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Получение и антипролиферативные свойства конъюгатов 
доксорубицина с биосовместимыми суперпарамагнитными 
наночастицами оксида железа

Супермагнитные наночастицы магнетита могут быть эффективными магнитно-резонансными контрастными веществами и 
платформой для направленного транспорта цитостатиков к опухоли. В статье представлено описание нового модифици-
рованного метода синтеза золей суперпарамагнитных наночастиц магнетита (Fe3O4) размером менее 10 нм, послойно по-
верхностно стабилизированных олеиновой кислотой и неионогенным поверхностно-активным веществом полисорбатом 80. 
Релаксивность полученной субстанции составила r1 = 9,8, r2 = 94 мМ-1×с-1. Проведена эффективная конъюгация наночастиц 
Fe3O4 и доксорубицина (эффективность конъюгации — 90 %). Оцененное высвобождение доскорубицина не превышало 5 %, 
тогда как воздействие ультразвукового излучения увеличивало высвобождение доксорубицина до 21 %. Конъюгация доксо-
рубицина обеспечивала повышение цитотоксичности лекарственного вещества in vitro. Полученные наночастицы магнетита 
обладают диагностическим потенциалом в качестве контрастного вещества для магнитно-резонансной томографии и могут 
служить основой для систем адресной доставки и контролируемого высвобождения химиотерапевтических средств, в част-
ности доксорубицина.
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Biocompatible doxorubicin-loaded superparamagnetic iron oxide 
nanoparticles: synthesis and antineoplastic activity

Superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPION) can be an effective magnetic resonance contrast agent and a platform for targeted 
delivery of antineoplastic agent into tumor tissue. This research is dedicated to a new synthesis modification of superparamagnetic 
magnetite nanoparticles (Fe3O4) d<10nm layer-by-layer stabilized with oleic acid and nonionic surfactant, Tween-80. Relaxivity of the 
substance was r1= 9,8, r2= 94 mM-1×sec-1. An effective conjugation with doxorubicin was performed (estimated conjugation efficacy: 
90 %). Evaluated doxorubicin release from conjugate was not higher than 5 %, whereas ultrasound radiation enhanced drug release 
up to 21 %. Doxorubicin conjugated with nanoparticles shown higher antineoplastic activity than free doxorubicin molecules while 
investigating cytotoxicity in vitro. Obtained magnetite nanoparticles bear a diagnostic potential as a magnetic resonance contrast 
agent and also, it can serve as a platform for designing targeted drug delivery systems as well as providing antineoplastic agents 
controlled release, in particular, doxorubicin.
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Важнейшими задачами современной онкологии являются 
разработка высокоточных методов диагностики опухолевых 
заболеваний и визуализации патологических очагов до, во 
время и после проведения курса терапии (для оценки ее эф-
фективности), а также повышение эффективности и избира-
тельности химиотерапии опухолей. Для решения этих задач 
в последнее время все шире используются нанотехнологии. 
Достаточно хорошие перспективы в данной области имеют 
наночастицы оксидов железа [1, 2]. Эти частицы, как прави-

ло, представляют собой структуру «ядро–оболочка», где ядро 
состоит непосредственно из оксида железа, а оболочка — из 
функционального слоя, включающего стабилизатор поверх-
ности и вещество-вектор адресной доставки, лекарственное 
средство. Биосовместимые химически модифицированные 
наночастицы магнетита, обладающие суперпарамагнитными 
свойствами, являются эффективными магнитно-резонанс-
ными контрастными веществами [3], однако, несмотря на ин-
тенсивные исследования в данной области [4–6], до сих пор
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ни одна субстанция не достигла стадии регистрации и кли-
нического применения, что связано с трудностью их воспро-
изводимого синтеза, сложностью обратимой конъюгации с 
цитостатиками, получения стабильных и однородных лекар-
ственных форм, готовых для клинического применения. В 
данной статье показан потенциал нового модифицированного 
метода синтеза наночастиц, конъюгированных с доксоруби-
цином через гидрофобные взаимодействия, исследованы фи-
зико-химические свойства полученных нанокомлексов. Для 
стабилизации наночастиц магнетита использовали олеиновую 
кислоту и поверхностно-активное вещество (ПАВ) на основе 
этиленгликоля (Tween-80, полисорбат 80).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение золей наночастиц магнетита

