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Abstract
The creation of combined nanomedicines and their controlled release under the influence of photoinduction is an actively developing branch 
of scientific research. This work is devoted to the development of models of solid lipid nanoparticles for a well-known antitumor drug – 
gefitinib in combination with a photoindicating agent – a photosensitizer from the phthalocyanine group. Nanoparticles were obtained by 
several methods: hot homogenization with stearic acid, sesame oil and Tween 80 and by one-step dispersion with copolymers of lactic and 
glycolic acids and polyvinyl alcohol. In vitro experiments when irradiating particles with a laser in the near-infrared range (about 730 nm) 
proved the advantage of using combined nanoparticles with gefitinib and a photosensitizer compared to monotherapy, while the activity in 
terms of IC50 was 5.1-8.7 times higher for gefitinib and 1.5-1.8 times for the photosensitizer.
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Резюме
Создание комбинированных нанопрепаратов и их контролируемое высвобождение под воздействием фотоиндукции активно развива-
ющаяся отрасль научных исследований. Данная работа посвящена разработке моделей твердых липидных наночастиц для известного 
противоопухолевого препарата – гефитиниба в комбинации с фотоиндицирующим агентом – фотосенсибилизатор из группы фталоциани-
нов. Наночастицы получали несколькими методами: горячей гомогенизацией со стеариновой кислотой, кунжутным маслом и твином 80 и 
путем одностадийного диспергирования с сополимерами молочной и гликолевой кислот и поливиниловым спиртом. В опытах in vitro при 
облучении частиц лазером в ближнем инфракрасном диапазоне (около 730 нм) было доказано преимущество применения комбиниро-
ванных наночастиц с гефитинибоми фотосенсибилизатором по сравнению с монотерапией, при этом активность по показателю ИК50 была 
выше в 5,1-8,7 раз для гефитиниба и в 1,5-1,8 раз для фотосенсибилизатора.
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Введение
После открытия первого ингибитора тирозинкиназы 

(ИТК) – иматиниба, последовали исследования по синтезу 
различных веществ с аналогичным механизмом действия. 
Большинство ИТК являются противоопухолевыми аген-
тами, а некоторые используются как противовоспалитель-
ные. Однако, в процессе изучения ИТК было выяснено, что 
несмотря на свою эффективность, данные соединения 
гепатотоксичны, интенсивно метаболизируются и имеют 
ограниченную биодоступность, а при их приеме быстро 
развивается резистентность. Эти негативные аспекты 
могут быть нивелированы путем разработки новых поко-
лений ИТК или за счет создания наиболее эффективных и 
безопасных лекарственных форм (ЛФ), в т.ч. избиратель-
ного действия [1]. Кроме того, активность ИТК может быть 
повышена с помощью применения в комбинации с дру-
гими противоопухолевыми препаратами.

Различные нано- и микроструктуры, в т.ч. гибридные 
[2] показали огромный потенциал для разработки био-
маркеров и химиопрепаратов за счет их многофункци-
ональной регулируемости и биосовместимости [3, 4]. 
Одним из перспективных направлений развития проти-
воопухолевой терапии считается создание наносистем с 
контролируемым выделением. Например, фотоиндуци-
рованным высвобождением, за счет включения в состав 
наноносителя фотосенсибилизатора (ФС), который при 
воздействии светом с длиной волны, поглощаемой 
этим ФС, активируется, что приводит к высвобождению 
химиопрепарата, оказывая сочетанное воздействие 
на опухоль. Наиболее предпочтительным при разра-
ботке подобных наноструктур является использование 
в качестве фотоиндуктора ФС с излучением в ближнем 
ИК-диапазоне спектра 700–850 нм, обладающего наи-
большей способностью проникновения в биологические 
ткани и с низкой интенсивностью ниже 30 мВт/см2 [5].

