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Резюме
Введение. Во второй части обзора рассмотрены вопросы визуализации, фармакокинетики и биораспределения липосом. 
Текст. Существует широкий спектр методов визуализации, доступных для оценки морфологии липосом и их качества, 
каждый из которых имеет свои преимущества и недостатки: световая микроскопия, ESEM, TEM, AFM и пр. В целом  
выбор метода зависит от того, какие морфологические характеристики и степень детализации требуются. В процессе 
подготовки проб липосом важно понимать особенности образцов и метода визуализации. Адекватно проведенные 
исследования по фармакокинетике и биораспределению также могут расцениваться как инструмент визуализации 
липосом. Фармакокинетика липосомальных форм определяется множеством факторов, таких как природа ЛС, дозировка, 
липидный состав, размер липосом, заряд, покрытие липосом вспомогательными веществами и способ введения. Кроме 
того, взаимодействие липосомальных форм с иммунной системой, ретикулоэндотелиальной системой и компонентами 
крови играет важную роль в их абсорбции, распределении и выведении из организма. 
Заключение. Лучшее понимание абсорбции, биораспределения, метаболизма и выведения липосомальных форм 
необходимо для разработки современных лекарственных средств.
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Abstract
Introduction. In the second part of the review we discussed aspects of visualization, pharmacokinetics and biodistribution of 
liposomes.
Text. Many different methodsh as been proposed for the visualization of liposoms morphology and quality such as light  
microscopy, ESEM, TEM, AFM, etc. Each method have own advantages and limitations which are discussed in the article: In 
general, the selection of method depends on the specific morphological characteristics and level of details. It is important 
to understand the specificity of the liposomes and the visualization method for correct preparation of samples. Adequately 
performed pharmacokinetic and biodistribution studies can also be used as a tool for liposome visualization. The nature of  
active pharmaceutical ingredients, dose, lipid components, size of liposomes, charge, coating of liposomes with excipients and 
route of administration significantly affects the pharmacokinetics of liposomal forms. Additionally, the interaction of liposomal 
forms with the immune system, reticuloendothelial system and blood components play an important role in their absorption, 
distribution and elimination.
Conclusion. The better understanding of the absorption, biodistribution, metabolism and clearance of liposomal formulations is 
essential for the development of modern drugs.

Keywords: liposomes, visualization, pharmacokinetics, mRNA
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ВВЕДЕНИЕ
Липосомы как коллоидная система доставки ле-

карств, появившаяся в 1960-х годах, остаются в цент- 
ре внимания обширных исследований и являются  
высокоэффективным методом доставки лекарств. В 
первой части обзорной статьи мы обсудили совре-
менную классификацию липосом, методы их изго-
товления, стабилизации и роли составляющих ком-
понентов  [1]. Во второй части обзорной статьи мы 
сфокусировались на методах идентификации липо- 
сом и их фармакокинетике, включая системную абсор-
бцию при различных путях введения, биораспреде- 
ление в организме и выведение.

ЛИПОСОМЫ:  
ПРОЩЕ СКАЗАТЬ, ЧЕМ ДОКАЗАТЬ

В большинстве публикаций авторы заявляют о 
получении липосом, но редко предоставляют дока-
зательства того, что они сформированы и что дейст- 
вующие вещества включены в липосому, а не абсор- 
бированы на ее поверхности. Поэтому важным аспек-
том физико-химической оценки липосом является ви-
зуализация морфологии наночастиц. 

Одним из наиболее распространенных методов 
изучения размеров и морфологии липосомальных  
частиц является микроскопия (рисунок  1). Сущест- 
вующие методы такой визуализации можно разделить 
на световую, электронную и атомно-силовую микрос- 
копию [2]. Каждый имеет свои преимущества и огра-
ничения, которые следует учитывать при оценке  
систем доставки лекарственных субстанций (ЛС) в 
форме липосом (таблица 1). 

Световая микроскопия

Для световой или оптической микроскопии ис-
пользуют микроскопы, в которых видимый свет и рас-
положение линз увеличивают поле зрения. Базовая 
световая микроскопия сама по себе не дает исчер-
пывающей информации о липидном бислое по срав-

нению с другими методами микроскопии. Однако ее 
можно использовать для быстрого получения изоб- 
ражения везикул на базовом лабораторном обору-
довании [2], общей информации о размере, форме,  
однородности и степени агрегации образцов липо-
сом  [3, 18]. Методом оптической микроскопии мож-
но визуализировать и проводить микроманипуляции  
с отдельными везикулами GUV, часто используемыми 
из-за большого размера в качестве мембранных мо-
дельных систем [19]. 

Из-за небольшого предельного разрешения 
(~250  нм) световые микроскопы неспособны предо-
ставить подробную информацию о структуре малых 
однослойных везикул (SUV) и их ламеллярности  [2], 
позволяя получить значительную информацию лишь 
о гигантских однослойных везикулах (GUV), диаметр 
которых варьируется от одного до сотен микромет- 
ров [20]. Для получения большей информации о трех-
мерной структуре и ламеллярности везикул возмож- 
но включение флуоресцентных зондов, применение 
методов поляризации и конфокальной микроскопии 
высокого разрешения [20].

Поляризационная микроскопия

Этот тип световой микроскопии основан на спо-
собности поляризованного света взаимодействовать 
с поляризующимися связями упорядоченных моле-
кул  [21]. Повышенное поглощение света происходит, 
когда молекулярные диполи в образце выравнивают-
ся по вектору поляризации падающей световой вол-
ны, что приводит к разнице фаз между выборочными 
световыми лучами и, в свою очередь, к интерферен- 
ционно-зависимым изменениям амплитуды в плоско-
сти изображения [21]. Контраст изображения в этом 
случае возникает не только из-за эффектов интерфе-
ренции и дифракции, но и из-за наличия упорядочен-
ного расположения молекул [21]. Метод использует- 
ся для изучения формы и динамики многих упорядо-
ченных клеточных структур, включая липидные бис-
лои плазматических мембран [2, 21], изображения 
получают как в монохромном, так и в цветном испол- 
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нении. Метод является альтернативным способом ви-
зуализации липосом, особенно для подтверждения 
образования везикул, однако он не дает убедитель-
ных данных относительно характеристик двухслойно-
сти или ламеллярности везикул [2] и не обеспечивает 

четких изображений частиц в нанометровом диапа-
зоне: оптимальную прозрачность имеют крупные ве-
зикулы микрометрового диапазона, то есть поляри-
зационная микроскопия также ограничена размером 
везикул, которые можно визуализировать. 