Синтез наночастиц проводили с использованием модифи-
цированной методики, описанной K. T. Jain и соавт. [7]. Наве-
ски 0,488  г хлорида железа (III) (хлорид железа (III) 6-водный 
98 % (Ч), «Химмед Синтез», Россия) и 0,417 г сульфата железа 
(II) (железо (II) сернокислое 7-водное (ХЧ), «Химмед Синтез», 
Россия) растворяли в 30 и 15 мл дистиллированной воды со-
ответственно (рН ≤0,1, температура 20 °C). Полученные рас-
творы смешивали, нагревали до 60 оС, а затем в поле ульт-
развуковой ванны (35 кГц, ПСБ-2835-05, Россия) в течение 10 
мин вводили 0,315 мл олеиновой кислоты (олеиновая кислота 
(Ч), «Химмед Синтез»), после чего дополнительно озвучивали в 
течение 10 мин. Затем в полученную реакционную массу при 
непрерывной ультразвуковой обработке в течение 5 мин вво-
дили 4,5 мл раствора, содержавшего 1,5 мл аммиачной воды 
(аммиак водный 25 % (ОСЧ), «Химмед Синтез»). 
После введения аммиака система приобретала харак-

терный черный цвет магнетита. Полученную таким образом 
реакционную массу дополнительно озвучивали при той же 
температуре в течение 30 мин. После формирования золя 
наночастиц, стабилизированных олеиновой кислотой, в него 
вводили 3 мл водного раствора, содержавшего 0,225 мл неи-
оногенного ПАВ Tween-80 (полисорбат 80, Sharlau, Испания), 
и дополнительно выдерживали в ультразвуковом поле при той 
же температуре 30 мин. По окончании синтеза полученный 
золь поверхностно модифицированных наночастиц магнетита 
охлаждали до комнатной температуры, подвергали центри-
фугированию при 10 000 об./мин в течение 15 мин (при 20 
°С), а надосадочную жидкость (50 мл) помещали в диализный 
мешок диаметром 46 мм с размерами пор 3,5 кДа (Membrane 
Filtration Products, Inc., США) и выдерживали во внешней дис-
тиллированной воде (100 мл) при периодической ее замене (2 
раза в сутки) в течение 10 сут (при 20 °С). Полученный таким 
образом золь дополнительно подвергали центрифугированию 
при 10 000 об./мин в течение 15 мин (при 20 °С). В дальнейших 
исследованиях в течение 2 мес (рассмотрено подробнее да-
лее) использовали надосадочную жидкость золя наночастиц 
магнетита. 

Определение концентрации железа и рН 
в полученном золе

Концентрацию железа в полученном золе определяли ме-
тодом рентгенофлуоресцентного анализа с использованием 
прибора «Х-арт М» (Россия) [8]. На основе предварительно 
приготовленных растворов сульфата железа (II) с концентра-
циями железа 0,25, 0,5, 1, 2, 5, 7,5 и 10 мг/мл была построена 
калибровочная кривая для оценки концентрации железа в ис-

следуемом золе. Измерение рН проводили при температуре 
20 °С с помощью рН-метра Hanna Checker 1 (Германия).

Измерение размеров, гидродинамического радиуса и 
дзета-потенциала наночастиц

Микрофотографии образцов золя получали на просвечи-
вающем электронном микроскопе LEO 912 AB OMEGA (Carl 
Zeiss, Германия) c рабочим ускоряющим напряжением 100 кВ. 
Образцы готовили путем нанесения 1–2 мкл золя на покрытую 
формваром медную сетку (d = 3,05 мм), которую затем вы-
сушивали на воздухе. Анализ электронных микрофотографий 
проводили с помощью программы NIH Image J. Гистограммы 
распределения частиц по размерам были построены на осно-
ве анализа пяти микрофотографий, каждая из которых содер-
жала не менее 100 индивидуальных наночастиц.
Дзета-потенциалы, кривые распределения частиц по 

размерам регистрировали с помощью анализатора Malvern 
ZETASIZER nano-ZS (Великобритания) по стандартным мето-
дикам с использованием программного обеспечения прибора.

