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ВЛИЯНИЕ ЛИПОСОМАЛЬНОЙ ФОРМЫ АЛТЕПЛАЗЫ  
НА ЭФФЕКТИВНОСТЬ ТРОМБОЛИЗИСА В КОРОНАРНЫХ АРТЕРИЯХ  

ПРИ ОСТРОМ ИНФАРКТЕ МИОКАРДА 

Аннотация. Разработана липосомальная (Лип) форма доставки тканевого активатора плазминогена алтеплазы 
(АлТ). Изучен количественный и качественный состав липосом, их физико-химические характеристики и протеоли-
тическая активность липосомальной формы тромболитика. Установлено, что состав липосом с соотношением фос-
фатидилхолин / холестерин 1,5 : 1 и липиды / алтеплаза 1 : 1 является оптимальным для лечения острого инфаркта 
миокарда (ОИМ) в эксперименте. При различных соотношениях компонентов липосомы имели отрицательное зна-
чение дзета-потенциала > 30 мВ, что указывает на их агрегативную устойчивость, в том числе и после хранения  
в течение 2 суток при 20 °С. Липосомы, полученные из соевого фосфатидилхолина, обладают большей коллоидной 
устойчивостью (значение дзета-потенциала ~ –57 мВ) и имеют меньшее значение гидродинамического диаметра 
(~ 140 нм) по сравнению с липосомами из яичного фосфатидилхолина (~ –35,4 мВ и ~ 220 нм соответственно). Исход-
ное содержание «свободной» АлТ липосом в супернатанте из яичного фосфатидилхолина ЛипЯ(АлТ) составило 
15,0 ± 4,0 %, в течение периода инкубации (4 суток) концентрация АлТ уменьшается до 9,0 ± 4,5 %. В случае липосом 
из соевого фосфатидилхолина ЛипС(АлТ) содержание АлТ в течение периода инкубации увеличивается от 11,0 ± 4,5 
до 32,5 ± 6,0 %. Значения протеолитических активностей тканевого активатора плазминогена в составе ЛипЯ(АлТ)  
и ЛипС(АлТ) зависят от типа фосфатидилхолина. Исходная активность АлТ в ЛипЯ(АлТ) составила 36,0 % и через  
1 сутки она увеличилась до 45 %, активность АлТ в ЛипС(АлТ) составила 61,0 %, и через 1 сутки увеличилась до 66,0 %. 
При использовании липосомальной формы доставки алтеплазы в коронарных артериях крыс с ОИМ отмечается бо-
лее полный лизис фибрина, в отличие от животных, получающих нативную форму препарата. Разработанная систе-
ма адресной доставки алтеплазы на основе соевых липосом позволяет (p < 0,05) увеличить более чем на 15 % степень 
восстановления просвета коронарной артерии по сравнению с действием обычного препарата.

Ключевые слова: липосомы, гидродинамический диаметр, дзета-потенциал, протеолитическая активность, 
острый инфаркт миокарда, алтеплаза, тромболизис
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THE EFFECT OF THE LIPOSOMAL FORM OF ALTEPLASE ON THE EFFECTIVENESS OF 
THROMBOLYSIS IN CORONARY ARTERIES IN ACUTE MYOCARDIAL INFARCTION 

Abstract. A liposomal (Lip) formulation of tissue plasminogen activator, alteplase (AlT), has been developed. The 
quantitative and qualitative composition of the liposomes, as well as their physicochemical properties and proteolytic activity, 
have been studied in relation to the thrombolytic liposomal form. It was determined that a formulation consisting of liposomes 
with a phosphatidylcholine/cholesterol ratio of 1.5 : 1, and lipids/alteplase ratio of 1 : 1, is optimal for treating acute myocardial 
infarction (AMI) in experimental models. At different component ratios, liposomes had a negative zeta potential value greater 
than 30 mV, indicating their aggregative stability, even after storage for two days at 20 degrees Celsius. Liposomes derived 
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from soy phosphatidylcholine showed greater colloidal stability with a zeta potential of approximately –57 mV and a lower 
hydrodynamic diameter of approximately 140 nanometers, compared to liposomes derived from egg phosphatidylcholine, 
which had a zeta potential around –35.4 mV and a hydrodynamic diameter around 220 nanometers. The initial content of free 
AlT in the liposome supernatant from egg phosphatidylcholine (Lipeg) was 15.0 ± 4.0 %. During the incubation period of  
4 days, the concentration of free AlT decreased to 9.0 ± 4.5 %. In contrast, in liposomes derived from soy phosphatidylcholine 
(LipS), the content of free AlT increased from 11.0 ± 4.5 % to 32.5 ± 6.0 % over the same incubation period. The value of the 
proteolytic activity of tissue plasminogen activator (tPA) in the compositions of Lipeg(AlT) and Lips(AlT) depends on the type 
of phosphatidylcholine. The initial tPA activity in Lipeg (AlT) was 36.0 %, and after 1 day, it increased to 45 %. In Lips(AlT), 
the initial activity was 61.0 % and increased to 66 % after 1 day. When using the liposomal form of alteplase for delivery into 
the coronary arteries of rats with acute myocardial infarction (AMI), a more complete fibrin lysis is noted compared to 
animals receiving the native form of the drug. The developed system of targeted delivery of alteplase using soy liposomes has 
been shown to significantly improve the degree of coronary artery lumen restoration by more than 15 %, compared to the use 
of a conventional drug (p < 0.05).