Таблица 1. Современные методы визуализации липосом

Table 1. Current methods for visualizing liposomes

Метод микроскопии
Microscopy method

Преимущества метода
Advantages

Ограничения
Limitations

Источник
Reference 

Световая (оптическая) 
Light (optical)

Быстрый и простой.
Дает общую информацию о размере, 
форме, однородности и степени агрега-
ции.
Лучше всего подходит для GUVs
Fast and simple.
Gives general information about size, 
shape, uniformity and degree of aggrega-
tion.
Best suited for GUVs

Не позволяет получить исчерпыва-
ющую информацию о липидном бис-
лое, особенно для SUVs
Does not provide comprehensive in-
formation about the lipid bilayer, espe-
cially for SUVs

[2, 3]

Поляризационная 
Polarization

Альтернативный метод подтверждения 
образования везикул.
Оптимальная прозрачность для крупных 
везикул микронного диапазона
An alternative method to confirm vesicle 
formation.
Optimal transparency for large vesicles in 
the micron range

Не позволяет получить убедитель-
ные данные, подтверждающие бис-
лойность или пластинчатость вези-
кул
Does not provide convincing data  
confirming the bilayer or lamellar na-
ture of vesicles

[2]

Рисунок 1. Микроскопические методы визуализации липосом

Figure 1. Microscopic techniques for visualizing liposomes
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Метод микроскопии
Microscopy method

Преимущества метода
Advantages

Ограничения
Limitations

Источник
Reference 

Флуоресцентная 
Fluorescent

Особенно подходит для визуализации 
GUVs для получения информации о фор-
ме, размере и текучести липидных ве- 
зикул.
Можно применять несколько зондов в 
образце для получения информации о 
структуре мембраны
Particularly suitable for imaging GUVs to 
obtain information about the shape, size 
and fluidity of lipid vesicles.
Multiple probes can be used in a sample 
to obtain information about membrane 
structure

Добавление зондов и красителей 
может влиять на свойства липидных 
везикул и/или вызывать появление 
экспериментальных артефактов, что 
может привести к неточной интер-
претации данных.
Фотоиндуцированное перекисное 
окисление липидов может привести 
к образованию доменов.
Длительное воздействие флуорес-
центного света может вызвать обес-
цвечивание и потерю интенсивности 
флуоресценции
The addition of probes and dyes may 
affect the properties of lipid vesicles 
and/or introduce experimental arti-
facts, which may lead to inaccurate  
interpretation of the data.
Photoinduced lipid peroxidation can 
lead to the formation of domains.
Prolonged exposure to fluorescent 
light may cause discoloration and loss 
of fluorescent intensity

[2, 4, 5]

Конфокальная 
Confocal

Превосходная четкость изображения по 
сравнению с флуоресцентной микроско-
пией.
Может предоставить составное 3D-изоб- 
ражение образца.
Визуализация внутренней структуры ли-
пидных везикул, особенно GUVs
Superior image clarity compared to fluo-
rescence microscopy.
Can provide a composite 3D image of the 
sample.
Visualization of the internal structure of 
lipid vesicles, especially GUVs

Невозможность визуализации с вы-
соким разрешением SUVs или оли- 
голамеллярных липосом
Inability to visualize SUVs or oligola-
mellar liposomes with high resolution

[2, 6, 7]

Сканирующая электронная 
(SEM)
Scanning Electronic (SEM)

Визуализация мелких везикул при очень 
большом увеличении.
Общая информация о размере и сфери-
ческой морфологии липидных везикул
Visualization of small vesicles at very high 
magnification.
General information on the size and 
spherical morphology of lipid vesicles

Невозможность получения подроб-
ной информации о ламеллярности 
и внутренней структуре липидных 
везикул.
Структура липосом может подвер-
гаться изменениям из-за условий 
глубокого вакуума и окрашивания 
частиц перед визуализацией
The inability to obtain detailed infor-
mation about the lamellarity and inter-
nal structure of lipid vesicles.
Liposome structure may be subject 
to changes due to high vacuum con-
ditions and particle staining prior to 
imaging

[7, 8]

Продолжение таблицы 1
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Метод микроскопии
Microscopy method

Преимущества метода
Advantages

Ограничения
Limitations

Источник
Reference 

Просвечивающая (трансмис-
сионная) электронная мик- 
роскопия.
Метод негативного окраши-
вания
Transmission (transmission) 
electron microscopy.
Negative staining method

Обеспечивает гораздо большее увели-
чение для визуализации везикул, в том 
числе SUVs.
Предоставляет информацию о морфоло-
гии, распределении размеров, однород-
ности и структуре поверхности
Provides much higher magnification for 
visualization of vesicles, including SUVs.
Provides information on morphology, si- 
ze distribution, uniformity and surface 
structure

Везикулы находятся в непосредст- 
венном контакте с сеткой, что может 
повлиять на их ориентацию и мор- 
фологию.
Помещение образца в вакуум может 
привести к дальнейшему обезвожи-
ванию образца.
Пробоподготовка может вызвать из-
менения исходной структуры липо-
сом и привести к созданию светлых 
и темных полос, которые ошибоч-
но можно принять за ламеллярные 
структуры
Vesicles are in direct contact with the 
mesh, which can affect their orienta-
tion and morphology.
Placing the sample in a vacuum may 
cause further dehydration of the  
sample.
Sample preparation can cause chan- 
ges in the initial structure of liposo- 
mes and lead to the creation of light 
and dark bands that can be mistaken 
for lamellar structures

[2, 7]

Криоэлектронная 
Cryoelectronic

Наиболее удобная и доступная форма 
микроскопии. 
Позволяет анализировать липосомы в их 
нативном состоянии.
Нет проблем с химической фиксацией, 
обезвоживанием, разрезанием и окра-
шиванием.
Предоставляет подробную информацию 
о размере, форме, внутренней структуре 
и пластинчатости липосом.
Пробоподготовка сводится к минимуму 
образования кристаллов льда и сохра- 
нения белков или других материалов.
Диапазон разрешения от ~5 до 500 нм  
в зависимости от толщины пленки
The most convenient and accessible form 
of microscopy. 
Allows analysis of liposomes in their native 
state.
There are no problems with chemical fixa-
tion, dehydration, cutting and dyeing.
Provides detailed information about the 
size, shape, internal structure and lamella- 
rity of liposomes.
Sample preparation minimizes the forma-
tion of ice crystals and preservation of pro-
teins or other materials.
Resolution range from ~5 to 500 nm de-
pending on film thickness

Используются меньшие дозы элект- 
ронов, что может привести к более 
низкому разрешению по сравнению 
с другими методами TEМ.
Артефакты возможны из-за обра-
зования тонкой пленки аморфного 
льда и использования блоттинга на 
образце, применяющего сдвиговые 
усилия во время формирования 
пленки
Lower electron doses are used, which 
may result in lower resolution com-
pared to other TEM techniques.
Artifacts are possible due to the for-
mation of a thin film of amorphous ice 
and the use of blotting on the sample, 
applying shear forces during film for-
mation

[9, 10, 11]
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Метод микроскопии
Microscopy method

Преимущества метода
Advantages

Ограничения
Limitations

Источник
Reference 

Электронная микроскопия с 
замораживанием и разруше-
нием
Freeze-disruption electron mic- 
roscopy

Обеспечивает большее увеличение на-
ночастиц, в том числе SUVs.
Нет процесса сушки.
Подробная информация о трехмерной 
структуре везикул и двухслойной орга-
низации липосом.
Реплики точно отражают исходное на-
тивное состояние образца
Provides a greater increase in nanopar- 
ticles, including SUVs.
No drying process.
Details of the three-dimensional structure 
of vesicles and bilayer organization of li-
posomes.
Replicas accurately reflect the original na-
tive state of the sample

Во время подготовки в образце мо-
гут возникать артефакты из-за не- 
достаточной скорости заморажива-
ния, повторного осаждения молекул 
растворителя и/или механического 
напряжения

[2, 12, 13]

Средовая сканирующая элект- 
ронная (ESEM)
Environmental Scanning Elect- 
ronic (ESEM)