Конъюгация наночастиц магнетита с доксорубицином 

Непосредственно перед конъюгацией проводили гидро-
фобизацию фармацевтического препарата доксорубицина 
гидрохлорида (порошок лиофилизированный для инъекций 
50  мг «Доксорубицин-Тева», Голландия) при незначитель-
ном изменении метода, описанного S. Yolles и соавт. [9]. Для 
этого 20,1  мг доксорубицина гидрохлорида растворяли в 
смеси, содержавшей 0,2 мл метанола (метанол 99 %, Sigma-
Aldrich, США) и 1,4  мл хлороформа (хлороформ (ХЧ), «Хим-
мед Синтез»), после чего в полученный раствор вносили 
5  мкл этилдиизопропиламина (этилдиизопропиламин 98 %, 
Fluka,Голландия). После выпадения осадка полученный рас-
твор отфильтровывали, осадок дважды промывали 1 мл хло-
роформа, а полученные прозрачные органические растворы 
объединяли. Объединенный раствор упаривали на роторном 
испарителе досуха, после чего к полученному сухому остат-
ку добавляли 5,5 мл золя наночастиц магнетита. Конъюгацию 
проводили при непрерывном перемешивании с помощью маг-
нитной мешалки в течение 16 ч при температуре 20 °С. 

Оценка эффективности конъюгации наночастиц магнетита 
с доксорубицином

Эффективность конъюгации доксорубицина с наночасти-
цами магнетита оценивали по интенсивности флуоресценции 
свободного доксорубицина в растворе с использованием 
спектрофлуориметра «Флюорат-02 Панорама» (Россия). Кон-
центрацию доксорубицина измеряли по сигналу флуоресцен-
ции при 587 нм, возбуждаемому излучением с длиной волны 
360  нм, с использованием предварительно построенных ка-
либровочных кривых растворов доксорубицина в диапазоне 
концентраций 10-8–10-4 М. Для получения растворов, содер-
жавших свободный доксорубицин, аликвоту 0,2 мл конъю-
гированного золя наночастиц магнетита подвергали ультра-
центрифугированию с использованием ультрацентрифуги 
Beckman Coulter Airfuge (США) со скоростью 95 000 об./мин 
в течение 30 мин. Для того чтобы убедиться в отсутствии на-
ночастиц в супернатанте, применяли ядерно-магнитно-резо-
нансную релаксометрию (ЯМР-релаксометрию). Было про-
демонстрировано, что значения времени релаксации Т1 и Т2 

супернатанта (3,0 и 2,6 с) соответствовали таковым в дистил-
лированной воде. Полученную надосадочную жидкость раз-
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бавляли в 30  раз дистиллированной водой, после чего для 
нее определяли интенсивность сигнала флуоресценции при 
587  нм. Концентрацию доксорубицина в исследуемой суб-
станции определяли как  (модифицированный метод S. Nigam 
и соавт. [10]). Анализ доли конъюгированного доксорубицина 
проводили на основе зависимости: Doxкон = Doxсв/Doxобщ, где 
Doxкон — доля конъюгированного доксорубицина, Doxсв — 
доля свободного доксорубицина, а Doxобщ — общее количе-
ство доксорубицина, введенное в систему.

Исследование антипролиферативной активности 
конъюгированных наночастиц магнетита

