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Введение. Сегодня активно ведутся разработки по получению систем доставки на основе микро- и наночастиц 
для повышения избирательности и эффективности действия фотосенсибилизаторов при фотодинамической 
терапии.  Такие  частицы  позволяют  повысить  эффективность  уже  использующихся  химиотерапевтических 
препаратов за счет их накопления в опухоли, а также способствуют преодолению лекарственной устойчивости 
опухолевых клеток.
Цель исследования – получение микрочастиц на основе биосовместимого блок-сополимера молочной и гли-
колевой кислот с включением фотосенсибилизатора радахлорина, магнитных наночастиц и перфтордекалина 
и последующая оценка их использования в качестве терапевтических агентов для фотодинамической терапии.
Материалы и методы. Микрочастицы были получены с помощью метода двойной эмульсии, описаны с помощью 
электронной микроскопии. Оценка фотодинамических свойств таких микрочастиц была проведена с помощью 
спектрофотомерии и МТТ-теста на культуре клеток.
Результаты. Получены микрочастицы сферической формы размером менее 1 мкм. Высвобождение действу-
ющего вещества из микрочастиц происходило постепенно, в течение 2 нед, а в микрочастицах с магнитными 
наночастицами концентрация радахлорина оставалась практически неизменной в течение месяца. Воздействие 
на микрочастицы светом красного светодиода сопровождалось образованием синглетного кислорода. Элек-
тронная микроскопия показала внутриклеточное положение микрочастиц в опухолевых клетках. МТТ-тест вы-
явил значительное угнетение жизнеспособности клеток в присутствии микрочастиц.
Заключение. Результаты исследования позволяют рассматривать полученные биосовместимые полимерные 
микрочастицы с включением в них радахлорина в качестве депо радахлорина для местного применения при фо-
тодинамической терапии опухолей.
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Introduction. Nowadays, the development of delivery systems based on micro- and nanoparticles is being actively 
pursued to increase the selectivity and efficiency of photosensitizers in photodynamic therapy. Such microparticles 
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could increase the effectiveness of the already used chemotherapeutic drugs due to their accumulation in the tu-
mor and help to overcome the drug resistance of tumor cells.
The aim of this research was to obtain microparticles based on a biocompatible block copolymer of lactic and gly-
colic  acids  with  the  inclusion  of  the  photosensitizer  radachlorin,  magnetic  nanoparticles,  and  perfluorodecalin 
and their subsequent evaluation as therapeutic agents for photodynamic therapy.
Materials and methods. Microparticles were obtained using the double emulsion method, described using of elec-
tron microscopy. Evaluation of their photodynamic properties was carried out using spectrophotometry and MTT-
test on cell culture.
Results. Spherical microparticles with a size of less than 1 μm were obtained. The release of the active substance 
from microparticles occurred gradually over two weeks, and in the case of the presence of magnetic nanoparticles, 
the concentration of radachlorin remained practically unchanged for a month. Exposure of microparticles to the light 
of LED is accompanied by the formation of singlet oxygen. Electron microscopy indicated intracellular position of micro-
particles in tumor cells. The MTT test revealed a significant inhibition of cell viability in the presence of microparticles.
Conclusion.  The  research  results  allow  us  to  consider  the  obtained  biocompatible  polymer  microparticles  with 
the inclusion of radachlorin as a depot of radachlorin for local use in photodynamic therapy of tumors.
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Введение
Основным недостатком применения химиотера-

пии при лечении онкологических заболеваний явля-
ется системное токсическое действие противоопухоле-
вых препаратов [1]. Использование фотодинамической 
терапии (ФДТ) в клинической практике характери-
зуется высоким процентом положительных резуль-
татов в лечении опухолей на ранних стадиях [2] и отно-
сительно меньшим количеством побочных эффектов 
по сравнению с химиотерапией [3]. В основе метода 
ФДТ лежит способность предварительно введенных 
в организм фотоактивных веществ – фотосенсиби-
лизаторов (ФС) – накапливаться в опухоли и под воз-
действием лазерного облучения с определенной дли-
ной волны генерировать цитотоксичный синглетный 
кислород. Применение процедуры ФДТ уменьшает 
побочные системные эффекты даже при введении 
ФС в системный кровоток [4]. В сочетании с эндо-
скопией ФДТ используется для лечения опухолей 
желудочно-кишечного тракта, легких, мочеполовых 
путей, перитонеальной и плевральной полостей [5].

