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С целью сохранения и повышения биологической эффективности комплекса биологически актив-
ных веществ (БАВ), выделенных из мускуса кабарги, изучены технологические аспекты получе-
ния субстанции стабилизированных в липидах устойчивых наночастиц, содержащих комплекс 
БАВ, и выполнена оценка ее стабильности. Установлено, что оптимальным способом получения 
является гомогенизация под высоким давлением. Разработаны режимы приготовления липосомаль-
ной формы БАВ с заранее заданными параметрами дисперсности — средним диаметром частиц 
250±100 нм, индексом полидисперсности 0,3±0,1 и дзета-потенциалом от –5 до –35 мВ. Установле-
но, что гомогенизатор высокого давления «Донор-5» позволяет получать липосомальные дисперсии 
со стандартными параметрами и степенью включения БАВ мускуса до 60%, а также обеспечивает 
минимальное окисление и гидролиз фосфолипидов (индекс окисленности 0,3). Исследования пока-
зали, что использование отечественного фосфатидилхолина является экономически оправданным и 
позволяет получать липосомальные формы надлежащего качества. Показатели качества полученной 
липосомальной субстанции охарактеризованы соответствующими методами анализа (динамическое 
светорассеяние, электронная микроскопия, гель-размерная хроматография, хромато-масс-спектро-
метрия и др.). На основании полученных результатов разработан проект спецификации на липо-
сомальную субстанцию (порошок), содержащую комплекс БАВ, выделенных из мускуса кабарги. 
Разработанную технологию получения липосомальной формы БАВ из мускуса кабарги можно мас-
штабировать в соответствии с требованиями GMP.
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In order to preserve and increase the biological effectiveness of biologically active substances isolated from 
deer musk, we studied technological aspects of obtaining a substance of lipid-stabilized stable nanoparticles 
from deer musk. The stability of the obtained substance was evaluated. It was found that homogenization 
under high pressure is an optimal approach to obtaining biologically active substances from deer musk. The 
modes of preparation of a liposomal form of biologically active substances with predetermined dispersion 
parameters (average particle diameter 250 ± 100 nm, polydispersity index 0.3 ± 0.1, and zeta potential 
from -5 to -35 mV) were determined. It was found that the high-pressure homogenizer “Donor-5” makes it 
possible to obtain liposomal dispersions with standard parameters and the degree of inclusion of musk bi-
ologically active substances up to 60%, at the same time as providing minimal oxidation and hydrolysis of 
phospholipids (oxidation index 0.3). Our studies showed that the use of a domestic phosphatidylcholine is 
economically justifi ed and allows obtaining liposomal forms of proper quality. The quality indicators of the 
obtained liposomal substance were characterised by conventional analytical methods (dynamic light scat-
tering, electron microscopy, gel chromatography, chromatography-mass spectrometry, etc.). On the basis 
of the results obtained, a draft specifi cation was developed for a liposomal substance (powder) containing 
a complex of biologically active substances isolated from deer musk. The developed technology for ob-
taining a liposomal form of biologically active substances from deer musk can be scaled up in accordance 
with GMP requirements.
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Введение
Из пяти основных областей применения 

нанотехнологий в медицине и фармации 
в последние годы особенно интенсивно 
развиваются наноконтейнерные техноло-

гии доставки лекарств. Основной целью 
этих технологий является максимальное 
использование «фармацевтических факто-
ров» для обеспечения высокого качества 
приготовляемых лекарственных средств, 



МЕТОДЫ И ТЕХНОЛОГИИ БИОМЕДИЦИНСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ | 
METHODS AND TECHNOLOGIES OF BIOMEDICAL RESEARCH

20 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 4 | 18–37 

что совпадает со стратегической задачей 
биофармации [11], которая заключается 
в максимальном повышении эффектив-
ности лекарственных средств и снижении 
до минимума возможного нежелательного 
их действия на организм.
Наибольшую популярность среди нано-

контейнерных технологий завоевали тех-
нологии с применением липосом [1, 5, 17]. 
Благодаря своим физико-химическим свой-
ствам, мембранотропности и биосовмести-
мости липосомы в наибольшей степени со-
ответствуют всем качествам, необходимым 
для эффективной доставки функциональ-
ных молекул к месту их действия. Поэтому 
из простой модели, имитирующей клеточ-
ные мембраны, липосомы превратились 
в объект активных научных исследований 
и практического применения.
На сегодняшний день известно более 

100 липосомальных препаратов, как ком-
мерчески доступных, так и проходящих 
различные стадии клинических исследова-
ний. Об особом интересе к разработке ле-
карств в липосомальной форме свидетель-
ствуют данные реферативного сборника 
«Изобретения стран мира», где опублико-
вано более тысячи патентных документов, 
являющихся результатом изучения этого 
вопроса.
Создание липосомальных форм имеет 

большое практическое значение для разра-
ботки новых органопрепаратов в качестве 
систем эффективной доставки различных 
биологически активных веществ (БАВ), 
полученных из природного сырья, в т. ч. 
из мускуса кабарги [18].
Липосомы, что в переводе с греческо-

го означает «жировое тело», — это искус-
ственно создаваемые липидные вези-
кулы (пузырьки), состоящие из одного 
или нескольких фосфолипидных бислоёв 
толщиной 4–20 нм, разделённых водной 
фазой. Впервые они были описаны в 1965 г. 
британским учёным А. Бэнгхемом и его 
коллегами.