Антипролиферативную активность конъюгата наночастиц 
и доксорубицина по сравнению с несвязанным доксоруби-
цином оценивали на культуре клеток HeLa (рак шейки матки 
человека). Клетки культуры HeLa, полученные из банка клеток 
Всероссийского научного центра молекулярной диагностики 
и лечения (Москва), инкубировали в стандартных условиях 
(37  °С, 5 % СО2) в среде DMEM (GIBKO, США) с 20 % тер-
моинактивированной эмбриональной телячьей сывороткой 
(SIGMA, США) с 2 мМ L-глутамина («Панэко», Россия). Жиз-
неспособность и метаболическую активность опухолевых 
клеток оценивали методом теллурических токов (МТТ) [11], 
основанным на способности дегидрогеназ живых клеток 
восстанавливать неокрашенные формы 3-4,5-диметилтиа-
зол-2-ил-2,5-дифенилтераразола (МТТ-реагента) до голубого 
кристаллического фармазана, который растворим в диметил-
сульфоксиде. Инкубацию клеточных культур с исследуемой 
субстанцией (наночастицы оксида железа, свободный доксо-
рубицин, доксорубицин в составе конъюгата с наночастицами 
оксида железа) проводили в течение 48 ч в питательной среде 
в 96-луночном планшете. После этого в систему добавляли 
МТТ-реагент, с которым проводили инкубацию в течение 1,5 ч. 
Затем жидкую среду удаляли и вводили в лунки диметилсуль-
фоксид. Анализ интенсивности окраски проводили спектро-
фотометрически планшетным сканером Униплан-2000 со све-
тофильтром с длиной волны Ȝ = 530 нм (PICON, Россия). 

Изучение релаксационных свойств полученной 
субстанции

Измерение значений времени релаксации Т1 и Т2 проводи-
ли с помощью ЯМР-релаксометра Minispec mq20 с напряжен-
ностью магнитного поля 0,47 Тл (Bruker Optik GmbH, Германия) 
в дистиллированной воде. Релаксивность r1 и r2 (парамагнит-
ную эффективность) определяли согласно соотношению:

1/T1,2 = 1/T1,2d + r1,2 × [Fe],

где 1/T1,2 — обратное значение времени продольной (1) и 
поперечной (2) релаксации протонов в измеряемой субстан-
ции, 1/T1,2d — обратное значение времени продольной (1) и 
поперечной (2) релаксации протонов в дистиллированной 
воде, r1,2 — продольная (1) и поперечная (2) релаксивность из-
учаемой субстанции (мМ-1×с-1), [Fe] — молярная концентрация 
железа (мМ).

Исследование кинетики высвобождения доксорубицина 
из конъюгата

Оценку кинетики высвобождения доксорубицина из конъ-
югата проводили с помощью двухкамерной системы, разде-
ленной диализной мембраной, с размером пор, соответствую-

щим 3,5 кДа. Во внутреннюю камеру объемом 3 мл помещали 
исследуемый образец, а во внешнюю объемом 100 мл — на-
трий-фосфатный буфер (Amresco, США) при рН = 7,4 и тем-
пературе 20  °С. Для изучения влияния триггерного стимула 
(ультразвукового излучения) исследуемую систему подвергали 
ультразвуковому воздействию продолжительностью 15 мин с 
интервалом 2 ч 5 раз в день в течение первых 5 сут с помощью 
ультразвукового гомогенизатора (Cole Parmer (Sonics Material, 
США) 130 Вт, частота импульса 20 кГц). Титановый зонд раз-
мещали во внешней камере таким образом, чтобы обеспечить 
максимальную интенсивность акустической волны не более 
3  Вт/см2 (интенсивность подаваемой акустической волны 
рассчитывали, исходя из регулируемой мощности установки 
и площади рабочей поверхности). Через 1, 2, 6 и 10  сут из 
внешней камеры отбирали 3 мл образца, определяли в нем 
концентрацию свободного доксорубицина по методике, опи-
санной ранее, после чего образец возвращали во внешнюю 
камеру. На основе полученных таким способом данных строи-
ли кривую концентрации доксорубицина во внешней камере.

