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Введение. Гемцитабин применяется в онкологической практике для лечения ряда солидных опухолей, в том 
числе рака легкого. Данный препарат обладает высокой терапевтической эффективностью, ингибируя синтез 
ДНК и вызывая апоптоз опухолевых клеток. Однако гемцитабин имеет и недостатки, к которым относятся ко-
роткий период его полувыведения и быстрое метаболическое разрушение, что приводит к необходимости его 
частого введения в высоких дозах, в результате чего возрастает риск развития побочных эффектов. Для сни-
жения токсичности и повышения терапевтической эффективности нами разработана липосомальная лекар-
ственная форма гемцитабина.
Цель исследования – сравнительная оценка цитотоксической активности липосомального гемцитабина и рас-
твора гемцитабина на клеточной линии рака легкого А549.
Материалы и методы. Цитотоксичность липосомального гемцитабина и раствора гемцитабина исследовали 
на клеточной линии аденокарценомы легкого человека А549. Клетки культивировали в присутствии липосо-
мального  гемцитабина  и  раствора  гемцитабина  in vitro  в  течение  72  ч,  а  затем  оценивали  цитотоксичность 
препаратов с помощью МТТ-теста.
Результаты. Показано, что липосомальный гемцитабин обладал более высокой цитотоксичностью по сравнению 
со свободным гемцитабином. Концентрация полумаксимального ингибирования липосомального гемцитабина 
составила 0,47 мкМ, а свободного гемцитабина – 9,6 мкМ.
Заключение. Липосомальная форма гемцитабина обладает значительно более высокой цитотоксической ак-
тивностью по сравнению с раствором свободного гемцитабина в отношении клеточной линии рака легкого 
А549.  Включение  гемцитабина  в  липосомы  позволило  улучшить  проникновение  лекарственного  средства 
в опухолевые клетки, а также защитить его от преждевременной деградации.
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Background. Gemcitabine is used in oncology for the treatment of various solid tumors, including lung cancer. 
Gemcitabine exhibits high therapeutic efficacy by inhibiting DNA synthesis and inducing apoptosis in tumor cells. 
However, the drug has drawbacks, such as a short half-life and rapid metabolic degradation, necessitating frequent 
administration of high doses, which increases the risk of side effects. To reduce toxicity and enhance therapeutic 
efficacy, we developed a liposomal formulation of gemcitabine.
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Введение
Одним из широко применяемых в онкологиче-

ской практике противоопухолевых средств является 
гемцитабин – антиметаболит пиримидина, который 
используется для лечения различных солидных опу-
холей [1, 2]. Эффективность гемцитабина варьирует 
в зависимости от типа опухоли. Например, при раке 
поджелудочной железы, одном из наиболее агрессив-
ных онкологических заболеваний, гемцитабин явля-
ется препаратом 1-й линии терапии, обеспечивая 
стабилизацию процесса у части пациентов, хотя пол-
ная ремиссия заболевания достигается нечасто [3]. 
При раке мочевого пузыря гемцитабин эффективен 
как в монотерапии, так и в комбинации с другими 
препаратами, особенно в случаях рецидивирующего 
заболевания после неудачного применения Bacillus 
Calmette–Guérin [4]. В лечении рака яичников гем-
цитабин используется в качестве препарата 2-й линии 
терапии, демонстрируя умеренную активность 
при рецидивирующих формах [5]. При холангиокар-
циноме гемцитабин в сочетании с оксалиплатином 
или цисплатином показал улучшение общей выжи-
ваемости по сравнению с монотерапией [6].

Гемцитабин демонстрирует высокую терапевти-
ческую активность благодаря способности ингиби-
ровать синтез ДНК и вызывать апоптоз опухолевых 
клеток, однако его клиническое применение ограни-
чено рядом факторов, включая короткий период его 
полувыведения и быстрое метаболическое разруше-
ние [7–9]. Эти недостатки приводят к необходимости 
частого введения препарата в высоких дозах, что по-
вышает риск развития побочных эффектов, таких 
как миелосупрессия, гепатотоксичность и легочные 
осложнения [10, 11]. Для преодоления указанных 
ограничений разрабатывают инновационные подхо-
ды к таргетной доставке гемцитабина, среди которых 
особое место занимает использование наноносите-
лей, в частности липосомальных систем. Липосомы, 
представляющие собой фосфолипидные везикулы, 
обеспечивают защиту активного вещества от преж-

девременной деградации, увеличивают его биодос-
тупность и позволяют осуществлять целенаправлен-
ную доставку в опухолевые ткани за счет эффекта 
усиленной проницаемости и удержания [12–14]. Ли-
посомальные формы гемцитабина, находящиеся 
на стадиях доклинических и клинических испытаний, 
продемонстрировали способность продлевать цир-
куляцию препарата в кровотоке и улучшать его на-
копление в опухоли, что приводит к повышению 
терапевтической эффективности при снижении ток-
сичности [15, 16].