Радахлорин® (РХ) является ФС 2-го поколения, 
который используется для флуоресцентной диагно-
стики и ФДТ злокачественных опухолей [6]. В каче-
стве действующих веществ он содержит натриевые 
соли хлорина е6 (до 90 %), хлорина p6 (5–7 %) и пур-
пурина 5 (1–5 %). Привлекательность использования 
РХ обусловлена наличием у него выраженного макси-
мума в красной области спектра поглощения (662 нм) 
и высоким квантовым выходом образования синглет-
ного кислорода при поглощении света в этой облас-
ти [7]. Высокая фототоксичность РХ [8], хорошая из-
бирательность накопления препарата в опухоли 
и быстрое выведение его из организма  обусловливают 

отсутствие гиперфоточувствительности кожных по-
кровов и малое количество побочных системных эф-
фектов после ФДТ [8]. Эффективность ФДТ с ис-
пользованием РХ показана для злокачественных 
новообразований кожи, легких, желудочно-кишеч-
ного тракта, мочеполовых путей [9, 10].

Системы доставки на основе микро- и наноча-
стиц (МЧ и НЧ) позволяют повысить эффективность 
действия на опухоли уже использующихся при лече-
нии рака химиотерапевтических препаратов [11, 12] 
путем увеличения местного воздействия на молеку-
лярные мишени в результате накопления таких ча-
стиц в опухоли. Еще одним положительным момен-
том использования систем доставки на основе МЧ 
и НЧ является преодоление лекарственной устойчи-
вости опухолевых клеток к химиотерапевтическим 
препаратам в молекулярной форме [13].

Включение ФС в состав МЧ и НЧ позволяет по-
высить эффективность ФДТ не только с помощью 
описанных выше общих преимуществ использования 
МЧ и НЧ в качестве систем доставки [14]. Наличие 
у ФС собственной флуоресценции позволяет визу-
ализировать частицы с этими веществами в тканях 
организма, что делает МЧ и НЧ с ФС пригодными 
для тераностики: диагностики, лечения и наблюдения 
за изменениями в опухоли в ходе лечения [15].

Использование биоразлагаемых полимеров в ка-
честве основы для получения систем доставки стало 
возможным благодаря их способности образовывать 
стабильные МЧ и эффективному включению лекар-
ственных веществ различной физико-химической 
природы в полимерную матрицу. Основными крите-
риями выбора материала для каркаса МЧ являются 
биосовместимость с клетками, простота изготовления, 
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отсутствие токсичности и ответных воспалительных 
процессов, иммунологических и тромбогенных от-
ветов [16].

Включение магнитных наночастиц (МНЧ) в по-
лимерную матрицу МЧ и дальнейшее управление ими 
с помощью внешнего магнитного поля позволяют 
рассматривать подобные МЧ в качестве системы це-
левой доставки лекарственного препарата к соответ-
ствующему биологическому объекту [17]. Способ-
ность МНЧ поглощать внешнюю электромагнитную 
энергию и преобразовывать ее в тепло привлекатель-
на для использования таких частиц в качестве гипер-
термических агентов, улучшающих эффективность 
лучевой и химиотерапии за счет ускорения процесса 
поражения и деструкции клеток опухоли [18]. Нако-
пление МЧ, содержащих МНЧ, в пораженной обла-
сти организма также способствует контрастированию 
картины, получаемой с помощью магнитно-резо-
нансной томграфии [19].

Совместное включение РХ и МНЧ в полимерную 
матрицу МЧ рассматривается как перспективное на-
правление повышения эффективности использова-
ния РХ для ФДТ и флуоресцентной диагностики. 
Создание таких частиц должно способствовать вну-
триклеточному накоплению и депонированию РХ, 
а также пролонгированию его действия. Это позволит 
еще больше локализовать действие ФС и увеличить 
продолжительность терапевтического окна для ФДТ.

Цель данного исследования – получение био-
совместимых, биодеградируемых полимерных МЧ 
с включением РХ и МНЧ и оценка возможности ис-
пользования таких частиц в качестве терапевтических 
агентов для ФДТ.

Материалы и методы
При изготовлении МЧ в качестве ФС использо-

вали концентрат для приготовления раствора для ин-
фузий «Радахлорин» («РАДА-ФАРМА», Россия), 
содержащий 3,5 мг / мл смеси натриевых солей хло-
рина е6, хлорина р6, пурпурина 5.