Статистический анализ

Статистический анализ полученных данных проводили с 
помощью программного пакета SPSS STATISTICA. Для зна-
чений размеров наночастиц, определенных методом элек-
тронной микроскопии, а также доли высвобожденного док-
сорубицина определены средние и средние квадратичные 
отклонения, для значений дзета-потенциала, рН определены 
средние квадратичные отклонения. Размерная характеристи-
ка частиц, определенная методом динамического светорассе-
яния, охарактеризована средним взвешенным. Для вычисле-
ния значений релаксивности применен регрессионный анализ, 
а именно метод наименьших квадратов с вычислением коэф-
фициента аргумента линейной функции типа y = kx + b. Для 
коэффициента аргумента определен доверительный интервал 
при уровне значимости 0,95. Сравнение выборочных коэффи-
циентов аргумента для двух субстанций проводили по оцен-
ке пересечения доверительных интервалов. Достоверность 
отличия образцов в МТТ-анализе от контрольных образцов 
и друг от друга оценивали с помощью t-критерия Стьюден-
та (исходя из предположения о нормальном распределении 
изучаемой переменной). Сначала оценивали достоверность 
отличия оптической плотности в экспериментальных лунках 
от контрольных лунок, затем рассчитывали долю выживших 
клеток в каждой ячейке планшета путем деления значений оп-
тической плотности на среднее арифметическое значение оп-
тической плотности контрольных образцов. Все полученные 
количественные результаты представлены в виде: X = M±m, 
где Х — изучаемый показатель, М — его среднее значение в 
исследуемой статистической выборке, m — стандартное от-
клонение. Тем же способом рассчитывали 95 % доверитель-
ный интервал для МТТ-теста.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Обработка стабилизированного олеиновой кислотой золя 
наночастиц магнетита неионогенным ПАВ (Tween-80, поли-
сорбат 80) приводила к существенному понижению дзета-по-
тенциала поверхности наночастиц. Если в золях, стабилизи-
рованных олеиновой кислотой, он составляет 32–38  мВ, то 
для этих же частиц, обработанных раствором Tween-80, сни-
жается до –3–8 мВ. В целях изучения старения системы проа-
нализированы данные для золей, полученных 2 сутками (далее 
— новый золь) и 2  месяцами ранее (далее — старый золь):
–8,42 ± 1,2 мВ и –3,26 ± 0,45 мВ соответственно.
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Рис. 1. Электронные микрофотографии наночастиц магнетита (А) и их ассоци-
атов (Б), гистограмма распределения наночастиц магнетита по размерам (В). 
Аттестация проведена через 2 сут после синтеза.

100 нм 20 нм

Определение размеров синтезированных наночастиц ок-
сида железа с доксорубицином с использованием просвечи-
вающей электронной микроскопии показало, что в образце 
содержатся ассоциаты размером 25–30 нм, сформированные 
индивидуальными частицами размером менее 10 нм (рис. 1). 
Размерные характеристики наночастиц магнетита остаются 
практически неизменными в течение 2 мес (при температуре 
20 °С в месте, недоступном для воздействия прямого солнеч-
ного света), в то время как размер ассоциатов за этот период 
увеличивается до 40–50 нм. Данные динамического лазерно-
го светорассеяния дают аналогичный тренд (рис. 2). Методом 
рентгенофлуоресцентного анализа на основе калибровочных 
зависимостей, полученных с известной концентрацией иско-
мого элемента, проведена оценка содержания железа в син-
тезированных золях. Она составила 0,54 ± 0,03 мг/мл. Эти 
данные необходимы не только для общего аттестационного 
профиля продукта синтеза, но и для оценки релаксационных 
свойств субстанции.
Полученные концентрационные кривые значений времен 

спин-решетчатой (Т1) и спин-спиновой (Т2) релаксации (рис. 3) 
показали, что значения релаксивности золя биосовместимых 
наночастиц магнетита составили r1 = 10,57 ± 2,0, r2 = 93,83 ± 
2,6 мМ-1×с-1, r1/r2 = 0,11. Эти же параметры для конъюгата на-
ночастиц с доксорубицином составили r1 = 9,4 ± 0,1, r2 = 119,9 
± 1,2 мМ-1×с-1, а r1/r2 = 0,08. рН полученного золя составил 6,5 
± 0,2. Не отмечено значимых изменений параметров релакса-
ции синтезированных наночастиц через 2 мес. 
Выявлено статистически значимое (доверительные интер-

валы коэффициентов аргумента не пересекаются при уровне 
значимости 0,95) усиление эффективности ускорения про-
цессов Т2-релаксации после конъюгации наночастиц с док-
сорубицином, что может объясняться изменением размеров 
агрегатов наночастиц в результате функционализации по-
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Изменение дзета-потенциала поверхности наночастиц может 
свидетельствовать об эффективном повышении инертности 
(биосовместимости) наночастиц магнетита поверхностно-ак-
тивным веществом.
Проведенный анализ стабильности золя имеет особое 

