочную
способность (DLC) как отношение массы загру-
женного конъюгата к массе использованных для
загрузки частиц:

Учитывая, что для загрузки было использовано
10 мг сухой навески частиц карбоната кальция, что
при их размере в 2.5 мкм соответствует 5 × 106 ча-
стиц, и полученную массу конъюгата BSA–TRITC,
который оказался загружен в поры частиц, мы
получили загрузочную способность в 9 мас. %.
И с учетом начальной концентрации конъюгата
2 мг/мл в 2 мл суспензии частиц мы также получаем
эффективность загрузки 22.5% (выраженную как
отношение массы загруженного вещества, к общей
массе конъюгата в суспензии до загрузки).

В случае микрочастиц кремнезема класса
AMS-6 был использован принципиально иной
подход, однако также основанный на концентри-
ровании молекул загружаемого вещества на гра-
нице раздела поверхности твердой частицы и рас-
твора. С этой целью был использован метод испа-
рения жидкой фазы из суспензии частиц в растворе
модельного вещества (конъюгат BSA–TRITC) в

загруженное вещество

частиц до загрузки

  100%
m

DLC
m

= ×

метиловом спирте при температуре в 60°С. Ис-
пользование метанола, благодаря его свойствам
сильного растворителя, не только позволяет по-
лучить суспензии с более высокой дисперсно-
стью частиц кремнезема в сравнении с водным
раствором, но и за счет высокой летучести обес-
печивает возможность процесса загрузки за счет
резкого (в течение 20 мин) испарения жидкой фа-
зы. При таком подходе загрузка считается завер-
шенной после полного испарения жидкой фазы, и в
этом случае вывод о локализации BSA–TRITC в
оставшейся сухой навеске делается путем одно-
кратной промывки деионизиpованной водой
без продолжительной экспозиции в воде. Конъ-
югат BSA–TRITC, обнаруженный в надосадочной
жидкости после данного цикла промывки, вероят-
но, не был инкапсулирован в поры и находился на
поверхности частиц после испарения метанола. В
этом случае процесс загрузки конъюгата BSA–
TRITC в поры частиц кремнезема определяется
несколькими факторами: во-первых, массовой
долей модельного загружаемого вещества в сус-
пензии частиц относительно массы частиц. За-
грузочная способность использованных нами ча-
стиц кремнезема класса AMS-6 составляет около
28%, что было установлено экспериментально с
использованием описанного выше критерия кон-
центрации конъюгата BSA−TRITC после одно-
кратной промывки загруженных образцов. Для
этого были исследованы профили высвобождения
загруженного BSA–TRITC в деионизированной во-
де в течение 3 ч. Показано, что при загрузке BSA–
TRITC с массовой долей в диапазоне 2–28 мас. %
от массы использованных частиц кремнезема на-
блюдалось постепенное высвобождение с линей-
ной зависимостью вплоть до 65% в течение часа
(рис. 4). Короткий промежуток времени оценки до-
ли высвобожденного конъюгата BSA–TRITC обу-
словлен прежде всего коротким временем циркуля-
ции лекарственных носителей в крови (менее 15
мин). Однако дальнейшее повышение массовой
доли инкапуслируемого BSA–TRITC приводит к
появлению фракции этого BSA–TRITC в надоса-
дочной жидкости после процедуры промывания
частиц, а также нелинейному профилю высво-
бождения, что свидетельствует о том, что даль-
нейшее повышение доли конъюгата BSA–TRITC
нецелесообразно и приводит к его адсорбции на
поверхности частицы (рис. 4а). В свою очередь,
рН внешней среды кардинальным образом влия-
ет на долю высвобожденного конъюгата BSA–
TRITC в единицу времени из частиц карбоната
кальция, что связано с постепенным растворени-
ем частиц при пониженном уровне рН среды.

На следующем этапе работы мезопористые ча-
стицы, загруженные модельным веществом BSA–
TRITC, были покрыты гидрогелевыми оболочка-
ми из альгината натрия с различными параметра-
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ми нанесения для подбора оптимальной оболоч-
ки по протоколу, описанному выше.

Исследование дзета-потенциала полученных
образцов методом динамического рассеяния све-
та показало изменение потенциала со среднего
значения в 5 мВ (СаСО3) до –31 мВ, что является
свидетельством успешного формирования альги-
натных оболочек на поверхности частиц. Несмотря
на то, что дзета-потенциал полученных частиц не-
достаточен для обеспечения коллоидной стабиль-
ности системы, при нанесении оболочек с исполь-
зованием раствора альгината натрия концентраци-
ями 5 и 7.5 мг/мл наблюдался невысокий уровень
агрегации частиц, что было установлено путем
оптической микроскопии и подсчета среднего
числа частиц в агрегатах по нескольким кадрам.

