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Аннотация. Исследован процесс формирования двух-, трех- и четырехкомпо-
нентных липидных наночастиц содержащих ДНК. Показано, что двухкомпо-
нентные частицы состава фосфолипид – катионное ПАВ хотя и являются ста-
бильными, эффективность инкапсуляции ДНК в такие частицы не превышает 
5%. Введение в систему холестерина повышает жесткость мембраны и увели-
чивает эффективность инкапсуляции до 40%. При введении липида, конъюги-
рованного с полиэтиленгликолем, не только повышается агрегативная устой-
чивость частиц, но и возрастает до 60% эффективность инкапсуляции ДНК. 
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Abstract. The formation of two-, three-, and four-component lipid nanoparticles 
containing DNA was studied. It was demonstrated that two-component particles 
composed of phospholipid and cationic surfactant are stable, however the encapsulation 
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Введение (обзор литературы)

Липидные наночастицы (ЛНЧ) на сегодняш-
ний день активно используются в терапии для 
доставки нуклеиновых кислот. Они зарекомен-
довали себя как высокоэффективные и надежные 
средства доставки препаратов, которые позволя-
ют значительно повысить качество терапии [1]. 
ЛНЧ превосходят по своей эффективности все 
предыдущие поколения средств доставки нуклеи-
новых кислот (липосом, липоплексов, катионных 
наноэмульсий) [2]. Современные липидные на-
ночастицы обычно состоят из четырех липидных 
компонентов: ионизируемого катионного липида, 
холестерина, фосфолипида и липида, конъюги-
рованного с полиэтиленгликолем (липид-ПЭГ). 
Такая комбинация приводит к образованию 
устойчивой дисперсии частиц, которая обладает 
мономодальным распределением по размерам, и 
может обеспечить высокую «загрузку» нуклеино-
вой кислоты. Более того, такие частицы способ-
ны сохранять свою стабильность и загруженную 
нуклеиновую кислоту при соответствующих ус-
ловиях хранения в течение года [1, 3]. Ионизиро-
ванный катионный липид отвечает за связывание 
нуклеиновых кислот и их инкапсуляцию в части-
цы в момент получения, поскольку получение 
проводят в кислой среде с pH ниже pKa липида. 
Таким образом, липид способен электростати-
чески связываться с отрицательно заряженными 
фосфатными группами нуклеиновых кислот [3]. 
Фосфолипид участвует в формировании мембра-
ны липидных наночастиц, а также способствует 
слиянию ЛНЧ с клеточными мембранами, улуч-
шая доставку препаратов внутрь клетки [4]. Холе-

стерин включается в состав ЛНЧ для повышения 
жесткости мембраны и уменьшения ее прони-
цаемости, что способствует сохранению инкап-
сулированного вещества до попадания в клетку. 
Холестерин также снижает адсорбцию белков на 
поверхности частиц, что увеличивает время цир-
куляции последних в организме [4]. Липид, конъ-
югированный с полиэтиленгликолем, участвует 
не только в формировании липидной мембраны, 
но он также обеспечивает агрегативную устой-
чивость ЛНЧ за счет формирования структурно-
механического барьера, позволяет регулировать 
размеры частиц и их распределение по размерам, 
уменьшает иммунную реакцию организма и ре-
гулирует фармококинетику и фармакодинамику 
частиц [1, 5].

В литературе чаще всего упоминаются два 
метода получения ЛНЧ (микрофлюидный и руч-
ной), которые основаны на смешении спирто-
вого раствора липидов, взятых в необходимом 
соотношении, и водного буферного раствора 
нуклеиновой кислоты (цитратного с рН 3 или 
ацетатного с рН 4) для протонирования иони-
зируемого липида и связывания нуклеиновой 
кислоты при интенсивном перемешивании. 
Указанные методы различаются в зависимости 
от способа, которым производят перемешива-
ние раствора. В случае микрофлюидного подхо-
да потоки растворов смешиваются в специальном 
микрофлюидном канале, где за счет турбулентно-
го течения формируются частицы необходимого 
размера. В ручном методе используют вортекс 
или различные мешалки. Полученная суспензия 

effi ciency of DNA did not exceed 5%. Addition of cholesterol to the system increased 
membrane rigidity and encapsulation effi ciency to 40%. Addition of PEGylated lipid 
increased both the aggregation stability of nanoparticles and DNA encapsulation 
effi ciency up to 60%. 
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подвергается диализу против фосфатно-солевого 
буферного раствора (PBS) для удаления этилового 
спирта и нейтрализации зарядов ионизированного 
липида. Итоговая суспензия готова к анализу, хра-
нению и дальнейшему использованию [3, 6–9].

На сегодняшний день остается неясным во-
прос механизма сборки ЛНЧ и загрузки нуклеи-
новых кислот в них. Исследователи сходятся во 
мнении, что основную роль в загрузке выполня-
ет ионизируемый катионный липид [10, 11]. По-
скольку получение ЛНЧ проводят в кислой среде, 
как правило, в цитратном (рН 3) или ацетатном 
(рН 4) буфере, а значения рКа используемых ли-
пидов составляют от 6,5 до 7,0, то липид находит-
ся в протонированном состоянии. Положительно 
заряженные атомы азота липида электростатиче-
ски связываются с отрицательно заряженными 
фосфатными группами нуклеиновых кислот, при 
этом происходит образование полимер-коллоид-
ного комплекса, который и обеспечивает солюби-
лизацию в липидные частицы. Тем не менее при 
детальном изучении этого процесса возникают 
разные точки зрения.

В работе [12] высказано предположение, что 
при смешении водной и спиртовой фаз изначаль-
но происходит формирование моноламеллярных 
липидных везикул, содержащих протонированный 
липид на поверхности. Затем эти везикулы взаи-
модействуют с молекулами нуклеиновых кислот, 
в результате чего претерпевают перестройки и 
формируют липидные наночастицы с инкапсули-
рованной нуклеиновой кислотой. Похожие выво-
ды приведены и в работе [13], где показано, что 
при формировании пустых, т.е. не содержащих 
нуклеиновую кислоту, частиц в нейтральной сре-
де липиды распределяются неравномерно: ядро 
формируют преимущественно холестерин и ио-
низируемый липид, а фосфолипид и липид-ПЭГ 
находятся на поверхности. При понижении рН 
среды происходит перераспределение компонен-
тов – ионизируемый липид выходит на поверх-
ность частиц и становится способным связывать 
нуклеиновую кислоту. Именно таким образом, 
посредством взаимодействия протонированного 
липида на поверхности частиц с нуклеиновыми 
кислотами, и происходит, по мнению авторов, 
формирование частиц.

Гипотеза образования первичных агрегатов 
встречается и в работах [14–17], где выделяют 
стадию взаимодействия ионизируемого катион-
ного липида с нуклеиновой кислотой как клю-
чевую. При нейтрализации зарядов молекула 
нуклеиновой кислоты постепенно покрывается 

слоем липидов, образуя диск. Из-за гидрофобных 
взаимодействий происходит агрегация с други-
ми липидами, приводящая к деформации диска 
и дальнейшему формированию частиц. При этом 
показано, что повышение скорости смешения 
спиртовой и водной фаз сокращает время суще-
ствования липидного диска и происходит более 
быстрый переход к конечным ЛНЧ [17].