значение. Любой коллоидный раствор по определению дол-
жен рассматриваться как относительно нестабильная систе-
ма, стремящаяся достичь более стабильного состояния с точ-
ки зрения присущей ей термодинамической энергии. В этой 
связи при рассмотрении золей как субстанции для дальней-
шего биомедицинского применения следует уделить особое 
внимание их стабильности. Мониторинг публикаций показал, 
что, к сожалению, научные группы редко приводят детальные 
данные об анализе стабильности наночастиц оксида железа, 
синтезированных de novo в биомедицинских целях. Посколь-
ку было обнаружено изменение свойств золя со временем с 
точки зрения размера наночастиц, необходимы дальнейшие 
исследования для оценки стабильности коллоидной системы 
как одной из важнейших характеристик субстанций, которые 
планируется использовать в перспективе для введения в че-
ловеческий организм.
Наночастицы оксида железа обладают более выражен-

ным воздействием на спин-спиновое время релаксации, что 
определяет их как преимущественно Т2-контрастные веще-
ства. Механизм влияния на поперечную релаксацию опре-
деляется способностью наночастиц оксида железа созда-
вать локальную магнитную неоднородность вблизи протонов 
воды, упрощая тем самым расфазировку магнитных спинов 
протонов. Отношение релаксивности r1/r2 у полученной суб-
станции (0,1) меньше, чем у Resovist и VSOP-C184 (r1/r2 0,14 
и 0,42 соответственно) [12], что может рассматриваться как 
преимущество магнитных свойств синтезированного золя при 
его использовании для получения искусственно контрастиро-
ванных Т2-взвешенных изображений. Объяснить такое разли-
чие можно тем, что для получения Resovist и VSOP-C184 авто-
ры использовали соответственно декстран и цитрат, которые 
отличаются более высокой гидрофильностью, чем система 
олеиновой килоты и полисорбата 80, и, возможно, обеспе-
чивают более высокую вероятность контакта молекул воды 
с поверхностью наночастиц оксида железа. Это облегчает 
спин-решетчатые энергетические процессы, что в свою оче-
редь определяет более высокое значение Т1, отражающееся 
на отношении r1/r2. 
Вместе с тем важно отметить, что размер кристалличе-

ского ядра наночастицы может вносить вклад в различия зна-
чений Т2, в то время как немагнитная оболочка не влияет на 
процесс релаксации Т2 [13]. Это также может оказывать воз-
действие на изменение отношения r1/r2.
В процессе синтеза наночастиц формируется структура 

«ядро–оболочка». Гидрофобные углеводородные радикалы 
олеиновой кислоты составляют внутренний, а гидрофиль-
ные полиоксиэтиленовые группы — внешний слой оболочки 
наночастиц магнетита (ядра). Предполагается, что гидрофо-
бизированный (свободный от хлорид-иона) доксорубицин 

верхности наночастиц. 
Метод флуоресцентного анализа использован для количе-

ственного определения доксорубицина в растворе. Исходная 
концентрация доксорубицина в водной среде, содержащей 
наночастицы магнетита, равна 9,4×10-4 мМ. Аналогичный па-
раметр в супернатанте, полученном после ультрацентрифуги-
рования наночастиц магнетита, — 9,5×10-5 мМ. Это дает осно-
вание заключить, что доля конъюгированного доксорубицина 
находится на уровне 90 %.
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загрязнителей мы использовали метод диализа. Низкомоле-
кулярные компоненты реакционной массы свободно проходят 
сквозь поры мембраны размером 3,5 кДа. В случае возникно-
вения градиента концентраций компонента по разные сторо-
ны мембраны самопроизвольно происходит их выравнивание. 
Многократной заменой внешней жидкости на чистый раство-
ритель (дистиллированную воду) можно добиться снижения 
концентрации неорганических соединений до фоновых зна-
чений.
При исследовании антипролиферативной активности док-

сорубицина (Dox), наночастиц магнетита (Fe3O4) и конъюгата 
наночастиц магнетита с доксорубицином (Fe3O4-Dox) в отно-
шении клеток HeLa было показано, что конъюгаты наночастиц 
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Рис. 3. (A)  Концентрационные зависимости времени релаксации Т1 и Т2; (Б) концентрационные зависимости обратных значений спин-решетчатой (r1 = 1/T1) и 
спин-спиновой (r2 = 1/T2) релаксации золя наночастиц магнетита и (В) конъюгата наночастиц магнетита с доксорубицином.