Стоит отметить, что отрицательное значение
дзета-потенциала крайне важно для частиц, пре-
тендующих на применение в качестве лекарствен-
ных носителей для системной доставки лекарств,
так как при положительном заряде происходит
электростатическое взаимодействие с клетками
крови, приводящее к образованию тромбов. Одна-
ко при более высоких концентрациях раствора
альгината натрия (10 мг/мл), использованного
для формирования оболочек, наблюдалась повы-
шенная агрегация частиц. Косвенным критерием
оценки формирования оболочки являлась также
стабильность полиморфной модификации кар-
боната кальция. Так как ватерит является неста-
бильной полиморфной модификацей карбоната
кальция и имеет тенденцию к перекристаллиза-
ции в форму кальцита, это дает возможность по
времени процесса перекристаллизации оценить
проницаемость оболочки. При наименьшей из ис-
следованных концентраций (5 мг/мл) наблюда-

лась быстрая перекристаллизация частиц карбо-
ната кальция (в течение суток), что может быть об-
наружено методом PЭМ в виде частиц с кубической
кристаллической решеткой (рис. 5), что позволяет,
во-первых, заключить о недостаточности толщины
оболочки в результате высокого массообмена меж-
ду окружающим раствором и частицами и, во-вто-
рых, показывает несостоятельность одной из функ-
ций формируемого покрытия, а именно функции
повышения стабильности получаемой системы. Та-
ким образом, концентрация альгината натрия 7.5 ±
± 0.5 мг/мл предположена как оптимальная.

Рис. 4. Профили высвобождения модельного вещества (конъюгат BSA−TRITC) из пористых частиц кремнезема класса
AMS-6 в деионизированной воде при различных массовых процентах загруженного BSA−TRITC (a); и из частиц вате-
рита при различных значениях pH среды (б).
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Рис. 5. Изображение, полученное методом PЭМ, ча-
стиц карбоната кальция, покрытых альгинатом на-
трия при концентрации 5 мг/мл после экспозиции в
деионизиpованной воде. Стрелками показаны куби-
ческие частицы, которые могут быть отнесены к кри-
сталлам кальцита.

10 мкм
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Ключевыми критериями для оценки сформи-
рованного полимерного рН-чувствительного по-
крытия являются профили высвобождения загру-
женного вещества во времени при различных
значениях рН внешней среды. Для этого выбраны
значения рН 4.5 и 7.4. Данные значения продик-
тованы литературными данными о нормальном
физиологическом рН, в том числе в крови челове-
ка, а значение 4.5 соответствует минимальным
значениям рН в фагосомах и лизосомах макрофа-
гов и, таким образом, является контрольной точ-
кой оценки рН-индуцированного высвобожде-
ния при воздействии организма.

В качестве контроля использованы аналогич-
ным образом полученные профили высвобожде-
ния из соответствующих частиц без гидрогелево-
го покрытия (рис. 4). Было показано, что для ча-
стиц кремнезема класса AMS-6 в этом случае
доля высвободившегося конъюгата BSA–TRITC в
единицу времени не зависит от рН внешней сре-
ды и достигает максимума за 3 ч с выходом на пла-
то при ~60% высвобожденного вещества.

В то же время карбонат кальция подвержен
распаду при пониженном рН < 5.5, в связи с этим
высвобождение в кислой среде происходит быст-
рее, чем при рН 7.4, и протекает более суток.

Покрытие частиц кремнезема гидрогелевой
оболочкой приводит к замедлению процесса вы-
свобождения модельного вещества из мезопори-
стых частиц кремнезема за счет дополнительной
диффузии молекул BSA–TRITC через гель. Вы-
свобождение при рН 7.4 показало замедленную
кинетику высвобождения на 30% при времени
высвобождения в 1 ч в сравнении с контрольным
образцом без гидрогелевого покрытия (рис. 4
и 6а). При рН 4.5 наблюдается снижение доли вы-
свободившегося конъюгата BSA–TRITC в едини-
цу времени с выходом на насыщениe при высво-

бождении BSA−TRITC в 20%. В отличие от кон-
трольного образца частиц кремнезема, не
покрытых гидрогелевым покрытием, профиль
высвобождения в этом случае нелинейный и име-
ет тенденцию к выходу на насыщение. Это вызва-
но, прежде всего, способностью альгината к
уплотнению в условиях пониженного рН, как по-
казано, например, в работах [35, 36].