Визуализация мелких пузырьков при 
большом увеличении.
Получение общей информации о разме-
ре и форме липосом.
Отображение динамических изменений 
влажных систем без предварительной 
пробоподготовки.
Не требуется использование фиксации, 
окрашивания или замораживания ве- 
зикул.
Возможность изменения среды пробы, 
включая давление, температуру и состав 
газа
Visualization of small bubbles at high mag-
nification.
Obtaining general information about the 
size and shape of liposomes.
Display dynamic changes in wet systems 
without prior sample preparation.
No fixation, staining or freezing required
zikul.
Ability to change sample environment, 
including pressure, temperature and gas 
composition

Невозможность получения под-
робной информации о внутренней 
структуре липидных везикул

[2, 7, 14]

Атомно-силовая 
Atomic power

Высокое разрешение.
Обеспечение 3D-изображения липосом 
и подробной информации о морфоло-
гии, распределении размеров, однород-
ности, стабильности и структуре поверх-
ности.
Не требует работы в вакууме, возмож-
ность работы в окружающем воздухе 
или под жидкостью.
Получение информации о механических 
и химических свойствах поверхности об-
разца посредством измерения силы
High resolution.
Providing 3D images of liposomes and 
detailed information on morphology, size  
distribution, uniformity, stability and sur-
face structure.
Does not require operation in a vacuum, 
the ability to work in ambient air or under 
liquid.
Obtaining information about the mecha- 
nical and chemical properties of a sample 
surface through force measurements

Требуется адсорбция наночастиц на 
опорных поверхностях, что может 
изменить размер и форму везикул.
Периодический контакт кончика 
зонда может привести к перетаски-
ванию липосом при их движении по 
везикулам в образце

[15–17]
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Флуоресцентная микроскопия

Флуоресцентная или «эпифлуоресцентная» мик- 
роскопия – особая форма световой микроскопии, в 
которой используется способность флуорохромов 
излучать свет после его поглощения [22]. Метод ши-
роко используется в биофизике для получения ин-
формации о структуре и динамике компонентов 
мембран [4]. В таких исследованиях для визуализа-
ции структуры исследуемых мембран в них внед- 
ряют флуоресцентные зонды. На рынке представлен 
большой ассортимент флуоресцентных красителей  
с различными свойствами. Например, некоторые 
флуоресцентные красители рассчитаны на опреде-
ленную мембранную среду с различным расположе-
нием и латеральной упаковкой [4]. Для получения 
информации о самой структуре мембраны можно  
одновременно применять несколько флуоресцент-
ных зондов в образце, помещая их как в водный слой, 
так и в липидный бислой липосом [2]. Такое располо-
жение может быть полезно при просмотре GUVs для  
получения информации о форме, размере и текуче- 
сти липидных везикул  [4, 5]. Для визуализации ла- 
меллярности липосом можно также непосредствен- 
но в липидный бислой включать зонды, такие как ли-
пиды, меченные родамином [2].

Недостатком флуоресцентной микроскопии яв-
ляется то, что добавление зондов и красителей к 
мембранной системе может влиять на свойства ли-
посомальной системы доставки [2, 4, 22], вызывать 
значительные изменения в мембране хозяина и/или 
появление экспериментальных артефактов и тем 
самым приводить к неточной интерпретации дан-
ных  [4]. Однако низкие концентрации флуоресцент-
ного красителя (<1 моль%), как было показано, не 
оказывали существенного влияния на физические 
свойства мембраны [4]. В то же время длительное 
воздействие флуоресцентного света может приве-
сти к обесцвечиванию и потере интенсивности флуо- 
ресценции. Поэтому выбор красителя и разработка 
новых мембранных зондов являются важными фак- 
торами при использовании флуоресцентной мик- 
роскопии [5]. 

Вместе с тем физико-химическое зондирование 
может быть применено при оценке качества и стан-
дартности приготовления образцов липосом.

Конфокальная микроскопия

Конфокальная сканирующая микроскопия стала 
достижением в области флуоресцентной микроско-
пии. Вместо освещения всего образца изображение 
строится путем сканирования одного (или несколь-
ких) сфокусированных лучей света по образцу. Свет, 
возвращающийся от освещенного объекта, проходит  
через апертуру, которая отсекает расфокусирован-
ный свет сверху и снизу интересующей плоскости,  
гарантируя получение изображений только с неболь-
шой глубиной резкости, что значительно улучшает  

разрешение вне плоскости [2, 23]. При этом соби- 
рается «z-стопка» изображений, начиная с верхней  
части везикулы, за которыми следуют изображе-
ния, сделанные с определенными z-приращениями 
до нижней части образца, в результате получается 
его составное трехмерное изображение [2, 23]. Кон-
фокальная сканирующая микроскопия более пред- 
почтительна по сравнению с эпифлуоресцентной бла-
годаря лучшей четкости изображения. В случае GUVs 
метод способен визуализировать внутреннюю струк-
туру липидных систем, что зачастую невозможно при 
использовании других методов микроскопии [6, 7]. 
Однако конфокальная микроскопия по-прежнему 
ограничена дифракцией и, следовательно, не может 
создавать высокой четкости изображения SUVs или 
олигомеллярных липосом [7].

Методы электронной микроскопии

Электронная микроскопия – метод визуализации 
везикул при очень большом увеличении [24, 25]. Ши-
роко используется для характеристики липидных ве-
зикул, поскольку длина волны электронов (и, следо-
вательно, разрешение, ограниченное дифракцией) на 
много порядков ниже, чем у оптической микроско- 
пии, и, следовательно, обеспечивает сверхразреше-
ние для четкой визуализации небольших липосом  [2, 
7]. При этом используется пучок электронов, фоку- 
сируемый на поверхности объекта с помощью раз- 
личных электромагнитных линз. Электроны рассеива- 
ются образцом, а затем перефокусируются и увели- 
чиваются с помощью следующей серии электромаг-
нитных линз в колонне визуализации для создания 
проецируемого изображения [24]. Существует не-
сколько различных типов электронных микроскопов, 
каждый из которых требует своей пробоподготовки.

Сканирующая  
электронная микроскопия (SEM)

Метод сканирующей электронной микроскопии 
является электронно-оптическим методом наблюде- 
ния (визуализации) и исследования изображений 
поверхности, а также получения информации о со-
ставе и некоторых других свойствах испытуемых  
образцов веществ1. По сравнению с традиционной 
оптической (световой) микроскопией2 SEM позво- 
ляет исследовать испытуемые образцы при более 
высоких увеличениях (например, 250 000× по срав-
нению с увеличением 1000× в оптической микро-
скопии), с большим разрешением по плоскости 

1 ОФС.1.2.1.0001 «Сканирующая электронная микро-
скопия». Доступно по: https://pharmacopoeia.regmed.ru/
pharmacopoeia/izdanie-15/1/1-2/1-2-1/skaniruyushchaya-
elektronnaya-mikroskopiya/ Ссылка активна на 29.08.2024.

2 ОФС.1.2.1.0009 «Оптическая микроскопия». Доступ-
но по: https://pharmacopoeia.regmed.ru/pharmacopoeia/
izdanie-15/1/1-2/1-2-1/opticheskaya-mikroskopiya/ Ссылка ак-
тивна на 29.08.2024.
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(например, 3 нм или больше по сравнению с пример- 
но 200 нм в оптической микроскопии), а также с  
большей глубиной резкости. Adler et Schiemann в 
1984  г. впервые попытались использовать SEM для 
характеристики липосом [26]. Они установили, что 
применение метода сублимационной сушки для под-
готовки образцов липосом для SEM привело к об-
разованию большого количества видимых комков и 
коркового материала  [26]. Более поздние исследо-
вания показали, что сама структура липосом может 
подвергаться изменениям из-за условий глубоко-
го вакуума и процессов окрашивания, необходимых 
для этого метода  [7]. Поэтому в настоящее время для  
анализа липосом SEM, как правило, не использует-
ся  [7]. Однако с его помощью можно получить общую 
информацию о структуре различных липидных слоев, 
о размере и морфологии препарата [8].