Целью настоящего исследования являлась разра-
ботка наносистемы на основе твердых липидных наноча-
стиц (ТЛН) с химиопрепаратом гефитиниб (ГФТ) и ФС алю-
миния фталоцианин (АФЦ). ГФТ является ИТК и широко 
используется при лечении рака легких как в монотера-
пии, так и в сочетании с другими агентами. ГФТ плохо 
растворим в воде, в связи с этим в клинической прак-
тике применяется в форме таблеток, за счет этого обла-
дает недостаточно высокой биодоступностью. Данную 
проблему можно решить разработкой ЛФ с ГФТ в виде 
наночастиц, обеспечивающей доставку лекарственного 
средства в опухоль за счет наноразмера, эффекта повы-
шенной проницаемости и удержания (EPR), основанного 
на неоваскуляризации опухоли [6], и за счет контролиру-
емого выхода ГФТ из наночастиц при фотовоздействии.

Материалы и методы
Материалы
ГФТ (MSN Laboratories Private Limited), АФЦ (Merck Life 

Science LLC), стеариновая кислота (СК, Himedia), кунжут-

ное масло (КМ, Merck Life Science LLC), твин-80 (Montanox 
80, Seppic), фосфатидилхолин S 100, SPC (ФХ, Lipoid), сопо-
лимер молочной и гликолевой кислот Purasorb PDLG 
5010 (СПМГ, Corbion), хитозан экстра чистый (Х, Sisco 
Research Laboratories), поливиниловый спирт гидроли-
зированный 88% (ПВС, Acros Organics), сахароза, чистый 
для анализа, трегалоза дигидрат, особо чистый, маннит, 
чистый для анализа (Химмед), хлороформ, химически 
чистый (Вектон).

Оборудование
Весы лабораторные DL-120 (AND), весы аналитиче-

ские OHAUS Analytical Plus AP 100S (OHAUS Corporation), 
магнитная мешалка IKA® C-MAG HS 4 (IKA Werke GmbH & 
Co KG), вакуумный насос Büchi V-700 (BÜCHI Labortechnik 
AG), погружной гомогенизатор Polytron PT 1200 E 
(Kinematica), УЗ-гомогенизатор Bandelin Sonopuls HD 
2070 (Bandelin), сублимационная сушка Edwards Minifast 
DO.2 (Ero Electronic S.p.A.), pH-метр HANNA рН 2211 
(Hanna Instruments), спектрофотометр Cary 100 (Agilent 
Technologies).

Методы получения модельных комбинаций
1) Методом горячей гомогенизации [7] с использова-

нием СК и КМ в качестве липидной фазы и твин-80 
в качестве водной фазы в различных соотношениях 
(ТЛН-1). Приготовление композиций начинали с рас-
плавления СК при 70-100°С на магнитной мешалке, 
далее по массе добавляли КМ и в полученной смеси 
при перемешивании (300 об/мин) и постоянном 
нагревании растворяли ГФТ и АФЦ. Стакан с полу-
ченным композитом диспергировали на погруж-
ном гомогенизаторе с постепенным добавлением 
водного раствора твин-80 в течение 1 ч, полученные 
частицы измельчали на УЗ-диспергаторе и фильтро-
вали под давлением. Схема получения представлена 
на рис. 1.

2) Методом одностадийного диспергирования [8, 9] с 
СПМГ и ФХ под вакуумом, в качестве органической 
фазы использовали хлороформ, а водной фазы – 1-2 
% раствор ПВС с хитозаном или без (ТЛН-2). Метод 
получения частиц заключался в длительном пере-
мешивании (в течение 24-32 ч) хлороформного рас-
твора ГФТ и АФЦ и водного раствора ПВС и хитозана 
под вакуумом, после испарения хлороформа полу-
ченную дисперсию измельчали и фильтровали под 
давлением. Схема получения представлена на рис. 2.
Измельчение частиц проводили с помощью комби-

нирования методов гомогенизации (5  000 об/мин, 60 
мин) и ультразвукового диспергирования (5 мин, 60%). 
Для увеличения срока хранения наночастиц проводили 
лиофильное высушивание по методике [10]. 