В работе были использованы: блок-сополимер 
65:35 молочной и гликолевой кислот (СМГК) Resomer 
RG 653 H (Evonik Industries AG, Германия); лецитин 
Lipoid S 100 (Lipoid GmbH, Германия); перфторде-
калин (ПФД), 1,3-дифенилбензофуран (ДФБФ), ди-
метилсульфоксид (Sigma, США); поливиниловый 
спирт 18–88 (Merck, Германия); метилцеллюлоза A4M 
(Ashland, США). Хлористый метилен, ацетонитрил, 
а также реактивы, применявшиеся для приготовления 
буферных растворов, имели квалификацию «хими-
чески чистый» или «чистый для анализа» и были по-
лучены от «Химмед» (Россия). Суспензия стабили-
зированных олеиновой кислотой гидрофобных МНЧ 
в хлороформе (18,5 мг / мл) была предоставлена 
Е. Л. Колчиным (лаборатория нанобиотехнологий 

МФТИ, Россия). В работе использовали деиони-
ованную воду, полученную на установке обратного 
осмоса УВОИ 1812С6 («НПК Медиана-Фильтр», 
Россия).

Метод изготовления МЧ. Для приготовления МЧ 
по методу множественной дисперсии «твердое в масле 
в воде» (Т / М / В) лиофильно высушивали 30 мкл рас-
твора для инфузий «Радахлорин». Затем лиофилизат 
диспергировали в растворе 2,5 % СМГК и 0,1 % ле-
цитина в хлористом метилене. Полученную первич-
ную дисперсию «твердое в масле» эмульгировали 
по каплям в 20 мл водного раствора 1 % поливини-
лового спирта и 0,5 % метилцеллюлозы при темпе-
ратуре 4 °С с использованием Ultra Turrax 25 (IKA, 
Германия). Готовую вторичную эмульсию Т / М / В сме-
шивали с охлажденными до 4 °С 500 мл воды и вы-
держивали в течение 6 ч при комнатной температуре 
с перемешиванием при 300 мин–1 верхнеприводной 
мешалкой Eurostar 20 digital (IKA, Германия) с про-
пеллерным перемешивающим элементом до удаления 
дихлорметана и затвердевания МЧ. Созревшие МЧ 
осаждали центрифугированием при 2000 g. Суперна-
тант сливали, а осадок промывали ресуспендирова-
нием в 50 мл воды с последующим осаждением в ука-
занных выше условиях. Отмытые МЧ замораживали 
при –25 °С и высушивали в течение 15 ч в лиофиль-
ной сушилке VaCo 2 (ZIRBUS, Германия).

При включении в МЧ стабилизированных олеи-
новой кислотой МНЧ и ПФД на стадии получения 
первичной дисперсии «твердое в масле» в раствор 
СМГК и лецитина в хлористом метилене добавляли 
55 мкл суспензии МНЧ и 20 мкл ПФД перед диспер-
гированием лиофилизата РХ.

Растровая электронная микроскопия (РЭМ). Изо-
бражения получены с использованием микроскопа 
MAIA3 (TESCAN, Чехия). Образцы частиц для элек-
тронной микроскопии наносили на кремниевые под-
ложки в виде суспензии в воде и высушивали на воз-
духе при комнатной температуре. Изображения 
получали при ускоряющем напряжении 10 кВ.

Измерение размеров и дзета-потенциала МЧ. Раз-
меры и дзета-потенциал МЧ измеряли в водной су-
спензии на анализаторе размеров частиц и дзета-по-
тенциала Photocor Compact-Z («Фотокор», Россия).