Просвечивающая (трансмиссионная)  
электронная микроскопия (ТЕМ)

Просвечивающая электронная микроскопия  – 
наиболее часто используемый метод визуализации 
для оценки структуры наночастиц [24, 27]. Он пред-
полагает подготовку тонкого образца (толщиной 
<100  нм), который помещается в вакуумную камеру. 
Электронный луч пересекает образец, фокусируется 
и формирует изображение. TEM может легко отобра-
жать мягкие образцы с пространственным разреше- 
нием размером значительно ниже 1 нм [7, 12, 24]. 

Метод можно классифицировать в зависимости 
от используемого способа пробоподготовки: отри-
цательное окрашивание, замораживание и разруше-
ние, криогенная TEM. Он может предоставить инфор-
мацию о поверхностных модификациях наночастиц,  
так как обеспечивает лучший контраст и контур  
изображений по сравнению с другими методами  
микроскопии. Например, конъюгация трансферрина 
с поверхностью липосом DSPC/холестерина показа- 
ла образование на поверхности частиц покрытия с 
негативным окрашиванием TEM, которое отсутство-
вало в препаратах неконъюгированных липосом  [28]. 
В другом эксперименте перед процедурой негатив-
ного окрашивания были добавлены специфические 
антитела, выработанные против трансферрина че-
ловека, для подтверждения идентичности поверх-
ностного покрытия частиц [28]. Таким образом, TEM  
позволяет добиться значительного улучшения разре-
шения при оценке конъюгации лигандов с поверх- 
ностью липосом. 

Техника негативного окрашивания 

При проведении TEM с негативным окрашиванием 
пробоподготовка включает в себя помещение неболь-
шого количества гидратированного образца на сетку. 
При этом следует учитывать, что, поскольку везику-
лы находятся в непосредственном контакте с сеткой, 
их ориентация и морфология могут меняться [2]. Для 

обеспечения высокого контраста при рассматрива- 
нии везикул на темном фоне необходимо внедрить  
липосомы в подходящий электронно-плотный мате-
риал (например, соли тяжелых металлов, такие как 
уранилацетат или фосфорновольфрамовая кисло- 
та)  [7]. Техника негативного окрашивания относитель-
но быстрая и простая, однако может вызывать изме- 
нение исходной структуры липосом, приводить к об-
разованию светлых и темных полос, которые оши-
бочно принимаются за ламеллярные структуры  [2, 7].  
Кроме того, помещение образца под вакуум приво- 
дит к дальнейшему его обезвоживанию и вновь мо- 
жет вызвать изменения в структуре везикул [2]. Хотя  
метод TEM с негативным окрашиванием обеспечи-
вает гораздо большее увеличение для визуализации  
наночастиц, повреждение структуры липосом затруд-
няет точную оценку их морфологических характери-
стик. Поэтому для подтверждения результатов обыч- 
но требуются другие методы визуализации.

Криоэлектронная микроскопия (Cryo-TEM)

Криогенная ТЕМ (крио-ТЕМ) представляет собой 
разновидность TEM, в которой перед визуализаци-
ей используются тонкие водные гидратированные  
пленки, остеклованные в жидком этане. Метод по-
зволяет анализировать липосомы в наиболее натив-
ном состоянии и является ценным инструментом для  
определения их размера, формы, внутренней струк-
туры и ламеллярности. В зависимости от толщины  
образца можно добиться разрешения до 5 нм  [25]. 
Основным преимуществом быстрого замораживания  
образцов липосом является минимизация образова- 
ния кристаллов льда и сохранение белков, мРНК и 
других материалов [2, 12, 29], что актуально, когда 
белки или ДНК инкапсулированы внутри наночас- 
тиц  [12]. Крио-ТЕМ позволяет избежать проблем с  
химической фиксацией, обезвоживанием, разреза-
нием и окрашиванием, которые могут повлиять на 
морфологию везикул  [2]. С помощью данного метода  
можно отследить влияние мольного соотношения  
активной молекулы и липидов на морфологию ве-
зикул. Так, в работе  [9] при мольном соотношении  
0,05 липосомы ожидаемо напоминали по форме ко-
фейные зерна с нанокристаллом доксорубицина  
внутри, а при увеличении соотношения (0,37) обна-
руживались даже треугольные структуры, в которых 
три нанокристалла доксорубицина образовывали 
правильный треугольник в пределах одной липосо-
мы. В работе [10] о включении винкристина, винблас- 
тина и винорелбина во внутреннюю полость липо-
сом судили по увеличенной электронной плотности 
внутренней полости липосом по сравнению с изоб- 
ражениями контрольных незагруженных везикул. В 
лаборатории Y. Barenholz по криоэлектронным 2D- 
микрофотографиям предложен подход к реконст- 
рукции 3D-структуры липосом [11], который позво- 
ляет получать дополнительную информацию о рас-
пределении препарата в везикулах.
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Электронная микроскопия  
с замораживанием и разрушением

Метод замораживания и разрушения не требует  
процесса сушки и может предоставить дополнитель-
ную информацию о внутренней структуре наночас- 
тиц  [12]. Предполагается размещение образца на сет-
ке TEM, зажатой между двумя медными или золоты- 
ми держателями. Образец остекловывается путем  
быстрого замораживания жидким пропаном или жид-
ким азотом, а затем разрушается по областям образ-
ца со слабыми молекулярными взаимодействиями. 
Поверхность излома можно дополнительно протра- 
вить и затенить тонким слоем платины или углерода  
для создания «негативной» копии плоскости образца  
излома. Перед визуализацией реплику очищают орга- 
ническим растворителем. Реплики стабильны, их мож-
но сохранить и просмотреть позже [12]. Основным 
преимуществом метода является то, что реплики точ-
но отражают нативное состояние образца и позво- 
ляют получить подробную информацию о трехмер- 
ной структуре везикул и двухслойной организации: 
мультиламеллярную конструкцию и двухслойную упа-
ковку мультиламеллярных везикул [2, 12, 13]. Метод 
позволяет также оценить размер агрегатов и поле- 
зен для изучения взаимодействия катионных липо- 
сом с ДНК [2]. Однако во время подготовки из-за не-
достаточной скорости замораживания, повторного 
осаждения молекул растворителя и/или механическо-
го напряжения в образце все равно могут возникать  
артефакты. Например, на SUVs из выборки может воз-
никнуть «эффект ряби»  [2], которая является обыч- 
ной бислойной деформацией, возникающей из-за  
беспорядка в переходах ацильных цепей перед за- 
мораживанием. Кроме этого, вызывать «рябь» может  
и инкубация везикул между температурой, предшест- 
вующей переходу, и фактической температурой пе- 
рехода [2]. Данный факт можно использовать для по-
лучения информации о фазовых переходах, происхо-
дящих при использовании для липосомальных пре- 
паратов липидов различной природы [2].