В исследованиях [14, 16, 17] используются 
также методы молекулярного моделирования, 
подтверждающие экспериментальные данные 
SAXS и крио-ТЕМ для липидных наночастиц. 
Все исследования сходятся в том, что именно мо-
лекулы нуклеиновых кислот, в частности РНК, 
индуцируют образование ламеллярной структу-
ры, особенно при соотношениях N/P (моль про-
тонируемых атомов азота липида к числу фосфат-
ных групп РНК) не более 3. За счет образования 
липидных дисков на РНК и их дальнейших пере-
строек основана инкапсуляция и получение гото-
вых ЛНЧ. В случае избытка липида (высокое зна-
чение N/P) будет формироваться липидное ядро 
частицы, в которое будут встраиваться комплексы 
РНК с ионизируемым липидом. Наличие внутри 
частиц РНК, связанной с липидом, подтвержда-
ется также данными ЯМР на ядрах 31Р: при на-
хождении внутри частиц на спектре пропадает 
характерный пик РНК, который отчетливо виден 
для свободной молекулы [18]. На ЯМР-спектре 
также присутствует размытый пик фосфолипи-
дов, который становится наиболее интенсивным 
при разрушении частиц. Это указывает на то, что 
внутри ЛНЧ и нуклеиновая кислота, и липиды, 
находятся в малоподвижном состоянии.

В работе [19] сделан акцент на последующие 
изменения, происходящие с липидными частица-
ми в результате смешения. После получения 
частиц микрофлюидным методом их оставля-
ли при комнатной температуре (20–23 С) на 
20 ч. В течение этого времени липидные части-
цы претерпевали перестройки, способствующие 
встраиванию молекул нуклеиновой кислоты в 
частицы. При проведении стабилизации частиц 
в среде с 50% этанола эффективность процесса 
также повышалась благодаря большей дестаби-
лизации липидной мембраны. На процесс стаби-
лизации влияет также содержание липида-ПЭГ 
в частицах. В работе показано, что его высокое 
содержание (14 мол.%) препятствует перестрой-
кам липидных наночастиц из-за образования 
структурно-механического барьера. Таким обра-
зом, варьируя различные параметры при стаби-
лизации липидных частиц (состав растворителя, 
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количество липида-ПЭГ, используемый буфер), 
можно регулировать характеристики частиц, вли-
яющие на их дальнейшую трансфекцию.

Таким образом, несмотря на существенный 
прогресс в области получения ЛНЧ, остается от-
крытым вопрос механизма их сборки и загрузки 
нуклеиновой кислоты. Настоящая работа направ-
лена на моделирование поэтапной сборки липид-

Рис. 1. Структурные формулы используемых соединений

Т а б л и ц а  1

Мольные доли компонентов в липидных наночастицах и липосомах

ДСДМАБ ДОФХ Холестерин С14-ПЭГ

Двухкомпонентные

30 70 0 0

40 60 0 0

50 50 0 0

60 40 0 0

70 30 0 0

Трехкомпонентные

50 40 10 0

50 30 20 0

50 20 30 0

50 10 40 0

Четырехкомпонентные»

50 10 39 1

50 10 36 4

50 10 33 7

ных наночастиц с инкапсулированной нуклеино-
вой кислотой.

Экспериментальная часть
Материалы

Катионное поверхностно-активное веще-
ство дистеароилдиметиламмоний бромид 
ДСДМАБ (Sigma-Aldrich, США); фосфолипид 
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диолеилфосфатидилхолин ДОФХ (Avanti Lipids, 
Великобритания); холестерин (Sigma-Aldrich, 
США); липид, конъюгированный с полиэтилен-
гликолем С14-ПЭГ (1,2-димиристоил-sn-глицеро-
3-фосфоэтаноламин-N-[метокси(полиэтиленгли-
коль)-2000] (аммонийная соль)) (Avanti Lipids, 
Великобритания) применяли для формирова-
ния липидных наночастиц разного состава. 
Все липиды растворяли в этиловом спирте и 
использовали в виде рабочих растворов с кон-
центрацией 40 мг/мл (ДСДМАБ) или 10 мг/мл 
(ДОФХ, холестерин, С14-ПЭГ). Структурные 
формулы используемых соединений приведе-
ны на рис. 1.

Стоковый раствор ДНК готовили разбавлени-
ем раствора ДНК (Деринат®, Россия), состоящей 
примерно из 300 пар нуклеотидов, до концентра-
ции 2 мг/мл.

Фосфатный буферный раствор PBS (10х) го-
товили растворением в 1 литре в воды 80,0 г 
хлорида натрия NaCl, 2,0 г хлорида калия KCl, 
14,4 г гидрофосфата натрия Na2HPO4 и 2,4 г ди-
гидрофосфата калия KH2PO4.

Формирование комплекса

Комплексы ДНК–ДСДМАБ готовили сме-
шением рабочих растворов ДНК и ДСДМАБ в 
необходимых соотношениях при нейтральном 
значении рН 7. Содержание этилового спирта 
в системе контролировали количеством добав-
ленного спиртового раствора ДСДМАБ. В целях 
получения необходимого содержания этилового 
спирта добавляли нужное количество перегнан-
ного этанола.

Получение липидных наночастиц ручным 
методом

В экспериментах использовали рабочие рас-
творы липидов в этаноле, смешанные в опре-
деленных мольных соотношениях (табл. 1). 
Концентрацию нуклеиновой кислоты в водном 
растворе рассчитывали исходя из количества 
катионного липида ДСДМАБ таким образом, 
чтобы мольное соотношение фосфатных групп 
нуклеиновой кислоты и молекул катионного ли-
пида (далее ДНК : ДСДМАБ) было равно 1:1. 
Раствор липидов в органическом растворителе 
добавляли к водному раствору ДНК в соотноше-
нии 1:3 при интенсивном перемешивании. По-
лученную суспензию диализовали в течение 
12 ч против фосфатного буфера PBS при комнат-
ной температуре. Готовые частицы хранили при 
температуре +4 °С.

Формирование липосом

Формирование липосом проводили методом 
гидратации пленки [20]. Раствор смеси липидов 
или липидов с комплексом ДНК-ДСДМАБ в 
органическом растворителе упаривали под ва-
куумом на ротационном испарителе (ИР-1М2 
«Химлабприбор», Россия) Полученную липид-
ную пленку гидратировали при интенсивном 
перемешивании на вортексе (Multi-Vortex V-32, 
Biosan, Латвия). Затем получали моноламеллярные 
липосомы методом экструзии (мини экструдер, 
Avanti®PolarLipids Inc., США) через мембрану с 
размером пор 200 нм. Использованные в работе 
соотношения липидов представлены в табл. 1.

Методы анализа

Для изучения изменения мутности раствора 
ДНК при добавлении раствора ДСДМАБ реги-
стрировали спектры оптической плотности об-
разцов при разном соотношении компонентов и 
брали значения на фиксированной длине волны 
480 нм, где отсутствует поглощение света ком-
понентами, а имеет место только рассеяние ча-
стицами. По данным, полученным при изучении 
серии образцов, строили график изменения мут-
ности системы. Гидродинамический диаметр 
(Dh) частиц измеряли методом динамического 
рассеяния света (ДРС) на приборе NanoBrook 
Omni (Brookhaven Instruments, США) при фик-
сированном угле 90 град. и температуре 25 °С. 
По результатам трех измерений рассчитывали 
средний размер частиц Dh и средний индекс по-
лидисперсности PDI. Для оценки гидродинами-
ческого диаметра Dh использовали также метод 
трекинг-анализа наночастиц, используя прибор 
ZetaView® x30 (Particle Metrix, США). По ре-
зультатам пяти измерений рассчитывали сред-
ний размер частиц, а также их концентрацию в 
исследуемом образце. Число молекул ДНК, при-
ходящихся на одну наночастицу, рассчитывали 
по формуле (1):

                                      

(1)

где NДНК – число молекул ДНК, приходящихся на 
одну частицу, m0 – масса ДНК, исходно взятая для 
получения частиц, EE – эффективность инкапсу-
ляции ДНК в частицы, Счастиц – концентрация ча-
стиц в образце, NA – число Авогадро, mН – сред-
няя масса одной пары нуклеотидов, nН – число 
пар нуклеотидов в молекуле ДНК.
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Измерение ζ-потенциала частиц проводили 
методом лазерного микроэлектрофореза на при-
боре NanoBrook Omni (Brookhaven Instruments, 
США). По результатам трех измерений рассчиты-
вали среднее значение ζ-потенциала.

