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Аннотация. Наночастицы на основе биоразлагаемых полимеров находят множество применений в медицине как 
средства внутриклеточной доставки лекарственных препаратов. Одними из самых перспективных полимеров 
липидной природы являются поли-3-гидроксиалканоаты, получаемые биосинтетическим путем. Наиболее широко 
применяются полигидроксибутират и полигидроксивалерат (scl-поли-3-гидроксиалканоаты), которые растворимы 
только в хлорорганических растворителях. Использование хлорорганических растворителей сопряжено с рядом 
трудностей, т.к. они оказывают канцерогенное действие на организм человека. Однако поли-3-гидроксиалка-
ноаты, состоящие из остатков гидроксижирных кислот с 6−14 атомами углерода в главной цепи (mcl-поли-3-
гидроксиалканоаты), растворимы не только в хлороформе или дихлорметане, но и в предельных углеводородах. 
Углеводороды (например, н-гексан) легко отделяются от водных растворов и не обладают высокой цитоток-
сичностью. Следовательно, использование mcl-поли-3-гидроксиалканоатов позволяет исключить возможность 
загрязнения готовой лекарственной формы хлорорганическими соединениями. Предложена методика синтеза 
наночастиц mcl-поли-3-гидроксиалканоатов, стабилизированных неионогенным детергентом Tween 80. Оптими-
зировано соотношение между концентрацией поли-3-гидроксиалканоата и детергента. Показано, что получаемые 
частицы имеют средний размер 200±90 нм и электрокинетический потенциал -17±5 мВ. Изучена стабильность 
раствора частиц при температуре 4 °С. Установлено, что наночастицы не изменяют размер и электрокинети-
ческий потенциал в течение 90 дней при температуре 4 °С. Методом флуоресцентной микроскопии показана 
возможность их доставки в клетки линии BHK-21 в течение 2 ч. При концентрации до 200 мкг/мл получаемые 
наночастицы не оказывают токсического действия на клетки BHK-21. 
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Abstract. Nanoparticles based on biodegradable polymers find numerous applications in medicine as substances 
for intracellular drug delivery. Biosynthetically produced poly-3-hydroxyalkanoates (P3HAs) are among the most 
promising polymers of a lipid nature. In particular, polyhydroxybutyrate and polyhydroxyvalerate (scl-poly-3-hy-
droxyalkanoates) are widely used compounds, which are soluble only in organochlorine solvents. The use of 
organochlorine solvents faces several obstacles, since such chemicals may exhibit carcinogenic effects on 
the human body. However, the P3Has compounds consisting of hydroxybutyric acid residues with 6–14 carbon 
atoms in the main chain (mcl-poly-3-hydroxyalkanoates) are soluble not only in CHCl3 or CH2Cl2 but also in 
paraffins. These hydrocarbons, such as n-hexane, can be easily separated from aqueous solutions and are not 
known to exhibit high cytotoxicity. Consequently, the application of mcl-poly-3-hydroxyalkanoates can prevent 
the contamination of prepared dosage forms with organochlorine compounds. To this end, a methodology for 
the synthesis of mcl-P3HA nanoparticles stabilized with the Tween 80 nonionic surfactant was proposed. The 
ratio between the concentration of P3HA and the detergent was optimized. The present study revealed that the 
obtained particles have an average size of 200±90 nm and a zeta potential of -17±5 mV. Upon investigating 
the stability of the particle solution at 4 °C, it was found that the nanoparticles did not alter their size and zeta 
potential for 90 days. The fluorescence microscopy method showed that they could be delivered into BHK-21 
cells within 2 h. In addition, the nanoparticles synthesized had no toxic effect on BHK-21 cells at a concen-
tration of up to 200 μg/mL.
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ВВЕДЕНИЕ
Наночастицы, состоящие из биоразлагаемых 

полимеров, с каждым годом все шире применяются 
в качестве средств доставки лекарственных препа-
ратов [1]. Для получения наночастиц используют раз-
личные природные и синтетические полимеры, такие 
как белки (например, альбумин и желатин [2]), полиса-
хариды (хитозан, целлюлозу или крахмал [3]), а также 
продукты конденсации органических кислот – полигли-
колид, полилактид и поли-3-гидроксиалканоат (ПГА) [4]. 
В отличие от полисахаридов и полипептидов, полимеры 
липидной природы способны образовывать комплексы 
с гидрофобными лекарственными препаратами, такими 
как доксорубицин [5], рапамицин [6] и азатиоприн [7]. 
Одним из наиболее перспективных материалов для 
создания средств доставки лекарственных препаратов 
на основе полимерных наночастиц является ПГА [8]. 
ПГА деградирует в организме человека с образованием 
нетоксичных продуктов – 3-гидроксижирных кислот [9]. 
В зависимости от числа атомов углерода в главной 
цепи мономеров ПГА принято классифицировать 
на короткоцепочечные (scl-ПГА, состоят из остатков 
гидроксибутирата и гидроксивалерата), ПГА со средней 
длиной мономерных звеньев (mcl-ПГА, C6-C14) и длино-
цепочечные (lcl-ПГА) с 15 и более атомами углерода в 
главной цепи мономеров [10]. Наиболее изученными 
являются scl-ПГА и частицы на их основе [8]. Главным 
недостатком scl-ПГА является слабая растворимость 
в нехлорированных органических растворителях [11]. 
При получении частиц scl-ПГА растворяют в хлороформе 
или дихлорметане, которые оказывают канцерогенное 
действие на организм человека [12]. В отличие от scl-
ПГА, mcl-ПГА хорошо растворимы в углеводородах, 
которые не обладают значимой токсичностью и легко 
отделяются от водных растворов [13]. Для стабилизации 
наночастиц, состоящих из гидрофобных полимеров, 