Определение содержания РХ в МЧ. Для определе-
ния содержания РХ навеску МЧ растворяли в ацето-
нитриле и измеряли оптическую плотность при дли-
не волны 662 нм относительно ацетонитрила. Для 
калибровки использовали растворы РХ в ацетони-
триле, получаемые разведением раствора для инфузий 
«Радахлорин». Содержание воды в калибровочных 
растворах было менее 0,05 % по объему. Измерения 
оптической плотности и снятие оптических спектров 
поглощения образцов проводили на спектрофотоме-
тре UV 3600 (Shimadzu, Япония).
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Высвобождение РХ из МЧ. Высвобождение РХ 
из МЧ исследовали в 50 мМ калий-фосфатном буфе-
ре с pH 7,4. В 5 мл буфера в центрифужной пробирке 
суспендировали 8–10 мг МЧ, разливали по 0,4 мл 
в пробирки Eppendorf 1,5 мл и инкубировали в тер-
мостате при температуре 37 °С. Перед отбором проб 
для определения высвободившегося РХ суспензию 
перемешивали до однородности встряхиванием, а за-
тем осаждали МЧ центрифугированием при 10 000 g 
10 мин. На каждый срок отбирали по 0,3 мл суперна-
танта. Отобранные пробы супернатанта хранили в за-
мороженном состоянии при –20 °С. По завершении 
эксперимента все отобранные пробы размораживали 
с последующим определением концентрации РХ 
по его флуоресценции с использованием планшетно-
го считывателя CLARIOstar (BMG LABTECH, Гер-
мания) в 96-луночных планшетах. Флуоресценция 
возбуждалась на длине волны 401 нм, регистрирова-
лась на длине волны от 660 нм. Для калибровки ис-
пользовали растворы РХ в 50 мМ калий-фосфатном 
буфере, получаемые разведением раствора для инфу-
зий «Радахлорин». Высвобождение РХ из МЧ срав-
нивали с его разрушением при инкубации в тех же 
условиях.

Генерация синглетного кислорода МЧ. Способ-
ность РХ в составе МЧ к образованию синглетного 
кислорода оценивали при облучении светом све-
тоизлучающего диода (СИД) LZ1 00R202 (OSRAM 
SYLVANIA LED Engin, США) с максимумом излуче-
ния 660 нм. 0,5 мг / мл МЧ в 50 мМ калий-фосфат-
ном буфере с pH 7,4 помещали в стандартную кювету 
спектрофотометра при температуре 25 °С. К полученной 
суспензии добавляли 20 мкл 1 мМ раствора ДФБФ 
в этаноле, и кювету в заданное время облучали свер-
ху светом СИД. До и после облучения измеряли оп-
тическую плотность при 415 нм в полосе поглощения 
ДФБФ, превращающегося при взаимодействии с син-
глетным кислородом в эндоперекись, не поглощающую 
при этой длине волны. Убыль оптической плотности 
использовали в качестве характеристики интенсивно-
сти образования синглетного кислорода. Образование 
синглетного кислорода МЧ, содержащими РХ, срав-
нивали с образованием синглетного кислорода в рас-
творе РХ с концентрацией 8,75 мкг / мл.

Исследование фотодинамического эффекта МЧ 
в культуре клеток. Клеточные культуры CHO (клетки 
яичников сирийского хомячка) были получены 
из Российской коллекции клеточных культур позво-
ночных (Институт цитологии РАН, Санкт-Петер-
бург). При изучении влияния МЧ на клетки исполь-
зовали 6-луночные планшеты. Высевали по 105 клеток 
в лунку в 2 мл среды DMEM 12, содержащей 10 % 
эмбриональной телячьей сыворотки, 100 МЕ / мл пе-
нициллина, 0,1 мкг / мл стрептомицина, 2 мМ L-глю-
тамина. Клетки культивировали в темноте при 

температуре 37 °С в увлажненной атмосфере с 5 % 
содержанием CO

2
. После 24 ч культивирования и фор-

мирования монослоя в одной трети лунок 1-го план-
шета культуральную среду заменяли на свежую, в другой 
трети лунок – на раствор 1,75 мкг / мл РХ в культу-
ральной среде, и в остальных лунках – на суспензию 
0,5 мг / мл различных видов МЧ в культуральной сре-
де. Через 24 ч во всех лунках культуральную среду 
заменяли свежей и половину лунок каждого вида 
облучали 10 мин светом СИД LZ1 00R202 с облученно-
стью на поверхности культуральной среды 100 мВт / см2. 
Влияние МЧ и фотодинамического облучения на 
клетки оценивали через 24 ч. Микрофотографирова-
ние клеток осуществляли на световом микроскопе 
Axio Observer.A1 (Carl Zeiss, Германия), оборудован-
ном осветителями HAL 100, HBO 100 и цифровой 
монохромной камерой Axiocam 503 mono, работа-
ющей под управлением программного обеспечения 
ZEN 2. При микроскопии устанавливали блок свето-
фильтров 45 HQ TexasRed (EX BP 560 / 40, BS FT 585, 
EM BP 630 / 75).