Для практического применения липо-
сом исключительно важно понимание 
их взаимодействия с мембраной клетки. 
Установлено, что липосома может увели-
чивать проницаемость мембраны, вызывая 
образование дополнительных каналов, про-
ходящих через неё; может прикрепляться 
(адсорбироваться) к мембране; может по-
глощаться клеткой, и в этом случае веще-
ство, принесённое ею, попадает непосред-
ственно внутрь этой клетки; мембраны 
липосомы и клетки могут сливаться друг 
с другом; клеточная мембрана и липосома 
могут обмениваться липидами [15, 16]. Т. о., 
благодаря применению липосом появился 
новый способ направленного воздействия 
на клетку, который называют «мембранной 
инженерией» [19].
В настоящее время установлены основ-

ные критические точки и их параметры 
для процесса производства липосомальных 
препаратов (рис. 1), подлежащие тщатель-
ному контролю [4]. При разработке дан-
ных технологий необходимо учитывать 
многочисленные случаи, когда эффектив-
ные и безопасные липосомальные препа-
раты, полученные в лабораторных усло-
виях, не всегда удавалось воспроизвести 
в условиях промышленного производства. 
Это связано со множеством различных 
факторов: неоднородностью липидных 
компонентов, экспозицией биохимически 
важных функциональных групп на наруж-
ной поверхности липосом, фиксированной 
толщиной водного слоя, числом липидных 
бислоёв и так далее, а также во многом за-
висит от используемого технологического 
оборудования и масштаба производства.
В настоящее время существует около 

20-ти основных способов получения ли-
посом [12, 20]. Для практического приме-
нения необходимо, чтобы разрабатываемые 
технологии позволяли сочетать стандарт-
ность состава и стабильность получаемых 
липосом, минимальное окисление и гидро-
лиз фосфолипидов, сохранность вводимого 
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лекарственного препарата с высокой про-
изводительностью и простотой способа 
их получения. Существенное значение 
имеет наличие стандартного промышлен-
ного оборудования и получение препарата 
в асептических условиях в закрытом ре-
жиме, а также возможность регулирования 
и контроля основных параметров в ходе 
технологического процесса валидации.
Поскольку мускус кабарги представ-

ляет собой сложнейший комплекс, со-
стоящий не только из белков, пептидов, 
простых и сложных липидов, стероидов, 
восков, ароматических соединений, слож-
ных эфиров холестерина, но и включа-
ет в себя целые клетки, кусочки тканей, 
шерстинки, песчинки и др. посторонние 
примеси, многие способы липосомиро-
вания для этого биологического объекта 
не применимы. Поэтому для получения 
липосом, содержащих БАВ из мускуса, 
из существующих на сегодняшний день 
технологий был выбран, как наиболее 
перспективный, способ гомогенизации 
под высоким давлением.
Выбор этого метода для получения ли-

посом определяется его высоким гомоге-
низирующим эффектом, возможностью 
максимально сохранить биологическую 
активность липосомируемых компонентов, 
скоростью и производительностью процес-
са липосомирования, а также возможно-

стью масштабирования технологии в даль-
нейшем.
Необходимость создания отечественных 

устройств для приготовления специализи-
рованных гомогенных высокодисперсных 
эмульсий и липосомальных дисперсий 
медико-биологического назначения была 
обусловлена возрастающей потребностью 
в них в медицине, фармакологии и биотех-
нологии в последние десятилетия прошло-
го века. Одним из основных разработчиков 
данного оборудования был талантливый 
изобретатель Капцов В.В. (Институт био-
химии клетки РАН, г. Пущино). С помо-
щью созданного им гомогенизатора высо-
кого давления (ГВД) «Донор» [7, 21] в этом 
институте впервые в мире был разработан 
искусственный кровезаменитель с газо-
транспортной функцией «Перфторан».
Дисперсность, или размер липосом в зна-

чительной степени влияет на скорость 
элиминации и характер распределения ле-
карственных веществ в организме, их кон-
центрацию в биологических жидкостях 
и тканях. Эти показатели являются важным 
параметром, который определяет механизм 
интернализации клеток [14]. Показано, 
что частицы диаметром менее 200 нм вво-
дятся в клетки с помощью клатрин-опосре-
дованного эндоцитоза, а частицы размером 
200–500 нм поступают через кавеоло-опос-
редованный эндоцитоз [24]. Установлено, 
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1. Субстанция липидов 2. Получение липосом 3. Стерилизующая филь-
трация 4. Лиофилизация
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и хранения;
- стабильность;
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Рис. 1. Основные критические стадии процесса производства липосомальных препаратов и их параметры.
Fig. 1. Main stages in the production of liposomal preparations and their parameters.