Keywords: liposomes, hydrodynamic diameter, zeta potential, proteolytic activity, acute myocardial infarction, alteplase, 
thrombolysis
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Введение. Весьма важной при практическом применении является способность липосом 
включать в себя и удерживать вещества различной природы. Введение биологически активных 
веществ в везикулы может значительно повысить их терапевтическую эффективность, посколь-
ку действующее вещество, находящееся внутри липосомы, защищено бислоем липидов от дей-
ствия неблагоприятных факторов. Одним из перспективных направлений повышения медика-
ментозного тромболизиса является использование липосом нагруженных тромболитическим 
препаратом, выбор которого зависит от ряда факторов, включающих побочные эффекты, время 
полувыведения, специфичность к фибрину и иммуногенность. Липосома в данном случае вы-
полняет роль контейнера, из которого препарат высвобождается постепенно, в нужных дозах  
и в течение требуемого промежутка времени [1, 2]. 

Одним из таких тромболитиков, который воздействует только на плазминоген, связанный  
с тромбом, и обладает низкой иммуногенностью и невысокой фибрин-специфичностью, является  
алтеплаза – активатор плазминогена второго поколения [3]. Его практическое применение по-
зволяет уменьшить дозировку препарата за счет целевой доставки, поэтому данный тромболи-
тик, несмотря на высокую стоимость, применяется для лечения острого инфаркта миокарда [4].

Для липосомальных форм важное значение имеют такие характеристики, как их стабиль-
ность в кровотоке, «невидимость» для иммунной системы, адресная доставка препарата в актив-
ной форме к месту тромбоза, что регулируется составом липосом и способом их получения.

Для получения липосомальных форм тромболитиков чаще всего используют смесь фосфати-
дилхолинов, которые формируют бислойную мембрану, и холестерина (ХС), который способ-
ствует образованию жесткой оболочки, что предотвращает «вытекание» целевого вещества из 
везикул и их агрегацию.

Наиболее распространенным методом получения липосом с белками является метод гидра-
тации липидной пленки. Для формирования везикул таким способом смесь липидов в хлоро-
форме выпаривают на роторном испарителе до формирования тонкой пленки на стенках колбы, 
после чего добавляют воду, буфер или раствор биологически активного вещества, перемешива-
ют и лиофилизируют [5, 6].

Выбор липидного состава, типа активатора плазминогена (ТАП) и способа получения его 
липосомальной формы зависит от ожидаемого эффекта. При разработке средств целевой достав-
ки ТАП, т. е. получении фибрин-специфичных липосом, оптимальным является использование 
таких тромболитиков, как алтеплаза, тенектеплаза, стафилокиназа, так как они имеют сродство 
к фибрину, связываются преимущественно с плазминогеном тромба и при этом неиммуногенны. 
По этой причине в последнее время широко проводятся работы, направленные на получение ли-
посом с различным соотношением липидов и тромболитиков в «свободной» и «связанной» фор-
мах, а также изучение их физико-химических свойств [7–11].
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В связи с этим в качестве ТАП для получения его липосомальной формы нами выбран фиб-
рин-специфичный тромболитик – алтеплаза. 

Эффективность тромболизиса для восстановления кровотока в артериальных сосудах с по-
мощью липосом, содержащих лекарственное вещество, зависит не только от их качественного и 
количественного состава, но и от активности тромболитика.

Цель настоящего исследования – разработать систему доставки липосомальной формы АлТ 
и установить ее влияние на эффективность тромболизиса в коронарных артериях при остром 
инфаркте миокарда. 