Оценка жизнеспособности клеток. Для оценки 
жизнеспособности клеток с помощью МТТ-теста во 
всех лунках культуральную среду заменяли на свежую, 
содержащую 0,5 мг / мл МТТ, и инкубировали 0,5 ч 
в темноте при температуре 37 °С в атмосфере с 5 % СО

2
. 

После этого среду удаляли и содержимое лунок рас-
творяли в 1 мл диметилсульфоксида. Количество об-
ра зовавшегося формазана характеризовали оптиче-
ской плотностью полученных растворов в лунках при 
550 нм, измеренной с использованием планшетного 
считывателя CLARIOstar. Жизнеспособность клеток 
после воздействия МЧ и фотодинамического об-
лучения характеризовали отношением оптических 
плотностей в лунках с клетками, подвергшимися воз-
действию, и в лунках с контрольными клетками 
без каких-либо воздействий (100 % жизнеспособ-
ность).

Статистическая обработка. Статистическую об-
работку экспериментальных данных проводили с ис-
пользованием программы Microsoft Excel. Приводи-
мые экспериментальные данные представляют собой 
среднее значение ± стандартное отклонение по ре-
зультатам как минимум 3 независимых измерений. 
Достоверность различий оценивали по t-критерию 
Стьюдента.

Результаты и обсуждение
Полученные МЧ характеризуются субмикронным 

размером. Отрицательный заряд частиц обусловли-
вает наличие концевых карбоксильных групп у ис-
пользуемой для получения МЧ СМГК. Полученная 
величина дзета-потенциала находится на уровне зна-
чений, известных из литературы для немодифициро-
ванных частиц, что указывает на отсутствие заметного 
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влияния РХ в составе МЧ на их заряд. На изображе-
ниях РЭМ видно, что полученные МЧ без МНЧ вне 
зависимости от присутствия ПФД – сферической 
формы (рис. 1). При наличии МНЧ в полимерной 
матрице МЧ имеют неправильную форму с выражен-
ными складками. Данные изменения формы могут 
быть связаны с образованием 2 фаз – на поверхности 
МЧ и в ее ядре в начале созревания МЧ. Отсутствие 
растворимости СМГК в углеводородах [20] предпо-
лагает низкое сродство этого полимера к олеиновой 
кислоте, покрывающей МНЧ, что является предпо-
сылкой для образования внутри созревающей МЧ 
гидрофобной фазы, обогащенной МНЧ, но с низким 
содержанием СМГК. Эта фаза более гидрофобна, чем 
окружающий ее раствор с более высоким содержа-
нием СМГК в хлористом метилене. Диффузия и ис-
парение хлористого метилена из системы приводят 
в начале созревания МЧ к концентрированию этого 
раствора с формированием достаточно плотной обо-
лочки, которая по мере диффузии через нее раство-
рителя и уменьшения объема внутренней фазы смор-
щивается и формирует видимые на изображениях 
РЭМ складки. Сходным образом происходит обра-
зование складок на поверхности частиц, получаемых 
из полимеров распылительной сушкой с высокой 
скоростью [21].

Включение РХ в МЧ составило около 10 % от рас-
четного в образцах без МНЧ (см. таблицу). Наличие 
МНЧ в МЧ приводит к существенному увеличению 
включения РХ – до 60–70 %. Необходимо отметить, 
что добавление лецитина в значительной степени 
способствует включению РХ в полимерную матрицу 
МЧ: по результатам предварительных экспериментов 
при его отсутствии включение РХ в МЧ без МНЧ 
не превышает 1 %.

На спектрах поглощения образцов, полученных 
при растворении МЧ в ацетонитриле, присутствуют 
характерные для РХ пики (рис. 2): длинноволновый 
в районе 662 нм и коротковолновый в районе 402 нм. 
Это указывает на то, что РХ, инкапсулированный 
в МЧ, сохраняет исходные оптические свойства, важ-
ные для ФДТ.