С.Л. Люблинский, И.Н. Люблинская, Е.М. Колоскова, А.М. Азизов, В.Н. Каркищенко, М.С. Нестеров, 
А.В. Капцов, Р.А. Агельдинов, В.Н. Герасимов, Д.В. Гриненко

«Технологические аспекты получения субстанции стабилизированных в липидах устойчивых 
наночастиц, содержащих комплекс биологически активных веществ, выделенных из мускуса кабарги»



МЕТОДЫ И ТЕХНОЛОГИИ БИОМЕДИЦИНСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ | 
METHODS AND TECHNOLOGIES OF BIOMEDICAL RESEARCH

22 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 4 | 18–37 

что частицы диаметром более 200 нм могут 
активировать систему комплемента в ор-
ганизме человека и удаляться из кровото-
ка купферовскими клетками. Кроме того, 
во время фильтрации в селезёнке захваты-
ваются частицы, размер которых превыша-
ет 200–250 нм, а во время печёночной филь-
трации задерживаются частицы диаметром 
более 150 нм.
Таким образом, липосомы меньшего диа-

метра имеют преимущество перед липосома-
ми больших размеров, поскольку они могут 
избегать фагоцитоза клетками ретикулоэн-
дотелиальной системы и способны легко 
проникать в межклеточное пространство. 
Однако необходимо учитывать, что частицы 
размером менее 100 нм имеют высокую тен-
денцию к образованию кластеров и агрега-
тов, которые в дальнейшем могут приводить 
к эмболизации и вызывать инсульты, инфар-
кты миокарда и др. осложнения.
Субстанцию липосом, содержащую БАВ 

из мускуса кабарги, планируется применять 
для производства пероральных препаратов 
трансмукозального введения. Известно, 
что в этом случае БАВ попадают непосред-
ственно в большой круг кровообращения 
в обход желудочно-кишечного тракта и ми-
нуя метаболизм первого прохода в печени. 
Их абсорбция осуществляется посредст-
вом пассивной диффузии через мембраны 
и по скорости в единицу времени превы-
шает пероральный приём в 3–10 раз, усту-
пая только подкожным инъекциям. Это 
позволяет использовать меньшее количе-
ство действующего вещества при одной 
и той же биодоступности или увеличивать 
эффективную действующую концентра-
цию. В связи с этим в ходе работы плани-
ровалось добиться оптимального размера 
основной фракции липосом в эксперимен-
тальных образцах субстанции в диапазоне 
250±100 нм.

Целью настоящей работы являлась раз-
работка технологии получения стабилизи-

рованных в липидах устойчивых наноча-
стиц, содержащих комплекс биологически 
активных веществ, выделенных из мускуса 
кабарги, с помощью гомогенизации при вы-
соком давлении.

Материалы и методы
Для получения липосом в ходе экспери-

мента в качестве сырья были использова-
ны 70% фосфатидилхолин (производство 
«АЛМ», Россия) и 80% фосфатидилхолин 
(производство «Липоид», Германия), а так-
же концентрат БАВ из мускуса кабарги (ТУ 
01.49.24-001-58709973-2017).
Получение липосом осуществляли с по-

мощью отечественного гомогенизатора 
высокого давления в последней модифи-
кации «Донор-5» (рис. 2). Перед началом 
гомогенизации диспергируемые компо-
ненты приготавливаемого продукта после 
предварительного перемешивания в меха-
ническом смесителе заливаются в расход-
ную ёмкость. Из неё они поступают в экс-
трузионную камеру (гомогенизирующее 
устройство), в которой они продавливаются 
через микрощель из области высокого дав-
ления (от 40 до 1000 МПа) в область нор-
мального атмосферного давления.
Процессы диспергирования, гомогени-

зации или дезинтеграции осуществляются 
за счет резкого падения давления и дейст-
вия гидродинамических сил турбулентного 
потока, возникающих в области микроще-
ли. Капли или частицы, испытывая усилия 
растягивания и среза, дробятся на части. 
Величина давления характеризует степень 
этих усилий и служит основным техноло-
гическим показателем трудоемкости про-
цесса. Процесс повторяется несколько раз 
до достижения необходимого качества про-
дукта, в т. ч. величины липосом.
По своим технологическим параметрам 

гомогенизатор «Донор-5» превосходит все 
серийно выпускаемые отечественные и за-
рубежные аналоги. К его основным преи-
муществам относятся:
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- высокая степень разрушения клеток 
и тканей;

- высокая дисперсность конечных про-
дуктов и широкий диапазон величины ча-
стиц (от 10 нм до 10 мкм);