абсорбируется во внутреннем слое благодаря гидрофобным 
взаимодействиям углеводородных цепей олеиновой кислоты 
и тетраценовой ароматической структуры молекул доксору-
бицина (рис. 4).
Немаловажным свойством синтезированных золей нано-

частиц является их биосовместимость. Одно из необходимых 
условий ее достижения — удаление из реакционной массы 
неорганических катионов (NH4

+) и анионов (Cl-, SO4
2-). В лите-

ратуре описаны три основных подхода к очистке: магнитная 
декантация [7], осаждение избытком этанола с последующим 
центрифугированием [14], а также гель-фильтрационная хро-
матография [15]. Первый метод требует многократного повто-
рения, что ведет к существенным потерям, второй вызывает 
разрушение коллоидной системы, а третий приводит к не-
обратимому изменению химического состава поверхностного 
слоя. В этой связи для очистки золя от низкомолекулярных 
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Рис. 2. Данные динамического лазерного светорассеяния золя магнетита через 2 сут и 2 мес после синтеза. (А) Результаты, полученные по интенсивности светорас-
сеяния, (Б) результаты, полученные по числу объектов.

с доксорубицином обладают более выраженным цитостатиче-
ским эффектом (р <0,05), чем доксорубицин и наночастицы 
магнетита по отдельности. В таблице приведены значения 
полумаксимальных ингибирующих концентраций для свобод-
ных наночастиц Fe3O4, наночастиц, конъюгированных с Dox, 
и их неконъюгированной смеси в сравнении со свободным 
доксорубицином. Важно, что цитотоксичность увеличивалась 
в ряду Fe3O4, Dox, Fe3O4 + Dox, Fe3O4–Dox, причем свободные 
наночастицы характеризуются сравнительно низкой цитоток-
сичностью и лишь в составе конъюгата статистически досто-
верно превышают цитотоксичность свободного доксорубици-
на и смеси наночастиц с доксорубицином.
Механизм обнаруженного феномена может быть отчасти 

связан с фармакологическим синергизмом цитостатических 
эффектов наночастиц и доксорубицина в составе конъюга-
та. Известно, что цитотоксическое действие доксорубицина 

Состав образца IC50, M 95 % доверительный интервал IC50, M

Fe3O4–Dox (7,4 ± 0,09)×10-8* 5,5×10-8; 9,9×10-8

Fe3O4 + Dox (3,7 ± 0,08)×10-7* 3,2×10-7; 4,7×10-7

Fe3O4 (1,0 ± 0,09)×10-6* 0,1×10-6; 1,8×10-6

Dox (2,7 ± 0,08)×10-7 2,4×10-7; 3,0×10-7

Значения полумаксимальных ингибирующих концентраций (IC50) для образцов 
Fe3O4, Dox, Fe3O4-Dox и смеси Fe3O4 и Dox, полученные на культуре клеток HeLa

Примечание: * — статистически достоверное отличие выявлено при сравнении 
IC50 образца со значением IC50 Dox (р <0,05). Значения IC50 сравнивали на осно-
ве концентраций доксорубицина, кроме образца свободных наночастиц оксида 
железа (Fe3O4), для которого оценивали концентрацию железа.
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ВЫВОДЫ

Полученная субстанция наночастиц оксида железа с доксо-
рубицином может выполнять диагностическую (в сочетании 
с МРТ) и терапевтическую функции, что обеспечит дополни-
тельные преимущества в условиях клинического применения, 
в частности позволит выявлять опухолевые очаги, проводить 
мониторинг биораспределения доксорубицина в режиме ре-
ального времени и оценивать ответ на химиотерапию.