Выявляемое достоверно (p <0,05) более высокое 
образование синглетного кислорода МЧ с РХ по срав-
нению с МЧ без РХ при облучении водной суспензии 
МЧ красным СИД указывает на возможность исполь-
зования таких частиц для ФДТ (рис. 3). Присутствие 
в полимерной матрице ПФД и МНЧ значительно 
увеличивает генерацию синглетного кислорода. В МЧ 
с ПФД это может быть связано с повышенным общим 
содержанием кислорода в дисперсии из-за его боль-
шей растворимости в перфторуглеродах. Интенси-
фикация образования синглетного кислорода в МЧ 
с МНЧ может быть объяснена выявленным в данном 
случае увеличением включения РХ в МЧ.

Рис. 1. Растровая электронная микроскопия микрочастиц разного 
состава. Масштабная метка – общая для всех изображений. Здесь, 
а также на рис. 2–6 и в таблице: МЧ – микрочастицы, СМГК – 
сополимер молочной и гликолевой кислот, РХ – радахлорин, МНЧ – 
магнитные наночастицы, ПФД – перфтордекалин

Fig. 1. Scanning electron microscopy of microparticles with different 
composition. Scale mark is common to all images. Here, on figures 2–6 
and in table: MP – microparticles, PLGA – Poly(lactide-co-glycolide acid), 
RC – radachlorin, MNP – magnetic nanoparticles, PFD – perfluoro-
decalin

Разбавленная 
суспензия /  

Diluted suspension

Концентрированная 
суспензия / Concent

rated suspension

Состав МЧ /  
MP composition

СМГК / PLGA  

СМГК + РХ / PLGA + RC 
 

СМГК + РХ + МНЧ /  
PLGA + RC + MNP  

СМГК + РХ + ПФД /  
PLGA + RC + PFD

СМГК + РХ + МНЧ + ПФД / 
PLGA + RC + MNP + PFD 

СМГК + МНЧ / PLGA + MNP 
 

СМГК + ПФД / PLGA + PFD

5 мкм  /  5 μm

Согласно полученным данным (рис. 4), в водной 
дисперсии МЧ в течение 1-го часа достигается 
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Рис. 2. Спектры поглощения РХ (8,75 мкг / мл) и МЧ (1 мг / мл) в ацетонитриле: a – СМГК + РХ; б – СМГК + РХ + МНЧ; в – СМГК + РХ + ПФД; 
г – СМГК + РХ + ПФД + МНЧ

Fig. 2. Absorption spectra of RC (8.75 μg / ml) and MP (1 mg / ml) in acetonitrile: a – PLGA + RC; б – PLGA + RC + MNP; в – PLGA + RC + PFD; 
г – PLGA + RC + PFD + MNP

Характеристики МЧ

Characteristics of MP

Состав МЧ 
MP composition

Гидродинамический ра-
диус МЧ (R ± ϭ

R
), мкм 

Hydrodynamic radius of MP 
( R ± ϭ

R
), μm

Коэффициент поли-
дисперсности МЧ 

(ϭ2  /R2
R )* 

Polydispersity factor  
of MP (ϭ2  /R2

R
) *

Дзета-потен-
циал МЧ, мВ  
Zeta potential  

of MP, mV

Содержание РХ 
в МЧ, мкг / мг 

RC content in MP, 
μg / mg

Включение РХ 
в МЧ**, % 

Inclusion of RC 
in MP**, %

СМГК 
PLGA

0,270 ± 0,143 0,280  –16,6 ± 2,0  –  – 

СМКГ + РХ 
PLGA + RC

0,112 ± 0,018 0,027  –19,5 ± 4,5 0,27 ± 0,11 6,6 ± 2,7

СМГК + РХ + 
МНЧ 
PLGA + RC + MNP

0,240 ± 0,045 0,035  –23,6 ± 6,8 2,34 ± 0,78 60,6 ± 20,1

СМГК + РХ + 
ПФД 
PLGA + RC + PFD

0,138 ± 0,054 0,150  –18,7 ± 0,4 0,27 ± 0,20 16,9 ± 12,3

СМКГ + РХ + 
МНЧ + ПФД 
PLGA + RC + PFD + 
MNP

0,318 ± 0,150 0,224  –19,6 ± 1,8 1,16 ± 0,59 72,3 ± 36,8

СМГК + МНЧ 
PLGA + MNP

0,315 ± 0,092 0,086  –17,6 ± 2,0  –  – 

СМГК + ПФД 
PLGA + PFD

0,378 ± 0,129 0,116  –16,0 ± 1,1  –  – 

*Рассчитан по приведенным результатам измерения размеров частиц; **доля от теоретического содержания РХ в МЧ 
при условии его полного включения. 
*Calculated according to the given results of measuring the particle sizes; **fraction of the theoretical content of RC in the MP, subject to its full inclusion.
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Рис. 3. Генерация синглетного кислорода