- высокая производительность (до 25–
30 л/ч), возможность приготовления малых 
порций продукта (100–200 мл), а также 
независимого приготовления двух продук-
тов одновременно;

- отсутствие окисляющего действия 
на компоненты продуктов;

- быстросъемность и автоклавируемость 
гомогенизирующих узлов (головок), обес-
печение стерильного получения конечных 
продуктов;

- отсутствие загрязнения продукта меха-
нического примесями;

- широкий диапазон регулирования дав-
ления, температуры и производительности;

- визуализация основных параметров 
технологического процесса и возможность 
его валидации;

- соответствие нормам GMP;
- небольшие габариты и масса.
Изучение подлинности (наличия липо-

сом) проводили в ФБУН «Государственный 
научный центр прикладной микробиологии 
и биотехнологии» (г. Оболенск) методом 
негативного контрастирования в трансмис-
сионном электронном микроскопе Tecnai 
G2 Spirit bioTWIN (фирма «FEI», США) 
при ускоряющем напряжении 120 кВт 
и увеличениях от 5000 до 80 000 крат. 
Электронно-микроскопические изобра-
жения полей каждого образца, усеянных 

Рис.  2. Внешний вид гомогенизатора высокого давления «Донор-5».
Fig. 2. External view of the high-pressure homogenizer “Donor-5”.
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липосомами, фотографировали с разных 
участков (25–30 участков) экрана микро-
скопа с помощью программы FEI Digital 
Micrograph, выбирая при этом всегда слу-
чайные поля. Полученные изображения ли-
посом были проанализированы и обработа-
ны с помощью программного обеспечения 
Tecnai Imaging & Analysis (фирма «FEI», 
США).
Для определения размера липосом, ин-

декса полидисперсности и дзета-потенци-
ала использовался метод динамического 
рассеяния света (ДРС) с помощью лазерно-
го корреляционного спектрометра Photocor 
Compact-Z с применением программного 
обеспечение Photocor Software [26].
Индекс окисленности липидов в составе 

липосом определялся фотометрическим 
методом при 232 нм [2]. Определение об-
щего белка проводили по методу Бредфорда 
без предварительного осаждения белка в со-
ответствии с ГФ РФ, ЩФС. 1.2.3.0012.15 
«Определение белка».
Количественное определение БАВ 

из мус куса кабарги и процент их включе-
ния в липосомы проводилось методами, 
разработанными ФМБА России [8].
Молекулярно-массовое распределение 

липосомальной дисперсии оценивали мето-
дом гель-размерной хроматографии (ГРХ) 
высокого разрешения на жидкостном изо-
кратическом хроматографе среднего дав-
ления NGC Discovery («Bio-Rad», США). 
Степень включения БАВ из мускуса кабар-
ги в липосомы определяли методом хро-
мато-масс-спектрометрии высокого разре-
шения ВЭЖХ–МС ВР 1290 QTOF 6545 XT 
(«Agilent Technologies», США) для фрак-
ций, собранных после гель-размерной хро-
матографии. Маркерными компонентами 
включения выбраны стероидная фракция, 
холестерин и общий белок.

Результаты и их обсуждение
При разработке технологии получения 

липосом, содержащих БАВ из мускуса 

кабарги, учитывались доступные отече-
ственные и зарубежные информационные 
материалы, собственный практический 
опыт, а также технологические принципы 
получения липосомальных лекарственных 
препаратов в условиях GMP [13].
В ходе эксперимента предварительно 

подготовленные 10% водные р-ры фосфо-
липидов и БАВ из мускуса кабарги в со-
отношении 5:1 подвергали гомогенизации. 
Получение липосом на гомогенизаторе 
высокого давления производили в течение 
9-ти циклов по 3–5 мин каждый при темпе-
ратуре 33±3 °C, с постепенным повышени-
ем давления от 20 до 90 МПа. В процессе 
гомогенизации постоянно контролировался 
гидродинамический диаметр образующих-
ся липосом. Его определение проводилось 
с помощью анализатора размера частиц 
«Photocor Mini» методом лазерной дифрак-
ции света (638 нм).
Указанный параметр определяли после 

проведения каждого цикла, следя за тем, 
чтобы диаметр липосом уменьшался с ка-
ждым циклом. Это позволяет оперативно 
выявить нарушения регламентируемых 
параметров процесса: температуры, зна-
чения рН, ионной силы, давления и др. 
При достижении частицами среднего 
размера 250±100 нм гомогенизацию за-
вершали. В липосомальную дисперсию 
добавляли криопротектор и высушивали 
с помощью лиофилизации.
Для лучшего понимания процесса полу-