используют нетоксичные поверхностно-активные 
вещества, такие как полиэтиленгликоль [8], поливини-
лацетат [14] и полисорбат (например, Tween 80) [15]. В 
отличие от многих полимерных стабилизаторов, Tween 80 
быстро выводится из организма человека и допущен 
к применению в составе вакцин [16].

Целью представленной работы была разработка 
метода синтеза стабилизированных Tween 80 нано-
частиц mcl-ПГА, а также изучение их доставки внутрь 
клеток эукариот и цитотоксичности.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Использованные в работе органические рас-

творители, Tween 80 и вода имели степень чистоты 
analytical grade (Merck, Германия). Образец mcl-ПГА 
был получен биосинтетическим путем с помощью 
Pseudomonas helmanticensis P1 согласно методике 
[17]. Выделенный согласно методике [18] образец 
полимера состоял из остатков гидроксигексаноата 
(6%), гидроксиоктаноата (49%), гидроксидеканоата 
(26%) и гидроксидодеканоата (24%), имел средневе-
совую молекулярную массу 100 кДа и среднечисловую 
молекулярную массу 67 кДа.

В работе использовали перевиваемую культуру 
клеток BHK-21 (фибробласты почки сирийского 
хомячка), полученную из банка клеточных культур 
ATCC (Американская типовая коллекция клеточных 
культур, США). Клетки BHK-21 культивировали на пита-
тельной среде MEM (Gibco, США) с добавлением 4 мМ 
L-глутамина и 10% FBS (Gibco, США). Все экспери-
менты проводили без добавления антибиотиков. Для 
проведения экспериментов использовали суточный 
монослой. Все клеточные культуры поддерживали 
при температуре 37 °C и 5% CO2.

Для получения наночастиц 20 мкл 2%-го рас-
твора ПГА в н-гексане смешивали с 20 мкл водного 
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раствора Tween 80 с концентрацией 0,02−0,4% и 
подвергали смесь воздействию ультразвука в дис-
пергаторе (22 кГц, 150 Вт) в течение 5 мин. Водный 
слой отбирали и разбавляли водой в 10 раз. К 50 мкл 
разбавленного раствора частиц для изучения про-
никновения в клетки эукариот добавляли 2,5 мкл 
раствора нильского красного в ацетоне (40 мкг/мл). 
Распределение частиц по размеру и электрокинети-
ческий потенциал измеряли методом динамического 
рассеяния света на установке Zetasizer Nano (Malvern 
Instruments, Великобритания).

Для изучения доставки полученных частиц за 
день до эксперимента клетки BHK-21 рассеивали в 
96-луночные планшеты в количестве 1,5×104 на лунку 
для достижения 80–90% монослоя в день экспери-
мента. К клеткам BHK-21 добавляли приготовленный 
раствор частиц непосредственно в ростовую среду 
с 10% FBS в объеме 10 мкл на лунку 96-луночного 
планшета и инкубировали в течение 2 ч. Клетки 
промывали изотоническим фосфатным буферным 
раствором и окрашивали красителями NucBlue™ 
Live ReadyProbes™ Reagent (Thermo Fisher Scientific, 
США) и CellMask™ Plasma Membrane Stains (Thermo 
Fisher Scientific, США) для визуализации ядерных и 
мембранных структур согласно методике произво-
дителя. Флуоресцентные микрофотографии клеточных 
культур получали с помощью Cytell Imaging System 
(Image Solutions, Великобритания).