Определение содержания ДНК 
в частицах

Для определения содержания ДНК в образ-
цах использовали однолучевой спектрофотометр 
(Agilent 8453, Agilent Technologies, США). Ма-
кромолекулы ДНК имеют характерный пик по-
глощения в области 260 нм, по которому можно 
определить концентрацию ДНК в исследуемом 
образце. При измерении поглощения суспензии 
наночастиц в интенсивность пика с максимумом 
при 260 нм вносит вклад рассеяние света образ-
цом, в результате чего значения оказываются за-
вышенными. Для учета вклада рассеяния образца 
использовали уравнение Геллера (2) [21], приме-
нимое для рассеяния Ми (1/20 < r/λ < 1/3, r – раз-
мер частиц):

                            А = m.λ–x,                              (2)
где A – оптическая плотность (отн. ед.), m и х – 
константы, λ – длина волны (нм).

Для нахождения коэффициентов m и х использо-
вали логарифмическую форму уравнения Геллера 
в интервале длин волн от 350 до 500 нм. Получен-
ную зависимость аппроксимировали линейной 
функцией, угол наклона которой был равен –х, а 
свободный член – lg A (рис. 2, Б). Найденные ко-
эффициенты позволили оценить вклад рассеяния 
в оптическую плотность в области 260 нм (D260). 
Вклад поглощения молекулами ДНК в оптиче-
скую плотность образца определяли по формуле 
(3), где AДНК – вклад поглощения молекулами ДНК 

на длине волны 260 нм, A260 – оптическая плот-
ность образца на длине волны 260 нм, D260 – вклад 
рассеяния частицами на длине волны 260 нм:

AДНК = A260 – D260. 

Пример обработки экспериментальных дан-
ных приведен на рис. 2:

В приведенном примере (рис. 2, А) с учетом 
рассеяния интенсивность пика в области 260 нм 
составила A260 = 0,1062, а вклад рассеяния при 
260 нм составил D260 = 0,0536. Следовательно, 
поглощение молекулами ДНК 

AДНК = 0,1062 – 0,0536 = 0,0526, 
что свидетельствует о наличии молекул ДНК в 
образце. Эффективность инкапсуляции ДНК 
(EE) рассчитывали по формуле (3):

 
(3)

где A260(образец) – оптическая плотность образца 
при 260 нм, D260(образец) – вклад рассеяния об-
разца при 260 нм, A260(ДНК исходная) – оптиче-
ская плотность при 260 нм раствора ДНК с кон-
центрацией, взятой для приготовления частиц.

Результаты и обсуждение

Электростатическое взаимодействие отрица-
тельно заряженных фосфатных групп нуклеино-
вой кислоты и положительно заряженных атомов 
азота ионизируемых катионных липидов явля-
ется одной из причин формирования липидных 
наночастиц, содержащих нуклеиновую кислоту. 
Для изучения различных способов формирова-
ния частиц удобно выбрать липид, имеющий в 
своем составе четвертичный атом азота, который 

Рис. 2. А – спектр оптической плотности для образца частиц с инкапсулированной ДНК 
(кривая 1), вклад рассеяния, рассчитанный по уравнению Геллера (кривая 2), вклад ДНК 
в оптическую плотность образца после вычета вклада рассеяния (кривая 3); Б –лога-
рифмическое представление зависимости оптической плотности от длины волны для 

нахождения параметров уравнения Геллера
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имеет положительный заряд вне зависимости от 
величины рН среды. В качестве такого липида 
был выбран дистеароилдиметиламмоний бро-
мид (ДСДМАБ), который помимо четвертичного 
атома азота имеет схожую структуру со многими 
коммерчески используемыми липидами. В каче-
стве нуклеиновой кислоты была выбрана дезок-
сирибонуклеиновая кислота (ДНК), поскольку 
она обладает хорошей стабильностью и меньшей 
требовательностью к условиям работы по сравне-
нию с РНК. В работе использовали двуцепочеч-
ную ДНК «Деринат»®, содержащую 300 пар ну-
клеотидов [22]. Отметим, что в литературе хорошо 
изучены комплексы ДСДМАБ с ДНК, а именно: 
концентрации начала образования комплексов, их 
морфология и способность к редиспергированию 
в органических растворителях [23–26].

Формирование липидных частиц с инкапсу-
лированной ДНК проводили следующими спо-
собами (рис. 3): 

1) ручное смешение; 
2) образование липоплексов; 
3) гидратация пленки липидов и комплекса 

ДНК–ДСДМАБ; 
4) гидратация пленки липидов водной суспен-

зией комплекса ДНК–ДСДМАБ; 

5) смешение липосом с водной суспензией 
комплекса ДНК–ДСДМАБ. 

Как было отмечено ранее, загрузка нуклеи-
новой кислоты в липидные наночастицы про-
исходит главным образом за счет ее связыва-
ния с ионизируемым катионным липидом при 
образовании гидрофобного комплекса, поэтому 
сначала было изучено формирование комплекса 
ДНК–ДСДМАБ.

Комплекс ДНК–ДСДМАБ

За взаимодействием ДСДМАБ с ДНК следили 
по изменению оптической плотности на длине 
волны 480 нм (мутности) в системе при посте-
пенном добавлении катионного ПАВ к раствору 
нуклеиновой кислоты. Соотношение компонен-
тов характеризовалось параметром N/P, равным 
отношению числа молей атомов азота катионного 
липида ДСДМАБ (N) к числу молей фосфатных 
групп ДНК (P), что эквивалентно соотношению 
n(ДСДМАБ) : n(ДНК). Полученная зависимость 
представлена на рис. 4:

Как видно из рис. 4, при добавлении к исход-
ному раствору ДНК даже небольшого количе-
ства ДСДМАБ происходит возрастание мутно-
сти. Увеличение мутности в системе связано с 

Рис. 3. Методы получения частиц: А – метод ручного смешения (1); Б – введение ДНК на основных ста-
диях получения частиц: гидратация предварительно сформированной пленки липидов и комплекса (3), 
гидратация пленки липидов водной суспензией комплекса  (4), смешение липосом с водной суспензией 

комплекса (5), смешение липосом с водным раствором ДНК, т.е. образование липоплексов (2)
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образованием нерастворимого комплекса ДНК–
ДСДМАБ. Положительно-заряженные атомы 
азота катионного липида взаимодействуют с от-
рицательно-заряженными фосфатными группами 
ДНК, в результате чего образуется нерастворимый 
полимер-коллоидный комплекс [23]. Дальнейшее 
добавление ДСДМАБ приводит к уменьшению 
мутности, что связано с дезагрегацией полимер-
коллоидных комплексов ДНК–ДСДМАБ за счет 
дополнительной адсорбции молекул ДСДМАБ на 

гидрофобную поверхность комплекса и его ги-
дрофилизации.

Из литературы [22] известно, что при вза-
имодействии ДСДМАБ с ДНК в водной среде 
образуется комплекс состава, близкого к стехио-
метричному (1:1). Так как при получении липид-
ных наночастиц взаимодействие компонентов 
происходит в водно-спиртовой среде, мы опреде-
лили состав комплекса ДНК–ДСДМАБ при двух 
фиксированных значениях количества этанола 

Рис. 4. Изменение мутности раствора ДНК при добавлении раствора ДСДМАБ; CДНК = 
0,05 мг/мл

Рис. 5. Определение состава комплекса ДНК–ДСДМАБ в водно-спиртовой 
среде методом изомолярных серий
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(6 и 25 об.%), соответствующих аналогичному 
содержанию этанола в системе при получении 
ЛНЧ. Для определения состава комплекса ис-
пользовали метод изомолярных серий, который 
заключается в фиксировании общего количества 
компонентов при варьировании их соотношения. 
По положению максимума (рис. 5) концентрации 
ДНК в комплексе относительно соотношения 
компонентов был определен состав комплекса 
ДНК–ДСДМАБ как 1:1. Таким образом, наличие 
в системе менее полярного растворителя этанола 
не влияет на состав комплекса ДНК–ДСДМАБ.