чения липосом следует отметить, что дис-
персными системами являются гетероген-
ные системы из двух или большего числа 
фаз с сильно развитой поверхностью разде-
ла между ними. Обычно одна из фаз обра-
зует непрерывную дисперсионную среду 
(в нашем случае это водно-солевой буфер-
ный р-р), в объёме которой распределена 
дисперсная фаза (или несколько дисперс-
ных фаз) в виде мелких кристаллов, твёр-
дых аморфных частиц, капель или пузырь-
ков (в т. ч. липосом).
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В грубодисперсных системах частицы име-
ют размеры от 1 мкм и выше (удельная по-
верхность — не более 1 м 2/г), а в тонко- (высо-
ко-) дисперсных, или коллоидно-дисперсных, 
системах — от 1 нм до 1 мкм (удельная по-
верхность достигает сотен м 2/г) [6].
Нередко в научной литературе встреча-

ются выражения «суспензия липосом», 
«липосомальная эмульсия», что приме-
нительно к сложной структуре липосом 
не совсем верно. Так, согласно ГФ ХIII, су-
спензия представляет собой гетерогенную 
дисперсионную систему, содержащую 
одно или несколько твёрдых действующих 
веществ, распределённых в жидкой ди-
сперсионной среде, а эмульсия — гетеро-
генную двухфазную дисперсную систему 
с жидкой дисперсной фазой и жидкой ди-
сперсионной средой. Липосомы являются 
одной из разновидностей коллоидно-дис-
персных систем, а именно липосомальной 
дисперсией.
Помимо структуры, липосомальную ди-

сперсию от обычных крупнодисперсных 
жировых эмульсий отличают меньшие раз-
меры частиц, меньшая вязкость, огромная 
суммарная площадь контакта со средой, 
большая устойчивость (т. е. не требует-
ся введение стабилизатора-эмульгатора), 
от наноэмульсий — состав, а от грубых, 
быстро оседающих суспензий с низкой ки-
нетической устойчивостью — условия вы-
сокодисперсности.
На стадии разработки и получения ли-

посомальной лекарственной формы (ЛФ) 
очень важна характеристика и оценка аг-
регативной и кинетической (седимента-
ционной) устойчивости (стабильности) 
полученного продукта [3]. Различная 
диспергируемость частиц мускуса при оди-
наковых условиях измельчения определя-
ется их структурой, механической проч-
ностью и механизмом диспергирования 
в различных экстрагирующих буферных 
растворах. Этот процесс чрезвычайно ва-
жен не только для полноты извлечения био-

логически активных компонентов, но и для 
проведения при необходимости дальней-
шего их выделения и очистки.
Таким образом, одним из основных по-

казателей, определяющим подбор техноло-
гического оборудования для дальнейшего 
производственного процесса получения 
липосом и последующую биологическую 
активность фармацевтической субстанции 
на основе мускуса кабарги, является сте-
пень дисперсности получаемой суспензии 
(средний размер частиц и их распределение 
по размерам).
Несомненную практическую значимость 

на стадии разработки и получения липосо-
мальной ЛФ представляет характеристика 
и оценка устойчивости полученного про-
дукта по трём основным показателям — 
размеру везикул, индексу полидисперсно-
сти и дзета-потенциалу [22, 23, 25, 27].
Размер липосом применяется как основ-

ной показатель качества, определяющий 
стабильность производимой субстанции 
и её биодоступность. Это обусловлено 
тем, что изменение дисперсности влияет 
на агрегатное состояние дисперсной фазы. 
Необходимо отметить естественное стрем-
ление липосом к формированию более 
крупных структур (конъюгатов, агломера-
тов и т. п.). К этому их принуждают силы 
поверхностной активности, не уравнове-
шенные внутренним состоянием атомарно-
молекулярного взаимодействия.
Размер частиц зависит от двух основных 

факторов — компонентного состава (кон-
центрации и свойств активного и вспомога-
тельных веществ) и технологии получения. 
На размер липосом влияет также концен-
трация и соотношение твёрдых и жидких 
липидов. Отмечено, что увеличение об-
щей концентрации липидов, а также доли 
твердых липидов в составе относительно 
жидких способствует увеличению размера 
липосом.
Пример отображения эксперименталь-

ных данных о количественном распределе-
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нии размеров липосом, полученных с по-
мощью анализатора «Photocor», приведён 
на рис. 3 и 4. В липосомальной дисперсии 
мускуса кабарги, на основе 70% и 80% фос-
фатидилхолина, 95,9% составляют частицы 
с размером 131±30 нм и 92,7% соответст-
венно 120±28 нм. Сравнение результатов 
свидетельствует о том, что применение оте-
чественного фосфатидилхолина позволяет 
получать липосомы необходимого качества.
Результаты исследования восстановлен-

ных образцов сублимированных липосом 
(табл. 1) подтверждают, что размеры ча-
стиц после повторного растворения в воде 
не изменяются.
В большинстве наномолекулярных и на-

нодисперсных систем молекулы и части-
цы неодинаковы. При описании свойств 
систем необходимо использовать функции 
распределения частиц по их параметрам, 
т. е. при исследовании реальных систем 
учитывать их полидисперсность, т. к. мо-
нодисперсные приближения могут приво-
дить к неверным заключениям о свойствах 
частиц. Ширину распределения частиц 
по размерам характеризуют по индексу 
полидисперсности (polydispersity index — 
PDI).
Значения PDI ранжируются от нуля 