Ранее нами проведены исследования, направлен-
ные на изучение влияния липидной композиции 
на эффективность пассивной загрузки гемцитабина 
в липосомы. Установлено, что использование на-
сыщенных фосфолипидов с высокой температурой 
фазового перехода, таких как DPPC (дипальмитоил-
фосфатидилхолин) и DSPC (дистероилфосфатидил-
холин), позволяет достигнуть высокой эффективности 
инкапсуляции (до 85 %) и загрузочной способности 
(до 4,8 % массовой доли примесей). На основе этих 
данных нами была разработана липосомальная ле-
карственная форма гемцитабина.

Цель настоящего исследования – сравнительная 
оценка цитотоксической активности липосомально-
го гемцитабина и раствора гемцитабина на клеточной 
линии рака легкого (РЛ) А549.

Материалы и методы
Липосомальный гемцитабин готовили методом 

гидратации тонкой липидной пленки, который яв-
ляется стандартным подходом для получения липо-
сом с пассивной загрузкой гидрофильных препара-
тов, таких как гемцитабин. Итоговый состав липосом 
содержал следующую липидную композицию: гидро-
генизированный яичный фосфатидилхолин (E PC-3), 
холестерин и N-(карбонил-метоксиполиэтиленгли-
коль-2000)-1,2-дистеароил-sn-глицеро-3-фосфо эта-
нол амин, натриевая соль) (MPEG-2000-DSPE) в мо-
лярном соотношении 1:0,7:0,089, которая была 

Aim.  To  compare  the  cytotoxic  activity  of  liposomal  gemcitabine  and  gemcitabine  solution  on  the  A549  lung 
cancer cell line.
Materials and methods. The cytotoxicity of liposomal gemcitabine and gemcitabine solution was evaluated on 
the human lung adenocarcinoma cell line A549. Cells were cultured in the presence of liposomal gemcitabine and 
gemcitabine solution in vitro for 72 hours, and the cytotoxicity of the drugs was assessed using the MTT assay.
Results. Liposomal gemcitabine demonstrated higher cytotoxicity compared to free gemcitabine. Half maximal 
inhibitory concentration value for liposomal gemcitabine was 0.47 μM, while that for free gemcitabine was 9.6 μM.
Conclusion. The liposomal form of gemcitabine exhibits significantly higher cytotoxic activity compared to the 
free gemcitabine solution against  the A549  lung cancer cell  line.  Incorporation of gemcitabine  into  liposomes 
improved drug penetration into tumor cells and protected it from premature degradation.
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выбрана на основе предварительных исследований, 
показавших максимальную эффективность инкапсу-
ляции для этой композиции. Раствор гемцитабина 
готовили путем растворения субстанции в воде для 
инъекций. Липиды растворяли в хлороформе, полу-
ченный раствор переносили в круглодонную колбу. 
Органический растворитель удаляли на роторном 
испарителе при температуре водяной бани 44 ºC и по-
ниженном давлении, формируя тонкую липидную 
пленку. Для полного удаления остатков хлороформа 
пленку сушили в вакууме в течение 40 мин. Гидрата-
цию проводили раствором гемцитабина в воде для инъ-
екций (концентрация – 2,5 мг / мл) при температуре 
44 ºC и скорости вращения ротора 35 ± 5 об / мин в те-
чение 1,5 ч. Полученные многослойные везикулы 
экструдировали через поликарбонатные мембраны 
с порами 0,4 мкм (1 раз) и 0,2 мкм (3 раза) для полу-
чения однородных одноламеллярных липосом. Не-
инкапсулированный в липосомы гемцитабин удаля-
ли путем гель-фильтрации на колонках NAP-5.