Средовая сканирующая  
электронная микроскопия

Средовая сканирующая электронная микроско- 
пия (ESEM) дает возможность визуализировать липо-
сому в ее гидратированном состоянии без предвари-
тельной подготовки образца. Y. Perrie et al. первыми 
применили ESEM для изучения липосом и смогли в  
режиме реального времени динамически следить за 
гидратацией липидных пленок и изменениями в сус- 
пензиях липосом по мере конденсации воды на образ-
це или испарения. Было получено представление об 
устойчивости липосом к слиянию во время обезво- 
живания и альтернативный анализ состава и ста-
бильности липосом [14]. Особенностью ESEM являет-
ся наличие водяного пара в камере микроскопа. Под-

держка содержащей воду атмосферы вокруг образца 
обусловлена использованием многоапертурной гра-
дуированной вакуумной системы, позволяющей каме- 
ре визуализации создавать давление до 55 гПа [2, 7, 
14]. Первичный электронный луч может генерировать 
вторичные электроны, которые сталкиваются с мо- 
лекулами пара, что приводит к каскадному усилению 
сигнала до достижения им детектора. 

Метод широко применяется для оценки стабиль-
ности липосом, для анализа загрузки ЛС в их бис-
лой  [30], а также для определения размера и формы 
везикул. Однако ESEM не позволяет получить под-
робную информацию о ламеллярности и внутреннем 
строении наноразмерных структур [7].

Атомно-силовая микроскопия

Атомно-силовая микроскопия (Atomic force mic- 
roscopy, AFM), также известная как сканирующая си-
ловая микроскопия (Scanning-force microscopy, SFM), 
представляет собой разновидность метода сканирую-
щей зондовой микроскопии, которая осуществляет- 
ся путем проведения острого наконечника, прикреп- 
ленного к кантилеверу и датчику, по поверхности  
образца и измерения поверхностных сил между ним  
и зондом [31, 32]. При движении по поверхности кан-
тилевер перемещается вверх и вниз, то есть откло-
няется, что измеряется количественно с помощью 
оптического датчика [31]. AFM используют для изоб- 
ражения биологических образцов, а также наночас- 
тиц, метод не требует работы в вакууме и может при- 
меняться в окружающем воздухе или под жидко-
стью  [32]. AFM имеет разрешение порядка долей на- 
нометра и может обеспечить трехмерное изобра-
жение липосом вместе с подробной информацией о  
морфологии, распределении по размерам, однород- 
ности и стабильности  [32]. В работе [15] показана при- 
менимость метода для 3D-анализа популяции липо-
сом, загруженных доксорубицином: везикулы с наи-
большими кристаллами доксорубицина приобретали  
вытянутую форму; данные подтверждали методом 
криоэлектронной микроскопии. AFM можно исполь-
зовать и для характеристики поверхностных модифи-
каций липосом и обнаружения лигандов (например, 
антител и полимеров), конъюгированных с липосо-
мальной поверхностью. АFМ позволяет также по-
лучить информацию о механических и химических 
свойствах поверхности образца [16]. Одним из огра-
ничений АFМ является необходимость адсорбции на- 
ночастиц на опорных поверхностях, таких как слюдя-
ные или кремниевые пластины, что может изменить 
размер и форму везикул и вызвать их уплощение [16], 
кроме этого, периодический контакт кончика зонда 
может приводить к перетаскиванию липосом по под-
ложке. К тому же наконечник кантеливера не может 
заглянуть под липосому. Несмотря на это, АFМ остает- 
ся полезным инструментом для оценки липосом [17].
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ФАРМАКОКИНЕТИКА  
И БИОРАСПРЕДЕЛЕНИЕ  
ЛИПОСОМАЛЬНЫХ ПРЕПАРАТОВ

Биологическая эффективность ЛС, доставляемых 
в липосомах, зависит от фармакокинетических пара-
метров липосом (абсорбции, распределения, метабо- 
лизма и выведения). Как правило, судьба инкапсули-
рованной ЛС определяется физико-химическими осо-
бенностями липосом; однако, как только ЛС высвобож- 
дается, ее судьба определяется свойствами самой  
молекулы [33]. 

Взаимодействие липосом с системами in vivo 
чрезвычайно сложно. При оценке фармакокинетики 
обычно рассчитывают максимальную концентрацию 
ЛС (Cmax), время достижения максимальной концент- 
рации (tmax), площадь под кривой «концентрация  – 
время» (AUCplasma), время удерживания ЛС в организ- 
ме (MRT) и др. На фармакокинетический профиль  
липосомальных лекарственных форм влияют различ-
ные физико-химические свойства, включая природу 
ЛС, ее дозировку, липидный состав, размер липосом, 
зета-потенциал, стерическую стабилизацию и способ 
введения  [34]. Несмотря на то, что основным путем 
введения липосомальных препаратов является внут- 
ривенный, проводятся исследования с липосомами 
для внутриглазного  [35], внутримышечного [36], инга-
ляционного [37], интраназального [38], перорально- 
го  [29], трансдермального [39] и подкожного [40] вве-
дения. Рассмотрим некоторые особенности фарма- 
кокинетики липосом в зависимости от вышеперечис-
ленных факторов.

При оценке эффективности липосом для достав-
ки ЛС в мозг после интраназального введения реко-
мендуются показатели эффективности нацеливания 
лекарственного средства (DTE), процент транспорта 
лекарственного средства (DTP), BIN/IV и RB, которые 
рассчитывают по следующим формулам [38]:
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где AUCbrain, liposomes – площадь под кривой «концент- 
рация – время» в тканях мозга после интраназаль-
ного (IN) или внутривенного (IV) введения; BIN/IV  – 
биодоступность препарата в тканях мозга после 
IN-введения по сравнению с IV-введением; RB – био-

доступность липосомального препарата по сравне-
нию со свободным препаратом в тканях мозга после 
IN-введения.

DTE используется для оценки того, нацеливают-
ся ли липосомы после интраназального введения на 
мозг лучше, чем свободные препараты или липосомы 
после внутривенного введения. DTE% > 100 указы-
вает на эффективное нацеливание на мозг. Значения  
DTP указывают долю (или процент) препаратов, пос- 
тупающих в мозг через обонятельный и тройничный  
пути. DTP% варьируется от 0 до 100. DTP = 0 % пред-
полагает отсутствие доставки из носа в мозг прямым  
путем, тогда как DTP = 100 % указывает на отсутст- 
вие проникновения препарата через ГЭБ. Более вы-
сокие значения DTE и DTP для интраназальных ли- 
посом, чем для растворов ЛС после интраназального 
введения, указывают на эффективность липосом для  
доставки ЛС в мозг  [41]. В некоторых исследованиях  
липосомы после интраназального введения имели  
высокие значения DTE и DTP, что указывает на до-
ставку ЛС в мозг, например DTE = 2903–3870 % и 
DTP = 95,6–97,4 % для липосом, нагруженных байка- 
лином [42], и DTE = 302,22 % и DTP = 63,66 % для ли- 
посом, нагруженных цикловиробуксином D [43].

Фармакокинетические исследования на крысах 
показали, что инкапсуляция эксендина-4, модифици-
рованного пальмитиновой кислотой в мультивезику-
лярные липосомы, приводила к повышению стабиль-
ности ЛС и замедлению периода полувыведения ЛС  
с 2,4  ч до 77,3 ч после однократной внутримышеч- 
ной инъекции. Стабильная концентрация ЛС в плаз-
ме поддерживалась в течение 168 ч, а относительная  
биодоступность была 664,18 % [36].