до единицы. Чем ближе значение PDI 
к нулю, тем частицы более гомогенные. 
Как и размер частиц, значение PDI зависит 
от состава продукта и способа получения 
липосом и является очень чувствительным 
к присутствию агрегатов или загрязнений 
(пыли, инородных объектов). Ожидаемое 
значение PDI для монодисперсных образ-
цов не должно превышать 0,5.
Экспериментальные данные, полученные 

с помощью анализатора «Photocor» и при-
ведённые в табл. 1, показывают, что этот 
параметр в экспериментальных образцах 
липосомальной субстанции соответствует 
установленной норме.
Дзета (Z)-потенциал — один из основных 

параметров, влияющих на стабильность 

дисперсных систем. Он является важней-
шим индикатором поверхностного заря-
да липосом и мерой электростатического 
взаимодействия (отталкивания или притя-
жения) между частицами. Согласно физи-
ческой теории устойчивости коллоидных 
систем ДЛФО (теория Дерягина, Ландау, 
Фервея и Овербека), стабильность кол-
лоидных систем определяется двойным 
электрическим слоем (т. н. «энергетиче-
ским барьером») и образованием ван-дер-
ваальсовых сил, которые обуславливают 
приближение частиц друг к другу. Если 
этот энергетический барьер, представлен-
ный силами отталкивания, будет преодо-
лён за счёт сил Ван-дер-Ваальса, частицы 
будут взаимодействовать друг с другом 
и слипаться, что является нежелательным 
для липосомальных систем доставки раз-
личных ЛВ. Кроме того, измерение дзета-
потенциала — одна из возможностей со-
кращения периода проверки стабильности 
липосомальных ЛВ за счёт уменьшения 
длительности и затрат на тестирование 
и увеличение срока хранения.
Экспериментальные данные, полученные 

с помощью анализатора «Photocor» и при-
ведённые в табл. 1, показывают, что дзе-
та-потенциал в образцах липосомальной 
субстанции соответствует установленной 
норме.
Свойства липосом во многом определя-

ются жирнокислотным составом и химиче-
ским состоянием липидов, входящих в их 
состав. Основным деструктивным процес-
сом в липидах является окисление, поэтому 
они должны быть минимально окислены 
по двойным связям. Обнаружено, что в про-
цессе хранения липосомального препарата 
pH среды в контроле снижается. Это объ-
ясняется тем, что в процессе окисления 
липидов наблюдается возрастание концен-
трации карбоновых кислот, детектирова-
ние которых проводят фотометрически. 
Существуют экспериментально подтвер-
жденные рекомендации о том, что для по-
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Рис. 3. Среднее интегральное значение размера частиц 10% исходного р-ра липосом мускуса кабарги, получен-
ных на основе 70% фосфатидилхолина (Россия).
Fig. 3. Mean integral value of the particle size of a 10% precursor solution of musk liposomes obtained on the basis of 
70% phosphatidylcholine (Russia).
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Рис. 4. Среднее интегральное значение размера частиц 10% исходного р-ра липосом мускуса кабарги, получен-
ных на основе 80% фосфатидилхолина (Германия).
Fig. 4. Mean integral value of the particle size of a 10% precursor solution of musk liposomes obtained on the basis of 
80% phosphatidylcholine (Germany).
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лучения липосом необходимо применять 
фосфолипидное сырье с индексом окис-
ленности не выше 0,5. С целью предотвра-
щения и замедления процессов окисления 
не только фосфолипидов бислоя липосом, 
но и большого числа различных БАВ ли-
пидной природы, содержащихся в мускусе 
кабарги, в состав липосом были добавлены 
антиоксиданты (антиокислители и ингиби-
торы окисления).
При отработке получения липосом ме-

тодом гомогенизации под высоким давле-
нием было установлено (табл. 1), что ин-
дексы окисленности экспериментальных 
образцов отличаются незначительно 
(от 0,28 до 0,34) и соответствуют заданно-
му параметру.
На этапе первичной оценки липосомаль-

ной формы необходимо удостовериться, 
что в её составе действительно присутству-
ют липосомы. Основным методом опреде-
ления присутствия липосом и морфологии 
их поверхности является электронная ми-

кроскопия, которая единовременно предо-
ставляет информацию о форме, структуре 
и размере липосом.
На рис. 5 приведен снимок, полученный 

с помощью электронной микроскопии, 
на котором хорошо видны микронных раз-
меров частицы исходного концентрата му-
скуса до его гомогенизации и липосомиро-
вания.
Исследования в электронном микро-