Fig. 3. Generation of singlet oxygen

Рис. 4. Высвобождение РХ из МЧ: a – РХ (0,875 мкг / мл), МЧ 
(СМГК + РХ + ПФД + МНЧ), МЧ (СМГК + РХ + МНЧ); б – РХ 
(0,0875 мкг / мл), МЧ (СМКГ + РХ), МЧ (СМГК + РХ + ПФД), *p <0,05 
для отличий от пробы только с РХ

Fig. 4. RC release from MP: а – RC (0.875 μg / ml), MP (PLGA + RC + 
PFD + MNP), MP (PLGA + RC + MNP); б – RC (0.0875 μg / ml), MP 
(PLGA + RC), MP (PLGA + RC + PFD); *p <0.05 for the differences from 
samples with RC alone
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близкая к максимальной концентрация РХ, которая 
затем медленно снижается в течение периода до 1 мес. 
В растворе РХ без частиц с исходной концентрацией 
РХ, практически равной максимальной концентрации 
высвободившегося из МЧ РХ, его содержание убы-
вает существенно быстрее и уже через сутки оказы-
вается достоверно ниже, чем в суспензии МЧ. При 
этом в суспензии МЧ без МНЧ концентрация РХ 
убывает лишь до половины от максимальной только 
через 2 нед, а в случае присутствия в полимерной 
матрице МНЧ концентрация РХ остается практиче-
ски неизменной в течение 30 дней. Описанная кине-
тика высвобождения характеризует МЧ как депо 
с пролонгированным высвобождением РХ, пригодное 
для проведения нескольких последовательных сеан-
сов ФДТ без повторных инъекций ФС.

Согласно результатам проведенных исследований 
с использованием световой микроскопии, МЧ с РХ 
поглощаются клетками и накапливаются в цитоплаз-
ме, не вызывая при этом существенных изменений 
в плотности монослоя (рис. 5). Хорошо различимая 
флуоресценция МЧ на изображениях флуоресцент-
ной микроскопии указывает на возможность исполь-
зования таких частиц в качестве агентов для диагно-
стики посредством визуализации поглотивших их 
клеток.

В результате МТТ-теста выявлено, что поглощение 
МЧ, содержащих РХ, клетками CHO в культуре со-
провождается снижением их жизнеспособности раз-
личной степени в зависимости от состава МЧ (рис. 6). 
Наблюдаемое угнетение метаболизма может быть 
связано как с цитотоксическим действием высвобо-
ждающегося внутри клеток РХ, так и с нарушением 
их структуры поглощенными МЧ. Наиболее значи-

тельное угнетение жизнедеятельности клеток замет-
но для МЧ, содержащих в полимерной матрице РХ 
и МНЧ. Однако это, по-видимому, не связано с опи-
санными особенностями поверхности таких частиц, 
поскольку в отсутствие РХ не наблюдается угнета-
ющего действия на клетки МЧ, содержащих МНЧ. 
Кроме того, согласно полученным данным, наличие 
МНЧ не способствует фотодинамическому действию 
на клетки РХ в составе МЧ. В то же время свободный 
РХ и МЧ, содержащие только РХ, обладают заметным 
фотодинамическим повреждающим действием. Нали-
чие ПФД в составе МЧ не сопровождается заметным 

  РХ / RC
  МЧ (СМГК + РХ + ПФД + МНЧ) / MP (PLGA + RC + PFD + MNP)
  МЧ (СМГК + РХ + МНЧ) / MP (PLGA + RC + MNP)

  РХ / RC
  МЧ (СМКГ + РХ) / MP (PLGA + RC)
  МЧ (СМГК + РХ + ПФД) / MP (PLGA + RC + PFD)

а

б



54 Оригинальные статьи / Original reports

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy  3'2021  ТОм 20    vol. 20

Рис. 6. Влияние РХ и содержащих РХ МЧ на жизнеспособность кле-
ток и фотодинамическое действие на эти клетки облучения свето-
излучающим диодом (СИД) по результатам МТТ-теста; *p <0,05 
для отличий от контроля без облучения СИД и воздействия МЧ и РХ; 
**p <0,05 для отличий между облученными СИД клетками по отно-
шению к клеткам без облучения СИД после инкубации с определенным 
видом МЧ или РХ