Контроль качества всех полученных ТЛН проводили 
путем измерения количественного содержания, pH, раз-
мера частиц, ζ-потенциала [10, 11] и изучения стабиль-
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ности в процессе хранения. Анализ количественного 
содержания ГФТ и АФЦ в ТЛН проводили спектрофото-
метрически при длинах волн 338±3 и 717±3 нм, для ГФТ 
и АФЦ соответственно.

Цитотоксическая активность 
Исследование цитотоксической активности ТЛН вклю-

чало изучение темновой и фотоиндуцированной цитоток-
сичности на клеточной линии карциноме легкого А549, 
полученной из Банка клеточных линий ФГБУ «НМИЦ онко-
логии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России. Клеточные 
линии культивировали по стандартной методике [12]. МТТ-
тест проводили рутинным методом [13], облучение про-
водили через 24 ч после введения препарата в течение 
20 мин светодиодным источником с длиной волны 730 нм, 
далее клетки инкубировали в течение 24 ч. 

Статистическая обработка проведена с исполь-
зованием стандартных пакетов Microsoft Excel 2007 и 
программного обеспечения GraphPad Prism (GraphPad 
Software Inc.). Каждый эксперимент повторяли не 
менее трех раз, результаты представляли как среднее 
± стандартное отклонение (SD). Концентрации ИК50 
рассчитывали методом нелинейной регрессии. Стати-
стическую значимость определяли при р<0,05. 

Результаты и обсуждения
Состав ТЛН-1 сделан на основе СК и КМ, т.к. включе-

ние жидкого липида в твердый липид позволяет встра-
иваться соединениям как между цепями жирных кислот, 
так и между липидными слоями [7], что увеличивает 
емкость загрузки действующих веществ и уменьшает 
взрывное высвобождение соединений. Для подбора 
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Рис. 1. Схема получения 
моделей ТЛН-1 методом 
горячей гомогенизации.
Fig. 1. Scheme for 
producing SLN-1 models by 
hot homogenization.

Рис. 2. Схема получения моделей ТЛН-1 методом горячей гомогенизации.
Fig. 2. Scheme for producing SLN-1 models by hot homogenization.
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оптимального состава наночастиц готовили модельные 
смеси с различным соотношением вспомогательных 
веществ (табл. 1).

По данным табл. 1 видно, что существенное влияние 
на образование стабильной коллоидной системы ока-
зывает содержание ПАВ и СК, так увеличение содержа-
ние твин-80 с 0,4% (№1) до 2,0% (№4) позволяет полу-
чить образцы дисперсии без осадка, а уменьшение СК 
с 2,0% (№1) до 0,7% (№4) предотвращает загустевание, 
т.е. наиболее оптимальным оказался состав 4 со сред-
ним размером частиц 236±4 нм, ζ-потенциалом -20±2,0 
мВ и значением pH=6,1. Для стабилизации выбранного 
состава проводили лиофилизацию с использованием 
криопротекторов – маннит, трегалоза, а затем изучали 
полученные образцы по основным показателям каче-
ства, наиболее оптимальным с позиции образования 
«таблетки» лиофилизата оказалось применение 5% 
растворов криопротекторов (табл. 2).

В образцах без криопротектора не происходило 
образование лиофильной структуры, образцы с ман-
нитом и трегалозой в концентрации 5%, не только 
образовывали однородную сухую пористую массу 

при лиофилизации, но и сохраняли показатели ТЛН-1 
после регидратации лиофилизата (время регидрата-
ции 1 мин). Однако состав ТЛН-1 с трегалозой после 
регидратации оставался стабильным более длитель-
ное время (около 30 сут) по внешнему виду (однород-
ная суспензия без признаков расслоения и выпадения 
осадка).

ТЛН-2 получали с использованием СПМГ, которые 
широко изучаются в настоящее время в связи с их био-
совместимостью и биодеградируемостью в организме. 
На основании опыта приготовления моделей ТЛН-1 
составы ТЛН-2 готовили в соотношении ГФТ:АФЦ 4:1 
(табл. 3, рис. 3). 