Так как методы формирования частиц (3, 4 и 
5) предполагают использование предварительно 

сформированного комплекса ДСДМАБ–ДНК в 
виде суспензий как в водной, так и в органической 
средах, мы более подробно изучили физико-хи-
мические характеристики частиц, находящихся 
в системах с соотношением ДСДМАБ : ДНК от 
0,25 до 3,2 (рис. 6). 

На рис. 6 видно, что при увеличении количе-
ства ДСДМАБ в системе размеры комплексов 
(кривая 1) проходят через максимум при соотно-
шении компонентов 1:1, соответствующему об-
разованию нейтрально заряженного комплекса. 
При дальнейшем добавлении катионного липи-
да (соотношение ДСДМАБ : ДНК > 1) размеры 
комплексов уменьшаются и достигают значений 

Рис. 6. Размер (1) и ζ-потенциал (2) комплексов ДСДМАБ–ДНК в интервале соотноше-
ний n(ДСДМАБ) : n(ДНК) от 0,25 до 3,2

Рис. 7. Редиспергирование комплекса ДНК : ДСДМАБ  (1:1) (1 – суспензия ком-
плекса в воде до центрифугирования, 2 – надосадочная жидкость после центрифу-
гирования; 3 – суспензия комплекса после редиспрегирования в воде, 4 –  суспензия 
комплекса после редиспрегирования в этаноле, 5 – суспензия комплекса после 

редиспрегирования в хлороформе) 
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около 300 нм. Зависимость размеров частиц от 
соотношения ДСДМАБ : ДНК в системе хорошо 
согласуется с зависимостью мутности от соот-
ношения компонентов (рис. 4). При увеличении 
количества ДСДМАБ происходит нейтрализа-
ция отрицательных зарядов молекулы ДНК мо-
лекулами катионного ПАВ, в результате чего 
ζ-потенциал комплексов становится равен нулю 
(рис. 6, кривая 2). Дальнейшее увеличение коли-
чества ДСДМАБ в системе приводит к перезаряд-
ке частиц и увеличению ζ-потенциала до 15 мВ, 
что, вероятно, связано с гидрофилизацией ком-
плекса и, следовательно, дезагрегацией полимер-
коллоидного комплекса.

Для комплекса состава 1:1 была изучена воз-
можность редиспергирования в водной и органи-
ческих средах. Предварительно сформированный 
комплекс состава 1:1 выделяли путем центрифу-
гирования, а затем редиспергировали в наиболее 
популярных растворителях, использующихся 
при формировании липидных наночастиц (воде, 
этаноле и хлороформе). Эффективность реди-
спергирования определяли по интенсивности 
полосы поглощения в области 260 нм для полу-
ченных образцов (рис. 7). На рис. 7 показано, что 
комплекс ДСДМАБ : ДНК = 1:1 в воде и этаноле 
практически не редиспергируется, при этом при 
редиспергировании осадка комплекса в хлоро-
форме наблюдали практически полный переход 
нерастворимого комплекса в раствор, что также 
хорошо согласуется с литературными данны-
ми для комплекса дистеароилдиметиламмоний 
хлорида с ДНК [24]. Таким образом, с помощью 
хлороформа комплекс ДСДМАБ–ДНК можно 
с высокой эффективностью (более 90%) реди-

спергировать и использовать для приготовления 
липидной пленки, содержащей комплекс. Важно 
подчеркнуть, что редиспергирование комплекса 
ДСДМАБ–ДНК в хлороформе подтверждает его 
гидрофобность и дает практическое обоснование 
возможности формирования ЛНЧ, содержащих 
нуклеиновую кислоту, способом 3.

Двухкомпонентные частицы                                          
с инкапсулированной ДНК

Классическим способом формирования липид-
ных наночастиц является смешение спиртового 
раствора липидов с водным раствором нуклеино-
вой кислоты с последующим диализом суспензии 
наночастиц для удаления спирта из системы. 

Для формирования двухкомпонентных нано-
частиц использовали следующие липиды: фос-
фолипид диолеилфосфатидилхолин (ДОФХ), 
широко использующийся при получении ЛНЧ, и 
катионное ПАВ ДСДМАБ. Была приготовлена се-
рия двухкомпонентных наночастиц, содержащих 
от 30 до 70 мол.% ДСДМАБ, и фиксированным 
соотношением N/P = 1, где N – число молей ато-
мов азота катионного липида, Р – число молей 
отрицательно заряженных фосфатных групп ну-
клеиновой кислоты. Для всех полученных частиц 
были определены размеры (Dh), величины дзета-
потенциала, а также измерены спектры поглоще-
ния. На рис. 8 представлены характерные спек-
тры оптической плотности и дифференциального 
распределения размеров частиц по интенсивно-
сти, содержащих 60 мол.% ДСДМАБ.

На спектре оптической плотности (рис. 8, А) 
отчетливо виден пик поглощения с максимумом 
на 260 нм, соответствующий поглощению молекул 

Рис. 8. (А) Спектры оптической плотности для двухкомпонентных частиц, полученных методом ручно-
го смешения, содержащих (кривая 1) и не содержащих (кривая 2) ДНК; СДНК = 0,005 мг/мл (кривая 3).                            
(Б) Распределение размеров двухкомпонентных частиц по интенсивности. Содержание ДСДМАБ 60 мол.%, 

соотношение N/P = 1
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ДНК. На спектре также хорошо виден вклад рас-
сеяния частиц в оптическую плотность на длинах 
волн выше 300 нм. Из-за вклада рассеяния частиц 
величина оптической плотности в области 260 нм 
не позволяет сделать однозначный вывод о коли-
чественном содержании ДНК в системе. Для ка-
чественной оценки наличия ДНК в образце был 
определен вклад поглощения молекулами ДНК 
при 260 нм, AДНК (см. Экспериментальную часть). 
Для двухкомпонентных липидных частиц, содер-
жащих 60 мол.% ДСДМАБ, АДНК составил 0,0448, 
что соответствует концентрации ДНК в образце, 
равной 0,1377 мг/мл. Для липидных наночастиц, 
полученных классическим методом ручного сме-
шения характерна эффективная (более 90%) ин-
капсуляция молекул нуклеиновых кислот [1]. 
Таким образом, мы предполагаем, что для всех 
частиц, полученных методом ручного смещения, 
вклад поглощения ДНК в оптическую плотность 
образцов дают молекулы ДНК, инкапсулирован-
ные в частицы.

Помимо характерных размеров около 200 нм 
(рис. 8, Б), в системе также обнаружено неболь-
шое число частиц с размером около 60 нм. Из-
вестно, что для частиц, полученных ручным мето-
дом смешения, характерно присутствие фракции 
малых размеров [27, 28]. Поэтому наличие фрак-
ции частиц с размером 60 нм указывает на то, что 
при добавлении раствора липидов в этаноле к 
водному раствору ДНК на первой стадии проис-
ходит образование плоских бислойных фрагмен-
тов размером 60 нм, из которых затем формиру-
ются ЛНЧ. Из-за возникающей неоднородности 

в системе в начальный момент смешения часть 
образовавшихся бислойных фрагментов форми-
руют собственные частицы небольшого размера, 
которые сохраняются в системе в течение мини-
мум 1,5 месяцев. В табл. 2 представлены размеры 
(Dh), заряд поверхности, АДНК и значения эффек-
тивности инкапсуляции ДНК для всех получен-
ных частиц.