Цитотоксическую активность липосомального 
гемцитабина исследовали в сравнении с раствором 
субстанции гемцитабина в воде для инъекций. Ци-
тотоксичность раствора гемцитабина и липосом 
с гемцитабином в отношении клеточной линии РЛ 
А549 сравнивали в колориметрическом тесте (МТТ- 
анализе). Метод МТТ основан на оценке жизнеспо-
собности клеток через метаболическую активность. 
МТТ представляет собой желтый водорастворимый 
краситель (3-[4,5-диметилтиазол-2-ил]-2,5-дифенил-
тетразолия бромид), который в процессе метаболиз-
ма в клетках превращается в фиолетовые кристаллы 
формазана. Количество жизнеспособных клеток, 
полученное в результате этой реакции, соответствует 
интенсивности цвета и определяется фотометриче-
скими измерениями после растворения кристаллов 
формазана.

Клеточную линию РЛ А549 (аденокарциномы 
легкого) культивировали в среде RPMI-1640 («ПанЭко», 
Россия) с добавлением 10 % фетальной бычьей сыво-
ротки (HyClone, США), 2 мМ L-глутамина («ПанЭко», 
Россия), антибиотика пенициллина (25 000 Ед) – 
стрептомицина (25 000 мкг). Поддерживали стандарт-
ные условия культивирования: температуру 37 ºC 
в атмосфере 5 % СО

2
. Пассирование проводили после 

достижения клеточным слоем 80–90 % конфлюэнт-
ности посредством обработки раствором Версена 
(«ПанЭко», Россия) 1 раз в 3–4 дня.

Клетки линии А549 вносили в лунки 96-луночных 
планшетов в количестве 7 × 103 клеток на лунку, через 
1 сут в лунки добавляли препараты в следующих кон-
центрациях: 1 мМ; 100, 10, 1 мкМ; 100, 10 нМ. Клет-
ки инкубировали с препаратами в течение 72 ч при 
температуре 37 ºC в атмосфере 5 % СО

2
. После завер-

шения инкубации планшеты центрифугировали, 

отбирали среду и в каждую лунку вносили ростовую 
среду, содержащую МТТ («ПанЭко», Россия) и остав-
ляли в инкубаторе еще на 4 ч. Затем планшеты снова 
центрифугировали, отбирали су пернатант и для рас-
творения кристаллов формазана вносили в лунки 
по 150 мкл диметилсульфоксида («ПанЭко», Россия), 
после чего планшеты встряхивали на шейкере 
для равномерного распределения окрашивания. Оп-
тическую плотность раствора формазана определяли 
на фотометрическом анализаторе иммунофермент-
ных реакций Multiscan EX (Thermo Electron, Герма-
ния) при длине волны 540 нм. Величина поглощения 
прямо пропорциональна числу живых клеток.

Количество живых клеток вычисляли по форму-
ле N0 = N1 / N2 × 100 %, где N0 – процент живых 
клеток; N1 – средняя оптическая плотность в лунках, 
содержащих клетки и препарат; N2 – средняя опти-
ческая плотность в контрольных лунках, содержащих 
только клетки.

Значения IC
50

 – концентрации, подавляющей 
жизнеспособность 50 % клеток, – рассчитывали с по-
мощью нелинейного регрессионного анализа с ис-
пользованием программы GraphPad Prism 5 (GraphPad 
Software, США).

Результаты
В отношении клеточной линии РЛ А549 липосо-

мальный гемцитабин оказался более цитотоксичным, 
чем раствор гемцитабина. На рис. 1 представлен гра-
фик зависимости жизнеспособности клеток от кон-
центрации препаратов.

С использованием кривых жизнеспособности 
клеток рассчитаны значения IC

50
. Для липосомаль-

ного гемцитабина IC
50

 составила 0,47 мкМ, а для сво-
бодного гемцитабина – 9,6 мкМ. Это подтверждает 
более высокую эффективность препарата, содержа-
щегося в липосомах, по сравнению с обычным ле-
карственным раствором.

Рис. 1. Цитотоксическая активность липосомального гемцитабина 
и раствора гемцитабина

Fig. 1. Cytotoxic activity of liposomal gemcitabine and gemcitabine solution
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Л И Т Е Р А Т У Р А  /  R E F E R E N C E S

Заключение
Проведенное исследование продемонстрировало, 

что липосомальная форма гемцитабина обладает зна-
чительно более высокой цитотоксической актив-
ностью в отношении клеточной линии РЛ А549 по 
сравнению с раствором свободного гемцитабина. По-
лученные результаты подчеркивают перспективность 

липосомальной системы доставки гемцитабина для по-
вышения эффективности химиотерапии и снижения 
системной токсичности препарата. Дальнейшие ис-
следования должны быть направлены на изучение 
терапевтической эффективности липосомального гем-
цитабина в условиях in vivo и оптимизацию состава 
для получения стабильной лекарственной формы.
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