скопе структуры дисперсии липосом, со-
держащих БАВ мускуса, до лиофильной 
сушки показали, что липосомы в образце 
представляют собой везикулы регулярной 
округлой, овальной и очень редко капле-
видной формы диаметром от 50 до 1000 нм 
(рис. 6). При этом липосомы диаметром 
от 50 до 200 нм составляют около 60% 
от всех липосомальных частиц в образце 
(рис. 7).
Во внутренней структуре липосом видны 

мелкие образования нерегулярной формы 
с разной электронно-оптической плотно-

Таблица 1. Размер, вариабельность и дзета-потенциал частиц в восстановленных образцах липосомальной суб-
станции мускуса
Table 1. Particle size, variability, and zeta potential in reduced musk liposomal substance samples

Показатели Норма Образец № 1 Образец № 2
Размер частиц, нм 250±100 175 (75%) 240 (65%)

Индекс полидисперсности менее 0,5 0,33 0,32
Дзета-потенциал, мВ –5…–35 –25 –33
Индекс окисленности не более 0,5 0,31 0,34

Рис. 6. Микрофотография липосом в исходной липосо-
мальной дисперсии.
Fig. 6. Micrograph of liposomes in the precursor 
liposomal dispersion.

Рис. 5. Микрофотография частиц исходного концен-
трата мускуса кабарги.
Fig. 5. Micrograph of particles of the precursor deer musk 
concentrate.
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стью диаметром 5–20 нм — по всей вероят-
ности, частицы БАВ мускуса.
На микрофотографиях (рис. 6 и 8) пред-

ставлены данные о морфологии и гидро-
динамическом диаметре (размере) частиц 
двух восстановленных в воде липосо-
мальных образцов мускуса, полученных 
при помощи гомогенизации под высоким 
давлением. На них чётко видны отдель-
ные моноламеллярные липосомы сфе-
рической формы. Липосомы размером 
от 100 до 300 нм хорошо окрашены гидро-
фильными (внутренний объем везикул) 
и гидрофобными (пространство внутри 
бислоя везикул, образованного фосфолипи-
дами) компонентами, входящими в состав 
мускуса кабарги. Диаграммы распределе-

ния частиц по размерам (рис. 7 и 9) также 
показывают, что основная фракция липо-
сом представлена частицами с диаметром 
около 200 нм. Важно подчеркнуть, что эти 
данные хорошо коррелируют с результата-
ми, полученными с помощью анализатора 
размеров частиц (табл. 2).
Изображения на рис. 8 и 10 свидетельст-

вуют, что липосомальная форма субстан-
ции сохраняется и после восстановления 
лиофилизированного порошка липосом 
мускуса.
Необходимо отметить, что возможны 

основные четыре пути включения БАВ 
в липосомы: водорастворимые вещества 
включаются во внутренний водный объ-
ём, в гидрофобную область бислоя, адсор-
бируются на поверхности либо химиче-
ски связываются с компонентами бислоя. 
Возможна также комбинация способов 
включения, особенно для БАВ из мускуса, 
который содержит огромный спектр орга-
нических соединений гидрофильной и ги-
дрофобной природы.
В составе мускуса можно выделить три 

группы соединений с наиболее выражен-
ным биологическим эффектом: стероидные 
компоненты, жирные кислоты, пептиды 
и белки [8, 9, 10]. Поэтому продолжение 
исследований по разработке методов коли-
чественной оценки включения основных 
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Рис. 7. Распределение частиц в исходной липосомальной дисперсии.
Fig. 7. Particle distribution in the precursor liposomal dispersion.

Рис. 8. Микрофотография восстановленных липосом 
(образец № 1).
Fig. 8. Micrograph of reduced liposomes (sample No. 1).
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фармацевтически активных компонентов 
мускуса в липосомы является актуальным.
Изучение основных параметров, характе-

ризующих качество липосомальной субстан-
ции (подлинность, процент включения БАВ 
и их количественное определение), проведен-
ное в ФГБУН «Научный центр биомедицин-
ских технологий ФМБА России» (табл. 2), 
свидетельствует о том, что более 60% БАВ 
из мускуса кабарги включается в липосомы.
На основании вышеизложенных лите-

ратурных данных, результатов собствен-
ных исследований (рис. 11–13), а также 
«Требований к показателям качества и ис-
следованию лекарственных средств на ос-
нове липосом, мицелл и лекарственных 
средств, содержащих покрытие из нано-
частиц» разработан проект спецификации 

(табл. 2) на липосомальную субстанцию 
(порошок), содержащую комплекс БАВ, 
выделенных из мускуса кабарги (рис. 14).
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Рис. 9. Распределение частиц по размерам в р-ре восстановленных липосом (образец № 1).
Fig. 9. Particle size distribution in a solution of reduced liposomes (sample No. 1).
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Рис. 10. Микрофотография восстановленных липосом 
(образец № 2).
Fig. 10. Micrograph of reduced liposomes (sample No. 2).
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Рис. 11. Распределение частиц по размерам в растворе восстановленных липосом (образец № 2).
Fig. 11. Particle size distribution in a solution of reduced liposomes (sample No. 2).
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Рис. 12. Препаративная гель-размерная хроматограмма р-ра липосом мускуса кабарги.
Fig. 12. Preparative gel-size chromatogram of the deer musk liposome solution under study.
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Рис. 13. Типичная ВЭЖХ-УФ хроматограмма компонентов БАВ липосом мускуса кабарги.
Fig. 13. Typical HPLC-UV chromatogram of biologically active substances of deer musk liposomes.