Из табл. 2 видно, что все частицы имеют 
размер около 200 нм и положительный заряд 
поверхности, а ДНК присутствовала во всех 
образцах. Количество связанной в частицы 
ДНК практически не менялось в течение не-
скольких дней, что свидетельствует о способ-
ности полученных частиц удерживать нукле-
иновую кислоту. При увеличении содержания 
ДСДМАБ в частицах наблюдалось увеличение 
эффективности инкапсуляции, однако величи-
ны инкапсуляции ДНК все равно оставались до-
статочно низкими, не более 5%. Это объясняется 
влиянием двух факторов. Во-первых, это может 
быть связано с состоянием молекулы ДНК в во-
дно-спиртовой среде в момент смешения: при 
концентрации этанола 25% снижается диэлек-
трическая проницаемость воды, в результате чего 
ДНК начинает частично конденсироваться, пере-
ходя в более компактные метастабильные струк-
туры [29–31]. Такие структуры молекул ДНК об-
ладают меньшей доступностью для связывания 
с катионным ПАВ, поэтому при формировании 
частиц липиды взаимодействуют преимуще-
ственно с неконденсированными молекулами 
ДНК. В результате формируются липидные 

Т а б л и ц а  2

Размеры, ζ-потенциал, АДНК и эффективность инкапсуляции ДНК липидных наночастиц ДОФХ–ДСДМАБ, 
полученных ручным методом

Мольная доля 
ДСДМАБ, %

Число дней после 
получения

Dh, нм ζ, мВ АДНК ЕЕ, %

30
0 307 ± 36 37 ± 1 0,0178 1,9

4 229 ± 4 32 ± 2 0,0177 1,9

40
0 232 ± 8 38 ± 3 0,0202 2,1

4 210 ± 1 31 ± 3 0,0202 2,1

50
0 222 ± 4 26 ± 1 0,0179 1,8

4 215 ± 1 33 ± 4 0,0173 1,8

60
0 179 ± 5 20 ± 1 0,0448 4,7

4 185 ± 1 27 ± 1 0,0447 4,6

70
0 241 ± 38 36 ± 4 0,0508 5,1

4 194 ± 5 35 ± 3 0,0506 5,1
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частицы с меньшим содержанием инкапсули-
рованной нуклеиновой кислоты. Нельзя также 
исключать тот факт, что конденсированные мо-
лекулы ДНК могут адсорбироваться на стенках 
сосуда и на диализной мембране, из-за чего их 
нельзя обнаружить в растворе. 

Во-вторых, классические ЛНЧ имеют в своем 
составе дополнительные липиды, такие как холе-
стерин и липид-ПЭГ, способствующие оптималь-
ной организации липидного ядра и сохранению 
инкапсулированной нуклеиновой кислоты. От-
сутствие этих компонентов также могло повлиять 
на снижение эффективности инкапсуляции моле-
кул ДНК.

Второй способ формирования липидных 
наночастиц с ДНК (смешение катионных ли-
посом с водным раствором нуклеиновой кис-
лоты) является известным методом получения 
липоплексов – комплексов нуклеиновых кислот 
с липосомами. При взаимодействии катионных 
липосом с молекулами ДНК происходит их пол-
ная структурная перестройка: моноламеллярные 
везикулы переходят в упорядоченные мультилам-
меллярные липоплексы, состоящие из чередую-
щихся липидных бислоев и молекул ДНК [32]. 
Такая организация формируется вне зависимости 
от липидного состава катионных липосом и опре-
деляется главным образом электростатическим 
связыванием с молекулами ДНК [33]. Таким об-
разом, образование липоплексов сопровождается 
универсальной переорганизацией мембран, не за-
висящей от состава и фазы липидного бислоя.

Для изучения липоплексов были сформи-
рованы липосомы ДОФХ–ДСДМАБ с различ-
ным содержанием ДСДМАБ (30, 40, 50, 60 и 70 
мол.%). Введение в состав липосом ДСДМАБ с 

температурой фазового перехода 45 °С [34] (тем-
пература фазового перехода ДОФХ составляет 
–17 °С [35]) меняет структуру и фазовое состояние 
мембраны. Известно, что при температуре ниже 
фазового перехода смешанного липидного бислоя 
липид с большей температурой фазового пере-
хода при его содержании от 30 мол.% формирует 
рафты – островки, состоящие из этого липида в 
гель-фазе [36, 37]. Предположительно, температу-
ра фазового перехода всех изученных нами двух-
компонентных липосом выше температуры, при 
которой проводили эксперименты. Соответствен-
но, структура мембран липосом отличается толь-
ко размером и количеством рафтов, состоящих из 
ДСДМАБ, что не будет принципиально менять 
характер взаимодействия липосом с ДНК при 
формировании липоплексов. Липоплексы фор-
мировались с разным мольным соотношением 
ДНК к ДСДМАБ: 0; 0,1; 0,4; 0,7; 1,0; 1,3. Для 
всех полученных липоплексов были определены 
размеры и ζ-потенциал (рис. 9). Для липоплек-
сов, вне зависимости от содержания ДСДМАБ, 
наблюдается увеличение размеров частиц при 
увеличении количества ДНК. При достижении 
соотношения ДНК : ДСДМАБ = 1 происходит 
сильное помутнение образца с постепенным 
образованием осадка (рис. 9, А, темные столби-
ки). Для некоторых липоплексов (60 и 70 мол.% 
ДСДМАБ) образование осадка происходило при 
достижении соотношения ДНК : ДСДМАБ = 0,7. 
По-видимому, это вызвано неравномерным рас-
пределением ДСДМАБ во внутреннем и внешнем 
слоях липидного бислоя исходных катионных 
липосом. Дальнейшее увеличение количества 
ДНК приводит к восстановлению агрегативной 
устойчивости системы и уменьшению размеров 

Рис. 9. Размер (А) и ζ-потенциал (Б) частиц полученных липоплексов ДОФХ–ДСДМАБ–ДНК с разным                               
содержанием компонентов
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липоплексов. Эти данные хорошо согласуются 
с величинами -потенциала полученных липо-
плексов. Катионные липосомы имеют большой 
положительный заряд (от 20 до 57 мВ), а при по-
степенном увеличении количества ДНК в систе-
ме происходит уменьшение величины заряда с 
последующей сменой его знака. В случае, когда 
величина -потенциала приближается к нулю, 
происходит резкое увеличение размеров частиц 
до 2 мкм, связанное с коагуляцией комплексов. 
Когда количество связанной с частицами ДНК 
возрастает, начинается процесс дезагрегации и 
восстановления агрегативной устойчивости, вы-
званный появлением электростатического оттал-
кивания одноименно-заряженных частиц. Важно 
отметить, что размеры значительной части липо-
плексов не превышают 300 нм, следовательно, 
существует потенциальная возможность исполь-
зовать такие частицы в биомедицинских целях.

Для оценки стабильности липоплексов следили 
за изменением размера и ζ-потенциала липоплек-
сов в течение нескольких дней. Липоплексы, име-
ющие ζ-потенциал 0±5 мВ, агрегативно неустой-
чивы и выпадают в осадок. Это относится ко всем 
липоплексам с соотношением ДНК : ДСДМАБ = 1. 
Также неустойчивыми были липоплексы с соотно-
шением ДНК : ДСДМАБ = 0,7 и мольной долей 
ДСДМАБ 30 и 40% соответственно. Большинство 
полученных липоплексов сохраняло размеры и за-
ряд поверхности постоянными в течение как ми-
нимум одной недели, что свидетельствует о ста-
бильности полученных комплексов. 

Третий способ формирования двухкомпонент-
ных липидных частиц с ДНК – гидратация пленки, 
содержащей ДОФХ и комплекс ДНК–ДСДМАБ 
состава 1:1. Содержание ДСДМАБ варьировали 
от 30 до 70 мол.% от общего количества липидов 

(ДОФХ и ДСДМАБ) (табл. 1). Размеры (Dh), индекс 
полидисперсности (PDI), величины ζ-потенциала, 
АДНК и эффективность инкапсуляции ДНК в части-
цы приведены в табл. 3.