Fig. 6. Influence of RC and RC-containing MPs on cell viability and 
photodynamic effect of light irradiation on these cells according to the MTT 
test results; *p <0.05 for differences from the line cells without any additives 
and irradiation; **p <0.05 for differences between irradiated cells in 
relation to cells without irradiation after incuba tion with certain type of MP 
or RC

Добавка в культу
ральную среду (состав 

МЧ) / Additive  
to the culture medium 

(MP composition) 

Без добавок /  
Without additives  

МЧ (СМГК) / MP (PLGA)  

 
РХ / RC  

МЧ (СМГК + РХ) /  
MP (PLGA + RC)   

МЧ (СМГК + РХ + МНЧ) / 
MP (PLGA + RC + MNP)  
 

МЧ (СМГК + РХ + ПФД) / 
MP (PLGA + RC + PFD)   

МЧ (СМГК + РХ + МНЧ + 
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MNP + PFD)   

МЧ (СМГК + МНЧ) /  
MP (PLGA + MNP)   

МЧ (СМГК + ПФД) /  
MP (PLGA + PFD)

Рис. 5. Световая микроскопия монослоя клеток CHO (клетки яични-
ков сирийского хомячка) через 1 сут после инкубации с МЧ разного 
состава. Масштабная метка – общая для всех изображений

Fig. 5. Light and fluorescence microscopy of a monolayer of CHO cells 
(Syrian hamster ovary cells) 1 day after incubation with MPs of different 
composition. Scale mark is common to all images

Микроскопия 
в проходящем свете / 

Microscopy  
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Флуоресцентная 
микроскопия / 

Fluorescent  
microscopy

5 мкм  /  5 μm

влиянием на особенности реакции поглотивших МЧ 
клеток и на фотодинамический эффект. Можно лишь 
отметить более сильное повреждающее дейст вие МЧ, 
в которых одновременно присутствуют РХ, МНЧ 
и ПФД.

Заключение
Применение технологии Т / М / В позволяет полу-

чить содержащие РХ МЧ, пригодные для использо-
вания в качестве депо, которое в течение 30 дней 
может поддерживать в своем микроокружении кон-
центрации ФС, способные вызывать цитотоксиче-
ский фотодинамический эффект. При введении по-
лученных МЧ в опухоль их поглощение клетками 
будет способствовать повышению эффективности 
ФДТ за счет внутриклеточного высвобождения дей-
ствующего вещества.

Поскольку МЧ имеют размер меньше 1 мкм и от-
рицательный заряд, то их поглощение клетками 
должно протекать в основном по типу фагоцитоза. 
При внутрисосудистом введении накопление полу-
ченных МЧ, вероятнее всего, будет происходить глав-
ным образом в печени, селезенке, легких и других 
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органах с высоким содержанием клеток системы мо-
нонуклеарных фагоцитов. Выход полученных МЧ 
из кровеносного русла в других местах будет невысо-
ким. Однако присутствие в полимерной матрице та-
ких МЧ МНЧ позволит накапливать полученные МЧ 
в интересующих местах кровеносного русла за счет 
воздействия на них внешнего магнитного поля. При-
сутствие МНЧ в полимерной матрице МЧ значительно 
увеличивает включение в них РХ, а также продолжи-
тельность его постепенного выхода в среду по отно-
шению к простым МЧ с РХ, что позволяет рассматри-
вать такие частицы в качестве фотодинамического 
средства пролонгированного действия.

В целом полученные результаты показывают, что 
на основе биодеградируемого СМГК могут быть 

получены биосовместимые МЧ с включением РХ, 
обладающие способностью к его пролонгированному 
высвобождению. Воздействие на такие частицы све-
тового излучения, применяемого при ФДТ с исполь-
зованием РХ, сопровождается образованием син-
глетного кислорода, обладающего цитотоксическим 
эффектом для опухолевых клеток. Присутствие 
в полимерной матрице МЧ МНЧ и ПФД увеличи-
вает процент включения РХ и интенсифицирует 
образование синглетного кислорода. Длительное 
высвобождение инкапсулированного РХ из таких 
частиц и их возможное накопление в проблемных 
областях с помощью воздействия внешних факторов 
позволяет увеличить терапевтическое окно при ис-
пользовании ФС.
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