Рис. 14. Экспериментальный образец липосомированной субстанции мускуса.
Fig. 14. Experimental sample of the liposomal musk substance under study.
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Таблица 2. Проект спецификации на липосомальную субстанцию (порошок), содержащую комплекс БАВ, выде-
ленных из мускуса кабарги
Table 2. Draft specifi cation for a liposomal substance (powder) containing a complex of biologically active 
substances isolated from musk of musk deer

Показатель Метод Норма

Описание Органолептический
ГФ XIII, ОФС 1.1.0006.15, ч. 1 

Лиофилизированный аморфный порошок светло-
коричневого цвета с характерным запахом и вкусом 

мускуса 

Растворимость
ГФ РФ XIII,

ОФС 1.2.1.0005.15, ч. 1,
с. 531

Мало растворим в воде, мало растворим в спирте 
96%, практически не растворим в гексане

Подлинность:
- присутствие липосом;

- наличие БАВ мускуса

Электронная микроскопия (метод 
негативного контрастирования)

ГХ–МС (ГХ-ПИД)

ВЭЖХ-УФ

Моноламеллярные липосомы сферической формы

Время удерживания основных пиков на хромато-
грамме испытуемого р-ра должно соответствовать 
времени удерживания основных пиков на хрома-
тограмме стандартного образца липосом мускуса 

кабарги

Время удерживания основных пиков на хромато-
грамме испытуемого р-ра должно соответствовать 
времени удерживания основных пиков на хрома-
тограмме стандартного образца липосом мускуса 

кабарги

Размер частиц
ГФ ХII, ч. 2

Фотодинамическое и лазерное 
светорассеяние

50–500 нм

Индекс полидисперс-
ности

Фотодинамическое и лазерное 
светорассеяние 0,5±0,1

Дзета-потенциал Динамическое светорассеяние – 5…–35 мВ
Степень включения БАВ 

мускуса Гель-хроматография ВЭЖХ–МС Не менее 50%
Не менее 50%

Индекс окисленности Спектрофотометрия Не более 0,5

рН
ГФ РФ,

ОФС 1.1.0006.15 (потенциометри-
ческий метод)

От 6,0 до 8,0 (1% р-р)

Вода ГФ РФ, ОФС 1.2.3.0002.15 Не более 5,0%

Общий белок
ГФ РФ, ОФС. 1.2.3.0012.15

Метод Бредфорд (колориметри-
ческий)

Не более 4%

Сульфатная зола ГФ РФ, ОФС 1.2.2.2.0014.15 Не более 5,0%
Тяжелые металлы ГФ РФ, ОФС 1.2.2.2.0012.15 Не более 0,002%

Остаточные органиче-
ские растворители ГХ РФ

Этанола — не более 0,5%;
изопропилового спирта — не более

0,5%
Микробиологическая 

чистота ГФ РФ, ОФС. 1.2.4.0002.15 Категория 3.2

Количественное
определение ВЭЖХ Не менее 90,0% и не более 110,0% в пересчете 

на безводное вещество
Хранение В сухом защищенном от света месте при температуре не выше 20 °C

Срок годности Устанавливается
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Выводы
1. Гомогенизация под высоким давлени-

ем является оптимальным способом полу-
чения стабилизированных в липидах устой-
чивых наночастиц, содержащих комплекс 
БАВ, выделенных из мускуса кабарги.

2. На основании проведённых исследо-
ваний разработаны режимы приготовле-
ния липосомальной формы БАВ с заранее 
заданными параметрами дисперсности 
(средним диаметром частиц 250±100 нм, 
индексом полидисперсности 0,3±0,1 и дзе-
та-потенциалом от –5 до –35 мВ).

3. Гомогенизатор высокого давления 
«Донор-5» позволяет получать липосо-
мальные дисперсии со стандартными па-
раметрами и степенью включения БАВ 

мускуса до 60%, а также обеспечивает ми-
нимальное окисление и гидролиз фосфоли-
пидов (индекс окисленности 0,3).

4. На основании полученных результатов 
разработан проект спецификации на липо-
сомальную субстанцию (порошок), содер-
жащую комплекс БАВ, выделенных из му-
скуса кабарги.

5. Использование отечественного фосфа-
тидилхолина является экономически оправ-
данным и позволяет получать липосомаль-
ные формы надлежащего качества.

6. Разработанную технологию получения 
липосомальной формы БАВ из мускуса ка-
барги можно масштабировать в соответст-
вии с требованиями GMP.
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