Липосомы с сальвианоловой кислотой B, состо-
ящие из насыщенных нейтральных и анионных фос- 
фолипидов, обладали повышенной проницаемостью 
по сравнению с липосомами, состоящими из ненасы-
щенных фосфолипидов и катионных фосфолипидов, 
после ингаляционного введения мышам. В группе  
мышей, леченных липосомами, AUC0–t были в 2,4  ра- 
за выше, чем в группе, получавшей сальвианоловую 
кислоту В [37].

Липосомы считаются перспективными системами 
доставки лекарств в легкие благодаря их способно- 
сти повышать растворимость плохо растворимых в 
воде ЛС, замедленному высвобождению, длительно-
му времени циркуляции, специфичности, биосовмес- 
тимости и стабильности [44]. Использование липо- 
сом для доставки лекарств в легкие может значитель-
но увеличить время пребывания препарата в легких, 
одновременно снижая клиренс. Прямая инстилляция 
ПЭГилированных липосом с нинтеданибом в легкие 
мышей увеличивает доставку ЛС в 8000 раз, а период  
полувыведения из легких – в десять раз по сравне- 
нию с пероральным нинтеданибом [45]. 

Роговой слой функционирует как основной путь 
для внутриглазной абсорбции. Он служит сильным 
барьером, препятствующим абсорбции как липо-
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фильных, так и гидрофильных молекул для достав-
ки ЛС. Недостаточная абсорбция роговицей и огра-
ниченное удержание в глазу являются основными 
проблемами, связанными с обычными формулами 
для местного глазного применения. Липосомы с гид- 
рохлоридом берберина и хризофанолом, покрытые 
полиамидоаминовым дендримером PAMAM G3.0, 
продемонстрировали значительную клеточную про-
ницаемость в эпителиальных клетках роговицы че-
ловека и улучшенную биоадгезию на эпителии ро-
говицы кролика. Липосомы значительно улучшили 
биодоступность берберина и оказали защитные эф-
фекты в пигментных эпителиальных клетках сетчат- 
ки человека и сетчатке крыс после фотоокислитель- 
ного повреждения сетчатки [46]. Липосомы, со-
стоящие из 63 моль% фосфолипида и 37 моль% хо- 
лестерина, содержащие дексаметазон и антибиотик 
моксифлоксацин, обеспечивали дифференциальное 
высвобождение ЛС (быстрое высвобождение анти-
биотика и медленное высвобождение стероида в те-
чение 1  дня) в эксперименте на склеральных тканях  
глаз кролика [35].

Липосомы, состоящие из фосфатидилхолина, хо-
лестерина и левотетрагидропальматина в соотноше-
нии 10 : 1 : 3, включали в гель и наносили на кожу крыс. 
После трансдермального нанесения максимальная  
концентрация (Cmax) левотетрагидропальматина (ЛТП) 
из липосомального геля составила 0,16 мкг/мл, а  
время достижения этой максимальной концентрации 
(tmax)  – 1,2 ч. Относительная биодоступность ЛТП в ли-
посомальном геле составила 233,8 % по сравнению 
с эмульсией [47]. Трансферосомы из яичного леци- 
тина Phospholipon® 90G и полидоканол Brij-35®, за- 
груженные бензтропина мезилатом (БЗМ), получен-
ные методом тонкопленочной гидратации, по срав- 
нению с водным раствором БЗМ продемонстрирова- 
ли значительное увеличение трансдермального про-
никновения в исследовании ex vivo на изолирован- 
ной коже крысы. По сравнению с внутривенным и 
пероральным введением фармакокинетические ис-
следования in vivo на крысах Wistar после трансдер-
мальной аппликации геля с трансферосомами по- 
казали увеличение AUC, Tmax и MRT в1,5–2 раза, 5– 
10  раз и 5–15  раз соответственно, а также более вы- 
сокое и продолжительное высвобождение БЗМ из ге- 
левых формул, загруженных трансферосомами [48].

Терапия нуклеиновыми кислотами открывает 
большие возможности для профилактики и лечения 
различных заболеваний [49]. Однако существует ряд 
проблем: доставка функциональной нуклеиновой кис-
лоты к целевой ткани без деградации в биологиче- 
ских жидкостях и защита мРНК от быстрого погло-
щения. Подавляющее большинство липосомальных 
препаратов вводят парентерально, поскольку перо-
ральное введение ограничено деградацией и деста-
билизацией активных ингредиентов из-за низкого pH 
в желудке, а также ферментов в желудочно-кишеч- 
ном тракте, что приводит к незначительной перораль-

ной биодоступности. Тем не менее пероральный путь 
введения остается наиболее предпочтительным для 
пациентов. Пероральная доставка нуклеиновых кис-
лот затруднена в связи с их незначительной перораль-
ной биодоступностью. При пероральном введении 
возникает стерический барьер – слой слизи, которая 
представляет собой вязкий слой, выстилающий весь 
ЖКТ. Этот барьер ограничивает пероральную достав-
ку макромолекулярных препаратов. Он состоит из  
покрытого протеогликанами белка муцина, секрети-
руемого бокаловидными клетками эпителия ЖКТ  [50]. 
Он обновляется с высокой скоростью и является ча-
стью иммунитета слизистой оболочки, улавливая и 
удаляя инородные структуры до того, как они смо-
гут достичь подлежащего эпителия. Этот процесс на-
зывается клиренсом слизистой оболочки и еще боль- 
ше снижает пероральную биодоступность ЛС [51].  
Для проникновения липосом через слизистую их по-
крывают гидрофильными или катионными олигоме- 
рами или полимерами, предпочтительно проникаю-
щими в клетку пептидами (cell-penetrating peptides, 
CPP). Для пероральной доставки мРНК предпочти- 
тельна модификация поверхности липосом цикличе-
ским CPP, богатым аргинином, благодаря повышен- 
ной стабильности циклических CPP по сравнению с 
линейными в желудочно-кишечных жидкостях [29]. 

Биораспределение

Липосомальное биораспределение, то есть рас-
пространение липосом по всему организму (часто в 
легких, почках, печени, селезенке, желудке, кишечни-
ке, мозге), может быть изменено за счет включения в 
них различных молекулярных компонентов.

Липосомы привлекли внимание в области до-
ставки ЛС от рака благодаря способности достав-
лять токсичные вещества к опухолевым клеткам. На-
коплению липосом внутри опухоли способствует 
эффект повышенной проницаемости и удержания 
(ЭПР). Предполагается, что эффект ЭПР является ре-
зультатом неплотной сосудистой сети и нарушения 
лимфатической системы в опухолях. Накопление ЛС 
в раковых клетках за счет эффекта ЭПР усиливает-
ся липосомами с пролонгированным действием. Так, 
в работе [52] показано, что эндотрахеальное введе-
ние липосомального рифабутина крысам привело  
не только к повышению концентрации действующего  
вещества в месте введения (в легких) по сравнению 
с введением чистого рифабутина, но и к многократ-
ному увеличению его относительной биодоступно-
сти, периода полувыведения и среднего времени 
удержания. Интраназальное введение ривастигми-
на кроликам показало увеличение биодоступности 
ЛС в тканях мозга в 10 раз по сравнению с субстан- 
цией  [53]. Ряд авторов наблюдали более медленное 
появление препаратов в крови после внутрибрюшин-
ного и подкожного введения липосом по сравнению  
с внутривенным [54]. 
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На накопление липосом в опухоли влияют так-
же размер липосом [55], эластичность [56] и поверх- 
ностный заряд [57]. Эластичность липосом моди-
фицируется за счет включения холестерина, по-
верхностно-активных веществ и липидов с различ-
ной длиной ацильной цепи и степенью насыщения. 
Установлена обратная зависимость накопления ли-
посом в опухолях от модуля Юнга [56]. Модуляция 
поверхностного заряда липосом показала более 
значительное накопление анионных липосом внут- 
ри опухолей по сравнению с их катионными или 
нейтральными аналогами [58]. С целью повышения 
накопления липосом в опухоли исследовались спо-
собы модификации их поверхности, такие как конъ-
югация пептидов или антител, для обеспечения на-
целивания на сверхэкспрессированные рецепторы 
больных клеток [59].