Из табл. 3 следует, что вне зависимости от со-
держания ДСДМАБ все частицы имели близкие 
значения размера и индекса полидисперсности, 
а величина заряда частиц закономерно возраста-
ла с долей катионного ПАВ. С увеличением со-
держания катионного ДСДМАБ возрастала и его 
доля на поверхности частиц, что и обуславливало 
рост величины -потенциала. Вклад поглощения 
молекулами ДНК в случае двухкомпонентных ча-
стиц, полученных способом 3, оказался равным 
нулю, что свидетельствует об отсутствии инкап-
сулированной частицы ДНК. Вероятно, комплекс 
ДНК–ДСДМАБ не смог равномерно распреде-
литься в липидной пленке на стадии выпарива-
ния растворителя и последующей ее гидратации. 
В водной фазе из-за больших размеров (до 2 мкм) 
частицы комплекса не могли пройти через поры 
мембраны экструдера (200 нм), из-за чего были 
удалены из системы. Однако во время выпари-
вания растворителя, вероятно, происходила ча-
стичная перестройка гидрофобного комплекса, и 
часть катионного ДСДМАБ оказалась включен-
ной в липидную пленку формируемых частиц, о 
чем свидетельствуют значения ζ-потенциала по-
лученных частиц (табл. 3).

Четвертый способ получения частиц – ги-
дратация пленки ДОФХ водной суспензией 
комплекса ДНК–ДСДМАБ (1:1). Физико-хи-
мические характеристики частиц, полученных 
этим способом (табл. 4), близки по значениям 
к таковым для частиц, полученных третьим 
способом (см табл. 3). Отсутствие вклада по-
глощения молекулами ДНК в области 260 нм 

Т а б л и ц а  3

Размеры, PDI, ζ-потенциал, АДНК и эффективность инкапсуляции частиц, полученных при гидратации                    
пленки ДОФХ и комплекса ДНК–ДСДМАБ

Образец Мольная доля 
ДСДМАБ, % Dh, нм PDI ζ, мВ АДНК ЕЕ, %

30-1 30 190 ± 8 0,190 8 ± 2 0 –

40-1 40 185 ± 1 0,129 16 ± 1 0 –

50-1 50 184 ± 6 0,211 23 ± 2 0 –

60-1 60 187 ± 10 0,312 28 ± 2 0 –

70-1 70 186 ± 13 0,321 35 ± 2 0 –
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(АДНК) для этих частиц указывает на то, что 
получить частицы с инкапсулированной ДНК 
таким способом нельзя.

При пятом способе получения частиц, сме-
шении липосом из ДОФХ и водной суспензии 

Т а б л и ц а  4

Размеры, PDI, ζ-потенциал частиц, АДНК и эффективность инкапсуляции частиц, полученных при                          
гидратации пленки ДОФХ водной суспензией комплекса ДНК–ДСДМАБ

Образец Мольная доля 
ДСДМАБ, % Dh, нм PDI ζ, мВ АДНК EE, %

30-1 30 253 ± 7 0,203 4 ± 2 0,0012 0,23

40-1 40 209 ± 2 0,178 1 ± 2 0,0039 0,47

50-1 50 199 ± 1 0,083 11 ± 2 0,0071 1,45

60-1 60 195 ± 5 0,293 15 ± 2 0 –

70-1 70 183 ± 4 0,094 29 ± 1 0 –

Рис. 10. Размер (А) и ζ-потенциал (Б) частиц, полученных смешением липосом ДОФХ и водной суспензии 
комплекса

Рис. 11. Размер (A) и ζ-потенциал (Б) частиц липоплексов ДОФХ–ДСДМАБ–холестерин с ДНК при разном 
соотношении компонентов 

комплекса ДНК–ДСДМАБ (1:1), взаимодей-
ствие между липосомами и комплексом прак-
тически полностью отсутствовало. Об этом 
свидетельствуют практически идентичные раз-
меры липосом и частиц в образце после смеше-
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ния липосом и комплекса, а также значения 
ζ-потенциала (рис. 10), т.е. при прямом смеше-
нии комплекс не может инкапсулироваться в 
липосомы.

Таким образом, из всех описанных подходов 
получения модельных ЛНЧ с инкапсулирован-
ной ДНК наиболее перспективными оказались 
ручной метод формирования ЛНЧ (метод 1) и 
образование липоплексов (метод 2). Для даль-
нейших исследований мы также будем исполь-
зовать гидратацию пленки липидов и комплекса 
(метод 3), поскольку отсутствие сигнала ДНК 
может объясняться низкой концентрацией, ко-
торую мы не можем зафиксировать из-за рассе-
яния образца.

Трехкомпонентные частицы                                          
с инкапсулированной ДНК

Следующий важный компонент липидных на-
ночастиц – холестерин, который отвечает за жест-
кость липидной мембраны и придает ЛНЧ струк-
турную стабильность. Мольная доля холестерина 
в ЛНЧ варьируется в каждом конкретном случае, 
но обычно не превышает 40%. Поэтому для ис-
следования модельных частиц было выбрано со-
держание холестерина в 10, 20, 30 и 40 мол.%. 
Доля катионного компонента (ДСДМАБ) соста-
вила 50 мол.%, а доля фосфолипида (ДОФХ) ме-

нялась от 40 до 10 мол.% (табл. 1). В табл. 5 пред-
ставлены размеры частиц, ζ-потенциал, значения 
параметра АДНК и эффективность инкапсуляции 
ДНК в частицы.

Из полученных данных видно, что все образ-
цы после получения имели схожие размеры 170–
200 нм и близкие значения ζ-потенциала от 10 до 
31 мВ. По-видимому, содержание холестерина в 
частицах практически не имеет влияния на раз-
мер и поверхностный заряд трехкомпонентных 
ЛНЧ, полученных ручным методом смешения 
(метод 1). При этом с ростом мольной доли хо-
лестерина в частицах несколько увеличивалась 
эффективность инкапсуляции (ЕЕ) и для об-
разца с 40 мол.% холестерина достигала 80% 
в момент получения. Одно из объяснений та-
кого сильного влияния холестерина на эффек-
тивность загрузки нуклеиновых кислот в ЛНЧ 
предложили в работе [4]: холестерин, дополняя 
геометрию ионизируемого липида, уравнива-
ет плотность заряда на молекуле нуклеиновой 
кислоты и липидном слое, образующем с ней 
электростатический комплекс, что приводит к 
увеличению инкапсуляции НК в ЛНЧ. Таким 
образом, для изученных нами систем можно 
сделать вывод о дополнительном влиянии хо-
лестерина на эффективность загрузки нуклеи-
новых кислот в частицы. 

Т а б л и ц а  5

Размеры, ζ-потенциал, АДНК и эффективность инкапсуляции ДНК липидных наночастиц ДОФХ, ДСДМАБ                 
и холестерина, полученных ручным методом

Мольная доля 
холестерина, %

Число недель после 
получения

Dh, нм ζ, мВ АДНК EE, %

10

0 185 ± 12 10 ± 1 0,0720 57

6 178 ± 2 19 ± 3 0,0642 51

6 + центрифуга 171 ± 1 14 ± 2 0,0544 48

20

0 198 ± 2 26 ± 2 0,0831 65

6 219 ± 7 26 ± 2 0,0816 62

6 + центрифуга 171 ± 1 13 ± 1 0,0745 59

30

0 172 ± 4 19 ± 1 0,0639 51

6 203 ± 6 11 ± 2 0,0541 47

6 + центрифуга 179 ± 2 9 ± 4 0,0524 42

40

0 177 ± 2 31 ± 3 0,0991 80

6 194 ± 4 26 ± 3 0,0915 73

6 + центрифуга 180 ± 2 22 ± 2 0,0833 65
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Устойчивость частиц определяли следующим 
способом: по прошествии 6 недель у образцов 
были измерены соответствующие параметры 
(размер частиц, их заряд и эффективность ин-
капсуляции), затем все образцы были центри-
фугированы (10 об/мин, 30 минут) и еще раз 
охарактеризованы. Стоит отметить, что с тече-
нием времени вклад поглощения молекул ДНК 
в области 260 нм практически не менялся, сле-
довательно, и ее концентрация в системе сохра-
нялась, что свидетельствует об устойчивости 
к сохранению инкапсуляции ДНК в частицах. 
Практически неизменными остались также раз-
меры частиц, в том числе после центрифугиро-
вания. Частицы, сильно увеличившиеся в разме-
рах или изменившие свою структуру, в процессе 
центрифугирования были удалены из системы, 
при этом доля таких частиц была очень мала, 
ввиду незначительных изменений характери-
стик системы. Для липоплексов, сформирован-
ных из липосом, состоящих из ДОФХ, ДСДМАБ, 
холестерина и ДНК, были определены размеры 
частиц (Dh) и заряд поверхности (рис. 11).