Для изучения цитотоксичности метаболическую 
активность клеток BHK-21 после добавления полученных 
частиц измеряли с помощью колориметрического  
МТS-теста (CellTiter 96 AQueous One Solution Cell 
Proliferation Assay (MTS), Promega, США) согласно 
инструкции производителя. Клетки BHK-21 рассеивали 
в 96-луночный планшет в количестве 1,5×104/лунку  
для достижения 90% суточного монослоя. Добавляли 
10 мкл раствора частиц в рассчитанных концентрациях 
и культивировали в течение 24 ч при температуре 
37 °С и 5% CO2. После инкубирования в каждую лунку 
добавляли по 20 мкл раствора MTS и продолжали 
инкубацию в течение 2 ч. Оптическую плотность 
растворов при 490 нм измеряли с помощью план-
шетного спектрофотометра CLARIOstar (BMG Labtech, 
Германия). Метаболическую активность клеток опре-
деляли по формуле: 

𝑚𝑚. 𝑎𝑎. =  𝑂𝑂𝑂𝑂𝑃𝑃+ − 𝑂𝑂𝑂𝑂𝐾𝐾 
𝑂𝑂𝑂𝑂𝑃𝑃− − 𝑂𝑂𝑂𝑂𝐾𝐾

· 100% 

где m.a. – метаболическая активность клеток BHK-21; 
ODP+ – поглощение лунки, содержащей обработанные 
частицами mcl-ПГА клетки BHK-21; ODP- – поглощение 
лунки, содержащей клетки BHK-21 без добавления частиц; 
ODК – фоновое поглощение лунки с растворителем.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Зависимость размера частиц и их электрокине-

тического потенциала от концентрации Tween 80 в 
реакционной среде представлена в таблице. Наи-
меньший гидродинамический диаметр частиц (200 нм) 
наблюдается при соотношении концентраций ПГА 
и Tween 80 20:1. При увеличении концентрации 
Tween 80 в растворе наблюдается рост среднего 
диаметра частиц, вызываемый, по всей видимости, 

образованием многослойных структур [19]. При кон-
центрациях Tween 80 0,04 и 0,02% диаметр частиц 
также повышается: вероятнее всего, это обусловлено 
низкой стабильностью частиц и их агрегацией из-за 
недостатка детергента. Таким образом, 0,1% Tween 
80 способствует образованию частиц наименьшего 
диаметра, которые лучше проникают внутрь клетки 
[20]. Снижение электрокинетического потенциала 
по сравнению с контрольным образцом, вероятно, 
обусловлено наличием в молекулах ПГА отрицательно 
заряженных концевых карбоксильных групп. 
Средний диаметр частиц и их электрокинетический 
потенциал, измеренные методом динамического 
светорассеяния. Доверительные интервалы 
рассчитаны с помощью t-критерия Стьюдента. Tween – 
концентрация Tween 80 (%), PHA/Tween – соотношение 
концентраций ПГА и Tween 80, d – диаметр частиц (нм), 
ζ – электрокинетический потенциал (мВ), контроль – 
контрольный образец (0,1% водный раствор Tween 80) 

Mean diameter of the particles and their electrokinetic 
potential measured by dynamic light scattering. Confidence 
intervals are calculated using the Student t-test. Tween – 
Tween 80 concentration (%),  
PHA/Tween – ratio between PHA and Tween 80 
concentrations, d – diameter of the particles (nm);  
ζ– electrokinetic potential (mV); Control – control sample 
(0,1% aqueous Tween 80) 

Tween, % PHA/Tween d, нм ζ, мВ

0,4 5 340 ± 180 -15±6

0,2 10 270 ± 140 -14±6

0,1 20 200 ± 90 -17±5

0,04 50 460 ± 200 -10±6

0,02 100 850 ± 300 -8±7

Контроль 130 ± 20 -5±3

Показано, что при хранении в течение 90 дней 
(4 °С) раствора наночастиц, в которых соотношение 
ПГА к Tween 80 составляет 20:1, не наблюдается 
изменения их размера и электрокинетического 
потенциала. Таким образом, Tween 80 обеспечивает 
высокую агрегативную устойчивость наночастиц ПГА, 
делая их перспективными с точки зрения технологии 
производства. 

На рис. 1 представлена флуоресцентная микрофото-
графия клеток BHK-21, инкубированных с окрашенными 
нильским красным частицами (оранжево-красное 
свечение). Поглощение частиц клетками происходит 
в течение 2 ч, а наблюдаемое увеличение их мета-
болической активности (рис. 2) при концентрации 
ПГА до 200 мкг/мл связано, по всей видимости, с 
расщеплением ПГА эндогенными липазами и использо-
ванием 3-гидроксижирных кислот в качестве источника 
углерода и энергии. При концентрации ПГА 400 мкг/мл  
метаболическая активность клеток снижается, что 
может быть обусловлено токсичностью Tween 80 (его 
концентрация составляет 20 мкг/мл) [21].
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ВЫВОДЫ
Предложена методика получения стабилизированных 

Tween 80 наночастиц mcl-ПГА без использования хло-
рорганических растворителей. Установлено, что соот-
ношение концентраций ПГА и Tween 80 20:1 обеспе-
чивает образование частиц наименьшего диаметра. 

Получаемый раствор наночастиц может храниться до 
3 месяцев при температуре 4 °С. Показано, что полу-
чаемые частицы способны проникать внутрь клеток 
линии BHK-21 и при концентрации до 200 мкг/мл не 
обладают значимой цитотоксичностью.
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