Установлено, что липосомы могут взаимодейст- 
вовать с белками плазмы, тем самым оказывая вли-
яние на их судьбу in vivo, либо на их стабильность,  
либо модулируя их последующее взаимодействие с 
клетками-мишенями [60]. Взаимодействие с белками  
плазмы может извлекать или заменять липиды из но-
сителя, нарушая его целостность. Медиаторы кли- 
ренса включают опсонины белков плазмы, фибронек-
тин, С-реактивный белок (CRP), фрагмент комплемен- 
та C3b, β2-гликопротеин I или Fc-часть иммуноглобу-
лина G (IgG). Опсонизация может поставить под угро-
зу стабильность липосом и способствовать эндо-
цитозу или фагоцитозу макрофагов РЭС. Почечная  
экскреция может представлять собой значительную 
часть общего клиренса наночастиц диаметром <4–
8  нм, но не влияет на клиренс большинства липосо-
мальных составов (>30 нм) [61].

Способность липосом напрямую взаимодейство- 
вать с поверхностями конъюнктивы и роговицы 
представляет собой важное, заметное преимущест- 
во. Эффективность липосомальных форм зависит от 
процента загрузки ЛС, морфологии и заряда липо-
сом, распределения ЛС в липосоме, стабильности ли- 
посом в тканях глаза и конъюнктивальном мешке, 
а также их сродства к поверхности роговицы и ско-
рости высвобождения ЛС из лекарственной фор-
мы  [34]. При нанесении липосом на слизистую глаз 
положительно заряженные липосомы, как правило, 
лучше удерживаются на поверхности роговицы, ко-
торая имеет отрицательный заряд. Кроме того, по-
ложительно заряженные носители замедляют выве-
дение ЛС со слезной жидкостью за счет повышения 
вязкости раствора и взаимодействия с отрицатель-
но заряженной слезой  [62]. При интраветиральной 
инъекции анионные ПЭГилированные липосомы раз-
мера ~50  нм обладают превосходным распределе-
нием и проникновением в клетки сетчатки, в то вре- 
мя как липосомы размером >100 нм не преодо- 
левали витреоретинальный барьер [63]. Липосомы,  
загруженные дексаметазоном и моксифлоксацином, 

в эксперименте на склеральных тканях глаз кролика 
обеспечивали увеличение времени транссклераль-
ного контакта, но сохранили эффективную проница- 
емость и накопление обоих ЛС от эписклеральной  
до интраокулярной стороны глаз [35].

Накопление липосом, нацеленных на мозг, долж-
но увеличиваться в мозге и уменьшаться в других  
нецелевых органах после введения. Успешная достав- 
ка в мозг катионных липосом, содержащих мРНК,  
меченные зеленым флуоресцентным белком GFP  
и мРНК люциферазы, после интраназального введе- 
ния была подтверждена флуоресценцией GFP [64].

Было показано, что легочный сурфактант не ли- 
зирует и не агрегирует липосомы после ингаляци-
онного введения. Каждый отдел легкого (альвеоляр- 
ная жидкость, альвеолярные лейкоциты и паренхима) 
элюирует липосомы в течение 24 ч, вероятно высту- 
пая в качестве «депо лекарств». После осаждения в 
слое сурфактанта липосомы в течение 3–6  ч пере- 
носятся в альвеолярные лейкоциты (которые погло-
щают 1–5 % от общей дозы, введенной в легкие) не- 
насыщаемым образом. Далее все клеточные слои па-
ренхимы легких поглощают липосомы [45].

Важными преимуществами трансдермальной до-
ставки ЛС являются обход метаболизма первого по-
рядка, нестабильности в желудочно-кишечном трак- 
те и хорошая комплаентность пациентов. Липосомы  
могут транспортироваться через слои кожи тре-
мя различными путями: трансаппендикулярным пу-
тем, межклеточным путем и внутриклеточным пу-
тем. Роговой слой обычно имеет толщину от 15 до 
20  мкм и является гидрофобным, тогда как второй 
эпидермальный слой, зернистый слой, характеризу-
ется плотными клеточными соединениями. Наличие 
этих двух слоев создает барьер, который ограничи- 
вает способность к проникновению высокомолеку- 
лярных гидрофильных частиц (превышающих 500  кДа)  
в более глубокие дермальные слои кожи. Второй 
слой кожи под эпидермисом – дерма, состоящая из 
нескольких подслоев и охватывающая различные 
придатки, такие как волосяные фолликулы, кровь, 
потовые железы, лимфа и нервы [65]. Для улучшения 
проникновения через кожу необходимо уменьшение 
размера липосом, поверхностного барьера или вклю-
чение пенетрантов  [34]. Липосомы на основе гид- 
рогенизированного соевого фосфатидилхолина, 1,2- 
дистеароил-sn-глицеро-3-фосфоэтаноламин-N-[ме-
токси (полиэтиленгликоля)-2000] и загруженные 
трансретиноевой кислотой (лип-атра) наносили на 
кожу свиней линии Бама. Лип-атра со средним диа-
метром 83  нм проникали через роговой слой кожи  
в эпидермис и дерму. Липосомы размером 200–
300  нм проникали через дерму на треть хуже  [39]. 
Внешний слой кожи содержит <30 % воды, в то вре-
мя как внутренний слой состоит примерно из 70 % 
воды. Этот градиент гидратации внутри эпидермиса 
играет решающую роль в трансдермальной достав- 

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology



91РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2024. Т. 13, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2024. V. 13, No. 4

ке деформируемых везикул, таких как трансферосо-
мы. Трансферосомы используют этот градиент гид- 
ратации. Они проталкиваются во влажные слои эпи-
дермиса через межклеточный путь. Оказавшись в 
этих более глубоких слоях, неповрежденные транс-
феросомы могут взаимодействовать с липидами, 
присутствующими в клетках кожи. В зависимости от  
своего состава и размера трансферосомы могут сли-
ваться с липидными мембранами клеток кожи, высво-
бождая инкапсулированную ЛС в целевые слои ко- 
жи [66].