Как и для липоплексов с двухкомпонентными 
липосомами, при приближении к соотношению 
ДНК : ДСДМАБ = 1 наблюдается резкий рост 
размеров частиц до 2 мкм, вызванный потерей 
агрегативной устойчивости. Интересно, что в 
случае трехкомпонентных липосом агрегация 
липоплексов начинается уже при соотношении 
ДНК : ДСДМАБ = 0,7. Исключением являются 
лишь образцы с 20% холестерина. Вероятно, как 
и в случае с двухкомпонентными липоплексами, 
это связано с несимметричным распределением 
липидов в мембране. Величины ζ-потенциалов из-
меняются закономерно. При небольшом количе-
стве ДНК (соотношение n(ДНК) и n(ДСДМАБ) 
равно 0,1 и 0,4) они имеют положительные 
значения, а при избытке (соотношение n(ДНК) 

и n(ДСДМАБ) равно 1,3 и 2,0) – отрицатель-
ные. Интересно, что при соотношении ДНК : 
ДСДМАБ = 1 не наблюдалось близких к нулю 
значений ζ-потенциала. Добавление холестери-
на в состав липосом из ДОФХ оказывает влия-
ние главным образом на механические свойства 
липидной мембраны, а именно: уменьшает ла-
теральную подвижность липидов и делает мем-
брану более жесткой, сохраняя при этом липид-
ный бислой в жидко-кристаллическом фазовом 
состоянии [35, 38, 39]. Мы предполагаем, что 
из-за повышенной жесткости липидной мем-
браны затрудняется взаимодействие между од-
ной катионной липосомой и молекулами ДНК. 
В результате происходит агрегация нескольких 
катионных липосом в присутствии молекул 
ДНК, что приводит к резкому увеличению раз-
меров частиц (рис. 11, А), при этом избыточ-
ный положительный заряд липосом ничем не 
компенсируется, т.е. образуется определенная 
супрамолекулярная структура, которая и дает 
положительные значения ζ-потенциала. Для 
липоплексов с соотношением ДНК : ДСДМАБ, 
равным 1,3 и 2 избыток положительных заря-
дов взаимодействует с молекулами ДНК, кото-
рые покрывают поверхность липосом и дают 
итоговый отрицательный заряд (рис. 11, Б).

Методом гидратации пленки ДОФХ, холе-
стерина и комплекса ДНК–ДСДМАБ (1:1) (ме-
тод 3) с аналогичными соотношениями ком-
понентов были получены частицы. Для них 
были определены размеры (Dh), индекс по-
лидисперсности, заряд поверхности и вклад 
в поглощение молекулами ДНК (табл. 6). Как 
видно из табл. 6, значения ζ-потенциала частиц 
возрастают по мере увеличения мольной доли 
холестерина. По-видимому, это связано с форми-
рованием ядра частиц, обогащенного молекула-
ми холестерина, что вызывает «выталкивание» 

Т а б л и ц а  6

Размеры, ζ-потенциал, АДНК и эффективность инкапсуляции частиц, полученных при гидратации пленки 
ДОФХ, холестерина и комплекса ДНК–ДСДМАБ

Мольная доля 
холестерина, % Dh, нм PDI ζ, мВ АДНК ЕЕ, %

10 191 ± 1 0,032 14 ± 3 0 –

20 173 ± 3 0,105 21 ± 3 0,0031 3,3

30 170 ± 2 0,076 29 ± 2 0,0269 28,5

40 181 ± 4 0,102 32 ± 3 0,0406 43,1
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части молекул ДСДМАБ в приповерхностный 
слой частиц. Также с увеличением количества 
холестерина уменьшается доля фосфолипида 
ДОФХ, отрицательные заряды фосфатных групп 
которого также способствуют частичному сни-
жению заряда частиц.

С увеличением содержания холестерина в си-
стеме заметно повышалось и содержание ДНК в 
частицах. Для частиц, содержащих 10 мол.% хо-
лестерина, вклад поглощения молекулами ДНК 
(АДНК) был нулевым, что свидетельствует об от-
сутствии инкапсуляции ДНК в частицы. Для 
остальных образцов происходила загрузка ДНК 
в частицы, при этом увеличение мольной доли 
холестерина способствует лучшей инкапсуляции 
молекул ДНК. Максимальная эффективность ин-
капсуляции ДНК наблюдалась для частиц, содер-
жащих 40 мол.% холестерина (табл. 6).

Для классических методов инкапсуляции 
ДНК (ручной метод смешения и формирова-
ния липоплексов) эффективность инкапсуляции 
нуклеиновой кислоты в трехкомпонентные ча-
стицы была выше, чем для частиц, полученных 
методом 3. Однако важно отметить, что добав-
ление холестерина в систему из двух липидов и 
ДНК позволяет достичь эффективности инкап-
суляции ДНК до 43% для частиц, полученные 
методом 3. 

Четырехкомпонентные частицы                                 
с инкапсулированной ДНК

Четвертым компонентом ЛНЧ является 
липид, конъюгированный с полиэтиленгли-
колем (ПЭГ). В качестве такого вещества 
использовали 1,2-димиристоил-sn-глицеро-
3-фосфоэтаноламин-N-[метокси(полиэтиленгли-
коль)-2000] (C14-ПЭГ). Содержание этого 
компонента в частицах невелико и обычно 
не превышает нескольких процентов. В даль-
нейших экспериментах мольная доля С14-
ПЭГ составляла 1, 4 и 7%. Доля катионного 
компонента и фосфолипида составила 50 и 10 
мол.% для ДСДМАБ и ДОФХ соответствен-
но. Содержание холестерина варьировало от 
39 до 33 мол.% в зависимости от содержания 
С14-ПЭГ.

Размеры четырехкомпонентных частиц, по-
лученных ручным методом, составляли около 
200 нм вне зависимости от содержания С14-
ПЭГ. Интересно, что несмотря на одинаковое 
содержание катионного ДСДМАБ в частицах, 
образцы с 1 мол.% С14-ПЭГ имели несколько 
более высокие значения ζ-потенциала. Вероят-
но, это обусловлено экранированием положи-
тельных зарядов фрагментами ПЭГ при боль-
шем содержании С14-ПЭГ. В табл. 7 приведены 

Т а б л и ц а  7

Размеры, PDI, ζ-потенциал, АДНК и эффективность инкапсуляции ДНК для четырехкомпонентных частиц, 
полученных ручным методом

Мольная доля С14-ПЭГ, 
% Dh, нм PDI ζ, мВ АДНК ЕЕ, %

1 203 ± 3 0,270 13±1 0,0431 46

4 187 ± 6 0,241 4±2 0,0556 59

7 183 ± 5 0,283 5±1 0,0552 56

Т а б л и ц а  8

Размеры, PDI, ζ-потенциал, АДНК и эффективность инкапсуляции ДНК для частиц, полученных                                  
при гидратации пленки ДОФХ, холестерина, С14-ПЭГ и комплекса ДНК–ДСДМАБ

Мольная доля 
С14-ПЭГ, % Dh, нм PDI ζ, мВ АДНК EE, %

1 166 ± 7 0,233 8 ± 2 0,0301 32

4 154 ± 3 0,148 4 ± 3 0,0219 26

7 145 ± 4 0,283 4 ± 1 0,0282 30
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размеры, ζ-потенциал, АДНК и эффективность ин-
капсуляции ДНК для полученных частиц.