По данным табл. 3 и рис. 3 видно, что стабильность 
получаемой суспензии напрямую зависит от количества 
СПМГ и ФХ. Попытки уменьшения количества СПМГ и 
ФХ приводили к уменьшению включения ГФТ и АФЦ 
на 6-30% и выпадению субстанций в осадок. Модель 
ТЛН-2 состава №1 оказалось наиболее оптимальной 
с включением ГФТ 87%, АФЦ 99%, средним размером 
частиц 243±11 нм, нейтральным ζ-потенциалом и pH 5,5. 
Контроль данной модели во времени по приведенным 

Таблица 1
Составы ТЛН-1
Table 1
Compositions of SLN-1

№

Массовое соотношение
Ratio

Внешний вид
Appearance of samples 

ГФТ:АФЦ
GFT: APhC

ГФТ:СК
GFT:SA

СК:КМ:твин-80
SA:S.oil:twin- 80 

после получения
after receipt

через 24 ч
after 24 h

1 4,5:1 1:11 2,2:1:0,4

неоднородная дисперсия с 
осадком, быстро загустевает
heterogeneous dispersion 
with sediment, thickens 
quickly

неоднородная густая 
дисперсия сосадком
heterogeneous thick dis-
persion with sediment

2 3,3:1 1:17 2,2:1:4,3
однородная дисперсия, 
быстро загустевает
homogeneous dispersion, 
thickens quickly

густая дисперсия
thick dispersion

3 3,7:1 1:10 2,2:1:4,3

4 4:1 1:7 1,3:1:3,7 однородная дисперсия
homogeneous dispersion

однородная дисперсия
homogeneous dispersion

Таблица 2
Влияние криопротекторов на показатели качества ТЛН-1
Table 2
The influence of cryoprotectors on the quality indicators of SLN-1

Криопротектор
Cryoprotector

Внешний вид  
лиофилизата

Appearance of the 
lyophilisate

pH
Размер 

частиц, нм
Nanoparticle 

size, nm

ζ-потенциал, 
мВ

ζ-potential, mV

Эффективность 
включения ГФТ/

АФЦ, %
Entrapment effi-

ciency GFT/AphC, %
маннит 5%
mannitol 5%

однородная сухая 
пористая масса светло-
зеленого цвета
homogeneous dry 
porous mass of light 
green color

6,4-6,8 220±13 -16±1,1 100/40

трегалоза 5%
trehalose 5%

7,3-7,4 245±15 -15±1,2 92/44

- прозрачная пленка
transparent film

6,8-7,0 235±11 -14±0,9 90/48
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выше показателям показал её стабильность в течение 14 
сут при температуре хранения 2-8°С. В дальнейшем пла-
нируется лиофилизация данного состава. 

Цитотоксическую активность выбранных моделей 
ТЛН-1 (состава 4 с 5% трегалозой) и ТЛН-2 (состав 1) изу-
чали в экспериментах in vitro на модели опухолевых кле-
ток рака легкого A549 (рис. 4, 5, табл. 4).

При исследовании темновой и фотоиндуциро-
ванной цитотоксичности комбинированные ТЛН-1 и 
2, а также монопрепараты (субстанцию ГФТ и модели 
ТЛН-1 и 2 только с АФЦ) вносили в клетки в концентра-
циях по ГФТ в дозах 1,56-100 мкг/мл. Субстанция ГФТ 
не обладает фототоксичностью, разница между ИК50 
субстанции с облучением и без составляет ~3%. По 

ИК50 фотоиндуцированная цитотоксичность при воз-
действии лазером с плотность дозы 33 Дж/см2 на обеих 
моделях была выше темновой токсичности в 3,5-4,6 
раз, что указывает на синергический эффект препа-
рата и ФДТ. По сравнению с монотерапией комбинации 
были эффективнее в 5,1-8,7 по ГФТ и 1,5-1,8 раз по АФЦ. 
Близкие показатели ИК50 между ТЛН-2 без облучения и 
субстанцией ГФТ указывают на фотоиндуцированное 
высвобождения ГФТ из ЛФ и на низкую токсичность 
вспомогательных веществ в данной композиции, в то 
время как ТЛН-1 достаточно цитотоксична и без облу-
чения. Представленные данные указывают на перспек-
тивность дальнейшего изучения модели наночастиц 
ТЛН-2 на других клеточных линиях.