Адекватно проведенные исследования по фарма-
кокинетике также могут расцениваться как инстру-
мент визуализации липосом. То есть, если ЛС попа- 
дает в мишень и оказывает терапевтическое дейст- 
вие, а свободная ЛС не оказывает эффект на мишень, 
можно предполагать, что этот эффект обеспечен за 
счет липосомальной формы. Однако биологическая 
судьба липосом до конца не изучена. Основные во-
просы о том, когда, где и как ЛС высвобождаются  
из липосом in vivo, остаются открытыми. Для кор- 
ректной интерпретации результатов фармакокине- 
тических исследований необходимо отдельно опре-
делить количество ЛС, высвободившейся из липо-
сомы, и всей ЛС, инкапсулированной в липосомы1. 
Решение этой задачи ограничено текущими возмож-
ностями фармацевтического анализа. Стратегии при-
менения радиационной или флуоресцентной метки 
не позволяют однозначно различать сигналы высво-
бодившегося ЛС и носителя, что приводит к большим 
помехам и неопределенности [67]. Некоторые ав-
торы рассматривают ЛС, инкапсулированные в ли-
посомы, как специфическую форму «макропроле- 
карств», которые остаются неактивными, пока не  
высвободятся в заданной целевой ткани. Например, 
доксорубицин в липосоме должен попасть в ткань, 
затем высвободиться и проникнуть в ядро целевой 
клетки, чтобы интеркалироваться в пары оснований 
ДНК для оказания цитотоксического действия. В этом 
смысле биодоступным является только ЛС, попавшая  
в ядро. Но до сих пор внутриопухолевая, внутрикле-
точная и межъядерная кинетика высвобождения ли-
посомальных препаратов малоизучена и остается в 
статусе «черного ящика». Концентрация липосомаль-
ных препаратов в плазме вряд ли может точно от-
ражать фактическую концентрацию в мишени (т. е. в 
ядре) [68]. Для корректной оценки количества высво- 
бодившейся из липосомы ЛС в ткани или клетках-ми- 
шенях и ЛС, оставшейся в липосоме, необходима раз-
работка передовых биоаналитических методов.

1 Liposome drug products: Chemistry, manufacturing, 
and controls; human pharmacokinetics and bioavailability; 
and labeling documentation. Available at: https://www.fda.
gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/
liposome-drug-products-chemistry-manufacturing-and-
controls-human-pharmacokinetics-and. Accessed: 29.08.2024.

Клиренс

Общий системный клиренс связан с экспозицией  
и средней равновесной концентрацией в плазме,  
достигаемой при непрерывном применении ЛС. Не-
прерывное введение ЛС может включать как режи-
мы инфузии с постоянной скоростью, так и/или схе- 
мы многократного дозирования. Общий клиренс ли-
посомальных составов зависит от трех факторов: (1) 
скорости элиминации самого липосомального носи-
теля; (2) скорости высвобождения инкапсулирован- 
ного или внедренного в мембрану ЛС из носителя  
и (3) скорости выведения и метаболизма высвободив-
шегося ЛС, больше не связанного с носителем.

Процессы выведения липосом и других нано-
частиц из кровотока описаны в литературе  [61]. На 
клиренс липосом могут влиять физико-химические 
факторы, включая размер везикул, липидный со-
став мембраны и скорость высвобождения содер-
жимого из липосом. На скорость клиренса липосом  
и период полувыведения из крови большое влия-
ние оказывает липосомальный состав. Составы, уве- 
личивающие время нахождения ЛС в кровотоке, 
способствуют более высокому накоплению и депо-
нированию их в тканях-мишенях [69]. Например, ле-
гочный клиренс обусловлен альвеолярными макро-
фагами и мукоцилиарной эскалацией в проводящих 
дыхательных путях. Дендритные клетки также участ- 
вуют в легочном клиренсе липосом в лимфатиче-
скую систему [44].

Основным механизмом выведения липосом явля- 
ется распознавание и поглощение ретикулоэндоте-
лиальной системы (РЭС) макрофагами, которые рас-
положены преимущественно в печени и селезенке. 
И в первую очередь за этот процесс отвечает систе-
ма мононуклеарных фагоцитов (СМФ), состоящая из 
тканевых макрофагов и моноцитов крови  [70]. Су-
щественно затрудняют доставку ЛС и циркулирую-
щие нейтрофилы  [71]. Модификации липосомальной  
композиции для снижения поглощения СМФ посвя- 
щено значительное количество исследований [72, 73]. 

Липосомальная опсонизация при системном вве-
дении заставляет липосомы взаимодействовать с ре-
цепторами на поверхности резидентных макрофагов 
печени и селезенки СМФ, что впоследствии вызывает 
их интернализацию и деградацию [74]. Механически 
аналогичным образом липосомальная опсонизация 
может также направлять частицы в печень для погло-
щения гепатоцитами [75]. 

Включение полиэтиленгликолей (ПЭГ) в липосо-
мальные составы, известные как «скрытые» (stealth) 
липосомы, увеличивает время циркуляции и, как  
следствие, период полураспада липосом, препятствуя 
опсонизации или преимущественно связывая белки, 
которые уклоняются от поглощения [76]. В процес-
се изучения фармакокинетики ПЭГилированных ли-
посом с доксирубицином на китайских пациентках 
с распространенным раком молочной железы было  
показано, что клиренс ЛС из липосом (0,0247 л/ч) был 
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значительно замедлен по сравнению с неинкапсули-
рованной субстанцией (Cl=5,111 л/ч) [77]. ПЭГилиро-
вание липосом придает поверхности гидрофильность, 
а также создает барьер стерических затруднений, 
что влияет на связывание сывороточных белков с по-
верхностью липосом [78]. Липосомы, состоящие в ос-
новном из нейтральных фосфолипидов с небольшим 
молярным процентом отрицательно заряженного гли-
колипида, главным образом моносиалоганглиозида 
(МГ), также показали пролонгированную циркуляцию 
in vivo. Механически МГ снижает липосомальную опсо-
низацию за счет стерических препятствий, создавае-
мых отрицательно заряженной сиаловой кислотой и 
физической границей, обеспечиваемой углеводными 
цепями [79].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Существует широкий спектр методов визуализа-

ции, доступных для оценки морфологии липосом и  
их качества, каждый из которых имеет свои преиму-
щества и недостатки. Световая микроскопия может  
относительно быстро предоставить общие сведения  
о размере и форме более крупных везикул, а так-
же однородности образца. И наоборот, TEM являет-
ся наиболее часто используемым методом для более 
детального изучения морфологии липосом; однако 
при интерпретации результатов необходимо учиты-
вать возможность структурных изменений для каж- 
дого подтипа ТЕМ из-за окрашивания и/или воздейст- 
вия условий вакуума. ESEM наиболее полезен при 
определении липосомальных изменений в ответ на 
окружающую среду, тогда как AFM становится полез-
ным методом морфологического анализа наночастиц  
и обеспечивает максимальное разрешение липосо-
мальной поверхности. И AFM, и TEM способны визуа- 
лизировать лиганды, конъюгированные с поверхно-
стью липосом, и предоставить дополнительную ин-
формацию о модификациях поверхности. В целом  
выбор метода зависит от того, какие морфологиче- 
ские характеристики и степень детализации требуют-
ся. Кроме того, в процессе выбора важно понимать  
потенциальные последствия метода подготовки проб 
для каждого метода визуализации.

Фармакокинетика липосомальных форм опреде-
ляется множеством факторов, таких как природа ЛС, 
дозировка, липидный состав, размер липосом, заряд, 
покрытие липосом вспомогательными веществами и 
способ введения, Кроме того, взаимодействие липо-
сомальных форм с иммунной системой, ретикулоэн-
дотелиальной системой и компонентами крови играет  
важную роль в их абсорбции и выведении из орга- 
низма. Важно отметить, что модификация поверх-
ности липосом (например, ПЭГилирование) может  
влиять на их взаимодействие с клетками, биожид-
костями организма и органами. Лучшее понимание  
фармакокинетики и биораспределения липосомаль-
ных форм необходимо для разработки современных 
лекарственных средств. 
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