Для всех образцов наблюдалась инкапсуляция 
молекул ДНК в частицы. Следует отметить, что 
при увеличении содержания липида-ПЭГ в си-
стеме наблюдается рост этого параметра, а зна-
чит и увеличение эффективности инкапсуляции. 
Важно отметить, что при использовании опти-
мальных липидных составов эффективность ин-
капсуляции как ДНК, так и РНК в липидные на-
ночастицы может достигать значений выше 80%. 
Так, в работе [40] эффективность инкапсуляции 
ДНК в частицы, полученные ручным методом, 
достигала 86%. В другом исследовании [41] с по-
хожей методикой получения ЛНЧ эффективность 
инкапсуляции мРНК составила 87%. 

Т а б л и ц а  9

Число молекул ДНК, приходящихся на одну частицу

Образец Число частиц в анализируемом 
образце

Число молекул ДНК на одну 
частицу

1% С14-ПЭГ, ручной метод 1,58·1011 266

4% С14-ПЭГ, ручной метод 4,46·1010 341

7% С14-ПЭГ, ручной метод 1,16·1011 362

1% С14-ПЭГ липоплекс ДНК:ДСДМАБ 1:1 2,59·1010 961

4% С14-ПЭГ липоплекс ДНК:ДСДМАБ 1:1 1,04·1011 539

7% С14-ПЭГ липоплекс ДНК:ДСДМАБ 1:1 3,91·1010 637

1% С14-ПЭГ, гидратация плёнки 7,10·1010 248

4% С14-ПЭГ, гидратация плёнки 5,80·1010 253

7% С14-ПЭГ, гидратация плёнки 3,80·1010 387

Для изучения липоплексов были сформиро-
ваны четырехкомпонентные липосомы, которые 
смешивались с раствором ДНК в разных соот-
ношениях относительно ДСДМАБ. У получен-
ных липоплексов были определены размеры и 
ζ-потенциал в день получения и два дня спустя 
(рис. 12).

В отличие от всех предыдущих липоплексов, 
при соотношении ДНК : ДСДМАБ = 1 в четы-
рехкомпонентных липоплексах не происходило 
увеличения размера частиц. Большие агрегаты 
(более 500 нм) наблюдались только для липо-
плексов, сформированных липосомами, содер-
жащими 1 и 4 мол.% С14-ПЭГ, при соотношении 
ДНК : ДСДМАБ, равном 0,4 и 0,7. Для образцов, 
содержащих 7 мол.% С14-ПЭГ, не наблюдалось 

Рис. 12. Размеры Dh (А) и ζ-потенциал (Б) частиц липосом и липоплексов ДОФХ, холестерина, С14-ПЭГ                             
и ДСДМАБ с разным соотношением компонентов
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образования частиц более 300 нм. По величинам 
ζ-потенциала (рис. 12) видно постепенное сни-
жение заряда частиц при увеличении количества 
ДНК в системе, тем не менее агрегации, как в 
предыдущих экспериментах, не наблюдалось. 
Это обусловлено наличием на поверхности це-
пей полиэтиленгликоля, которые образуют во-
круг частиц структурно-механический барьер, 
препятствующий агрегации. И действительно, 
даже при близких к нулю зарядах поверхности 
частиц агрегации не происходит.

В табл. 8 представлены физико-химические 
характеристики частиц, полученных при гидра-
тации пленки ДОФХ, холестерина, С14-ПЭГ 
и комплекса ДНК–ДСДМАБ (1:1). Размеры 
этих частиц близки к четырехкомпонентным 
липосомам, использованным для формирова-
ния липоплексов в предыдущем эксперименте. 
Величины ζ-потенциала напротив, несколько 
меньше, чем у липосом, и больше похожи на 
величины для липоплексов, где доля ДНК со-
ставляет 0,4–0,7 от числа молей ДСДМАБ. При 
увеличении мольной доли С14-ПЭГ происхо-
дило небольшое уменьшение количества ин-
капсулированной ДНК с 32 до 26%. Вероятно, 
избыточное число цепей полиэтиленгликоля 
препятствует загрузке комплекса в частицы при 
гидратации пленки из-за создания стерического 
барьера. Таким образом, для получения ДНК-
содержащих частиц путем гидратации плен-
ки липидов и гидрофобного комплекса ДНК–
ДСДМАБ (1:1) достаточно использовать липид, 
конъюгированный с полиэтиленгликолем в не-
больших количествах.

Полученные четырехкомпонентные частицы 
содержали наибольшее количество инкапсулиро-
ванной ДНК (до 59% для липоплексов) по сравне-
нию со всеми исследуемыми частицами, поэтому 
для них было определено число молекул ДНК, при-
ходящихся на одну частицу. Для этого использо-
вали метод трекинг-анализа наночастиц, который 
позволяет определить не только размер частиц, но 
и их концентрацию. Размеры четырехкомпонент-
ных частиц, полученные методом трекинг-анали-
за, были схожи с результатами измерения размеров 
методом динамического светорассеяния. С учетом 
разбавления образцов, количества использован-
ной ДНК и эффективности инкапсуляции было 
определено число молекул ДНК, приходящихся на 
одну частицу (табл. 9).

Интересно, что число молекул ДНК, при-
ходящихся на одну частицу, рассчитанное по 
формуле (1), возрастает при увеличении моль-
ной доли С14-ПЭГ для ручного метода и метода 

гидратации пленки. Таким образом, избыточные 
молекулы липида-ПЭГ также улучшают инкап-
суляцию и способствуют сохранению ДНК вну-
три частиц. В случае образования липоплексов 
наблюдается обратная ситуация – при увеличе-
нии содержания С14-ПЭГ количество связанной 
ДНК уменьшается. Это можно объяснить фор-
мированием стерического барьера вокруг ли-
поплексов, который препятствует дальнейшему 
взаимодействию ДНК с липидами. В методах 
ручного смешения и гидратации пленки стери-
ческий барьер формируется уже после инкапсу-
ляции ДНК в частицах.

Таким образом, процесс формирования ЛНЧ 
происходит синхронно при смешении спиртовой 
фазы липидов и водной фазы с нуклеиновой кис-
лотой. Важно отметить значительную интенсив-
ность поглощения частиц в области 260 нм, ко-
торая указывает на высокое содержание ДНК в 
системе. По сравнению с альтернативными мето-
дами получения ЛНЧ, ручной метод показывает 
явное преимущество с точки зрения инкапсуляции 
ДНК. Для достижения сравнимых результатов в 
методе гидратации пленки необходимо использо-
вать значительные количество липида-ПЭГ, что 
будет ограничивать целевое применение ЛНЧ – 
доставку лекарственных препаратов.

Заключение

В работе проведено комплексное исследова-
ние сборки липидных наночастиц разного соста-
ва с инкапсулированной нуклеиновой кислотой. 
В ходе исследования установлены закономерно-
сти, определяющие эффективность загрузки ну-
клеиновой кислоты в частицы. 

Из всех изученных методов формирования ЛНЧ 
наилучшие результаты показали ручное смешение 
и формирование липоплексов. При усложнении 
системы и введении дополнительных липидов (хо-
лестерина и липида, конъюгированного с полиэти-
ленгликолем) стало возможным получение частиц 
методом гидратации пленки. Введение в двухком-
понентную липидную смесь (ДОФХ и ДСДМАБ) 
холестерина привело к увеличению эффектив-
ности инкапсуляции до 40%. Введение в систему 
С14-ПЭГ не только повысило агрегативную устой-
чивость частиц, но и позволило повысить эффек-
тивность инкапсуляции до 60%. 

Полученные результаты позволяют уточнить 
механизм сборки липидных наночастиц в присут-
ствии молекул ДНК и могут быть использованы 
для дальнейшего изучения и получения систем 
доставки нуклеиновых кислот с заданными ха-
рактеристиками.
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