Рис. 3. Влияние состава вспомога-
тельных веществ на эффективность 
включение ГФТ, АФЦ и на средний раз-
мер частиц в ТЛН-2.
Fig. 3. The influence of the composition 
of excipients on the efficiency of the 
inclusion of GFT, APhC and on the 
average particle size in SLN-2.
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Таблица 3
Составы ТЛН-2
Table 3
Compositions of SLN-2

№

Массовое соотношение
Ratio

Внешний вид
Appearance of samples 

ГФТ:СМПГ
GFT:CPLG

СПМГ:ФХ:ПВС:Х
CPLG:PhC:PA:Ch

после получения
after receipt

через 24 ч
after 24 h

1 1:30
60:40:40:1
ФХ — SPC
PhC – SPC

однородная 
суспензия

homogeneous  
suspension

однородная суспензия
homogeneous suspension

2 1:30
60:16:40:1
ФХ – S100
PhC – S100

осадок
sediment

3 1:20
40:15:40:1
ФХ — SPC
PhC – SPC

однородная суспензия, осадок через 
5 сут

homogeneous suspension, sediment 
after 5 days

4 1:15
30:15:40:1
ФХ — SPC
PhC – SPC

однородная суспензия, осадок через 
3 сут

homogeneous suspension, sediment 
after 3 days

5 1:15
30:15:20

ФХ – SPC, безХ
PhC – SPC, without Ch

осадок
sediment
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Рис. 4. Цитотоксическая актив-
ность ТЛН-1 на клетках A549, время 
инкубации 24 ч, для значений ИК

50 

p≤0,05.
Fig. 4. Cytotoxic activity of SLN-1 on 
A549 cells, incubation time 24 h, for 
IC

50
 values p≤0,05.

Рис. 5. Цитотоксическая активность 
ТЛН-2 на клетках A549, время инку-
бации 24 ч
Для значений ТЛН-2ИК

50
и ТЛН-2с 

АФЦ без ГФТ (без облучения и с 
облучением) p≤0,05.
Fig. 5. Cytotoxic activity of SLN-2 on 
A549 cells, incubation time 24 h, for 
IC

50
 values p≤0,05.
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Таблица 4
ИК

50
 исследуемых образцов на модели A549

Table 4
IC

50
 of tested samples on model A549

Образец препарата
Drug sample

ТЛН-1*, мкг/мл
SLN-1, µg/ml

ТЛН-2*, мкг/мл
SLN-1, µg/ml

ТЛН без облучения
SLN not illuminated 8,5 19,0

ТЛН с облучением
SLN illuminated 2,4 4,1

Субстанция ГФТ без облучения
GFT substance, not illuminated 21,6

Субстанция ГФТ с облучением
GFT substance, illuminated 20,9

ТЛН с АФЦ без ГФТ без облучения
SLN with APhC without GFT, not illuminated - 22,5

ТЛН с АФЦ без ГФТ с облучением
SLN with APhC without GFT, illuminated 4,3 6,2

* p≤0,05

Заключение
В результате комплексных 

исследований по созданию 
комбинированных фотоинду-
цированных наносистем ГФТ и 
ФС с высокой цитотоксической 
активностью были получены 
и изучены две модели ТЛН-1 и 
ТЛН-2, показатель ИК50 составил 
2,4 и 4,1 мкг/мл, соответственно. 
В дальнейших исследованиях 
планируется усовершенствовать 
композицию на основе СПМГ и 
ФХ и изучить ее фототоксичность 
на других клеточных линиях, а 
так же осуществить подбор опти-
мально режима облучения.

Данные по получению и 
изучению ТЛН с фотоиндуциро-
ванным высвобождением могут 
послужить методическим под-
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ходом для разработки различных химиопрепаратов со 
стимул чувствительным высвобождением.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
гранта Российского научного фонда № 23-75-01026 

«Разработка таргетных комбинированных структур 
на основе фосфолипидных наносистем для терапии 
рака легких».
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