Интересно, что на коротких промежутках вре-
мени аналогичный эффект наблюдается и для ча-
стиц карбоната кальция, покрытых гидрогелевой
оболочкой (рис. 6б), демонстрируя снижение про-
цента высвобожденного в субфазу BSA–TRITC, по
сравнению с образцом при рН 7.4. Общий про-
цент высвобожденного конъюгата BSA–TRITC
из частиц карбоната кальция, покрытых альги-
натной оболочкой, при рН 7.4 составил менее 1%
за час с тенденцией к повышенному высвобожде-
нию при рН 7.4. Небольшой процент высвобож-
дения конъюгата BSA−TRITC, по всей видимо-
сти, связан с образованием более плотной оболочки
альгината натрия в связи с большим количеством
ионов Ca2+, приводящих к сшиванию альгинатных
цепей. Однако при долгосрочной экспозиции ча-
стиц карбоната кальция с гидрогелевыми оболоч-
ками наблюдается обратный эффект с повышением
процента высвобожденного BSA−TRITC относи-
тельно образца, полученного при нейтральном рН
среды. Это указывает на процесс распада частиц
карбоната кальция под действием кислотной сре-
ды, однако значительно замедленный за счет при-
сутствия оболочки из альгината натрия. В свою оче-
редь, протекание процесса растворения частиц
карбоната кальция также косвенно характеризует
полученные альгинатные оболочки, так как отра-
жает процесс массообмена между водной фазой с
пониженным рН и растворяемой частицей через
полученную оболочку.

Рис. 6. Профили высвобождения модельного вещества (конъюгат BSA−TRITC) из пористых частиц кремнезема класса
AMS-6 (a) и карбоната кальция (б), покрытых гидрогелевой оболочкой из альгината натрия, при различных рН внеш-
ней среды.
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Полученные зависимости показывают воз-
можность использования оболочки из альгината
натрия для снижения спонтанной десорбции ин-
капсулированных в мезопористые частицы веществ
при рН ниже 5, что важно для замедления высво-
бождения терапевтических соединений при попа-
дании частиц в мононуклеарную фагоцитарную
систему и, соответственно, снижения токсиколо-
гического шока на печень, селезенку и другие ор-
ганы, при сохранении способности высвобож-
дать загруженные соединения в условиях нор-
мального физиологического уровня рН. Кроме
того, полученные частицы имеют перспективы
применения в качестве лекарственного носителя
в пероральной доставке благодаря возможности
снижения доли высвобожденного вещества в усло-
виях сильно пониженной кислотности желудка
(pH < 1.2) и двенадцатиперстной кишки (pH ~ 5.5)
с постепенным повышением в тонкой (pH 6–7) и
толстой (pH ~ 7) кишках, где высвобождение ле-
карственного препарата будет приводить к его
интенсивному всасыванию в организм [37, 38].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, разработан подход к форми-
рованию структур ядро–оболочка на основе гид-
рогелевых оболочек из альгината натрия, демон-
стрирующих рН-зависимые свойства, на поверх-
ности мезопористых частиц карбоната кальция и
кремнезема класса AMS-6. В ходе работы была
исследована загрузочная способность полученных
частиц, а также исследована кинетика высвобожде-
ния модельного вещества, конъюгата BSA−TRITC.
Полученные профили высвобождения из ядер
различной природы показали рН-зависимый ре-
жим поведения с более интенсивным высвобож-
дением при физиологическом уровне рН 7.4 и по-
ниженным высвобождением при пониженном
рН 4.5. Общее высвобождение модельного веще-
ства из частиц кремнезема, покрытых альгинат-
ной оболочкой, составило 31% за 3 ч при рН 7.4 со
снижением уровня высвобождения до 19% при
рН 4.5. В свою очередь, десорбция BSA−TRITC из
частиц карбоната кальция протекает медленнее,
демонстрируя 0.4% высвобождения за 1 ч, однако
также со снижением при пониженном уровне рН
внешней среды. Полученные зависимости пока-
зывают возможность использования оболочки из
альгината натрия для снижения спонтанной де-
сорбции инкапсулированных в мезопористые ча-
стицы веществ при рН ниже 5, что важно для замед-
ления высвобождения при интернализации частиц
и, соответственно, снижения токсического шока от
их применения, при сохранении способности вы-
свобождать загруженные соединения в услови-
ях нормального физиологического уровня рН. Дру-
гой возможной областью применения получен-
ных частиц является пероральная доставка

лекарств, благодаря их возможности снизить долю
высвобожденного вещества в среде желудка с низ-
ким значением рН (1–1.2).
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