Полисорбат 80 Полисорбат 80

Доксорубицин

Рис.  5. Кинетика высвобождения доксорубицина из связи с наночастицами 
оксида железа в натрий-фосфатном буфере, рН  =  7,4 (37  °С), без воздей-
ствия ультразвука и при дополнительном воздействии ультразвуком. Исход-
ные концентрации железа и доксорубицина во внутренней камере системы: 
[Fe] = 9,7 мМ, [Dox] = 0,94 мМ.

Рис. 4. (А) Строение наночастиц оксида железа, модифицированных олеиновой кислотой и стабилизированных полисорбатом 80, (Б) и тех же частиц, конъюгиро-
ванных с молекулами доксорубицина (схема).

может усиливаться в составе комплекса с наночастицами 
оксида металла [16]. Вместе с тем весьма интересным объ-
яснением наблюдаемого различия выживаемости клеточной 
культуры может быть облегчение интернализации доксоруби-
цина в составе наночастиц оксида железа внутрь клетки и/
или клеточных компартментов (например, внутрь клеточного 
ядра) без взаимодействия с системой выброса ксенобиотика. 
В пользу такого объяснения свидетельствует то, что конъюгат 
обладал значимо более высокой токсичностью по сравнению 
со смесью при схожих концентрациях наночастиц и доксо-
рубицина. N. Schleich и соавт. [17] показали времязависимое 
накопление в клетках доксорубицина в составе конъюгата с 
наночастицами оксида железа. Наконец, возможно прямое 
ингибирование наночастицами системы выброса доксоруби-
цина из клетки [18]. Эти гипотезы, выдвинутые на основе обна-
руженного феномена и представленных в литературе данных, 
безусловно, требуют тщательной проверки.
С помощью диализа была изучена кинетика высвобо-

ждения доксорубицина из поверхностного слоя наночастиц. 
Кинетические исследования показали, что при рН = 7,4 уста-
новление равновесия между свободной и конъюгированной 
формами доксорубицина происходит в течение суток. Свя-
зывание доксорубицина в поверхностном слое наночастиц 
магнетита довольно прочное. Так, в течение 2–10 сут лишь 
5 % конъюгированного доксорубицина оказывается во внеш-
ней жидкой среде и со временем, после 2 сут, не изменяется 
(рис. 5). Полученные данные позволяют говорить о принципи-
альной возможности отсроченного плавного высвобождения 
активной субстанции в ткани-мишени, что важно для повыше-
ния эффективности противоопухолевой терапии. 
Дальнейшие исследования контролируемого высвобожде-

ния доксорубицина показали, что применение триггерного 
стимула (ультразвука) значительно повышало эффективность 
высвобождения молекул солюбилизированного вещества. 
Впервые ультразвуковое воздействие для повышения про-
никновения лекарственного вещества в ткань-мишень при-
менили в 1950-х годах К. Феллингер (K. Fellinger) и Дж. Шмид 
(J. Schmid), которые таким образом улучшили биодоступность 
лечебной мази гидрокортизона по отношению к воспален-
ной ткани при лечении полиартрита [19]. Повышение высво-
бождения доксорубицина под действием ультразвука можно 
объяснить несколькими факторами. Во-первых, часть рас-
пространяемой посредством ультразвуковой волны энергии 
поглощается объектом воздействия, что приводит к его ло-
кальному нагреву, а это в свою очередь способствует десор-
бции. Во-вторых, ультразвуковое излучение может приводить 
к кавитации, которая существенным образом ускоряет диф-
фузию [20]. 

Представляет интерес продолжение экспериментов, ка-
сающихся применения ультразвука в адекватных режимах в 
условиях in vivo. Это позволит оценить наличие и выражен-
ность эффекта «сонопорации» — временного улучшения 
проникновения полученных наноносителей в ткань- и клет-
ку-мишень [20]. Требуется проведение дальнейшего поиска 
условий наилучшего высвобождения, включая изменение рН 
и применение других внешних триггерных импульсов. 
Обнаруженный феномен позволяет говорить о возможно-

сти контролируемого высвобождения связанного гидрофоб-
ными связями доксорубицина при использовании ультразвука 
в качестве внешнего триггерного стимула. Преимуществами 
такого стимула являются неинвазивность ультразвукового из-
лучения, а также потенциал локального воздействия с моди-
фикацией фармакокинетического профиля лекарственного 
вещества.
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