Материалы и методы исследования. Липосомы получали методом гидратации липидной 
пленки [8, 12]: смесь яичного или соевого фосфатидилхолина (ФХ) и холестерина в хлороформе 
в мольном соотношении 1,5 : 1 упаривали на водяной бане (37 °С), используя роторный испари-
тель, до образования тонкой пленки липидов на стенках колбы с последующим досушиванием  
в течение 1 ч под вакуумом до полного удаления растворителя. Затем пленку гидратировали ди-
стиллированной водой, перемешивали и подвергали ультразвуковому воздействию с частотой 
35 кГц в течение 10 мин, полученный золь лиофилизировали. После этого добавляли тканевой 
активатор плазминогена – активное вещество – алтеплаза («Актилизе», Берингер Ингельхайм, 
Германия) в соотношениях липиды : АлТ 1 : 1, 1,5 : 1, 2 : 1, перемешивали, проводили 5 циклов 
замораживания-оттаивания (от –20 °С до +37 °С) и лиофилизировали, предварительно добавив 
криопротектор D-маннитол, для защиты липидной мембраны и предотвращения инактивации 
препарата в процессе высушивания.

Для включения в состав полученных липосом АлТ были выбраны следующие композиции: 
ФХ (соевый и яичный) : ХС с содержанием ХС от 33 до 40 %. Для каждого из вариантов получа-
ли липосомы с соотношениями липиды : АлТ ‒ 1 : 1, 1,5 : 1, 2 : 1. Активатор плазминогена добав-
ляли к пустым лиофилизированным липосомам и проводили процедуру замораживания-оттаи-
вания (5 раз, –20 °С – +55 °С) для увеличения доли включения активного компонента в везикулы, 
после чего снова лиофилизировали. Полученные порошки использовали для изучения свойств 
липосом с АлТ.

Эффективность включения (ЭВ) и содержание АлТ в липосомах определяли стандартным 
биохимическим методом Бредфорда [13, 14], основанном на связывании белком анионной формы 
красителя Кумасси G-250 [15]. Для проведения анализа к 700 мкл раствора, содержащего АлТ, 
прибавляли 300 мкл раствора Кумасси, выдерживали 5 мин и регистрировали оптическую плот-
ность раствора при длине волны 595 нм на спектрофлуориметре Solar CM2203 (Беларусь). Калиб-
ровочную кривую зависимости оптической плотности D595 от концентрации белка CАлТ строи- 
ли в диапазоне концентраций АлТ от 7,5 до 400 мкг/мл. Для определения содержания АлТ в ли-
посомах образцы центрифугировали при 20 000 об/мин в течение 1 ч (Allegra 64R, Beckman 
Coulter, США), после чего супернатант отбирали для анализа. Степень загрузки (СЗ) и ЭВ АлТ  
в липосомы рассчитывали по формулам:

ЭВАлТ = САлТ_Л × 100 %/СТАП_исх,

где ЭВАлТ – эффективность включения АлТ, %; САлТ_Л – концентрация АлТ в липосомах, мг/мл; 
САлТ_исх – концентрация АлТ в исходной смеси, мг/мл;

СЗАлТ = mАлТ × 100%/mЛ,

где СЗАлТ – степень загрузки АлТ в липосомы, %; mТАП – масса включенного АлТ, мг; mЛ – масса 
липосом, мг.

Высвобождение АлТ из липосом проводили в воде при 37 °С в течение 96 ч. 
Определение протеолитической активности тромболитиков осуществляли методом гидро-

лиза белка казеина препаратом фермента с последующим осаждением негидролизовавшегося 
белка трихлоруксусной или сульфосалициловой кислотами [16]. Для определения протеолити-
ческой активности АлТ лиофилизированные образцы липосом из соевого (ЛипС(АлТ) или яич-
ного (ЛипЯ(АлТ) фосфатидилхолина ресуспендировали в воде. В кювету добавляли Трис-буфер 
(0,1 моль/л, pH  8,4) и инкубировали на водяной бане в течение 5 мин при 37 °С, затем приливали 
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равный объем образца, содержащего АлТ, добавляли 10 мМ водного раствора хромогенного суб-
страта (S-2288, Chromogenix) [17–19], представляющего собой трипептид, от которого в присут-
ствии активатора плазминогена отщепляется n-нитроанилин. Регистрировали спектры поглоще-
ния при λ = 405 нм. Диапазон рабочих концентраций и активность АлТ в липосомах определяли 
из графиков зависимостей «степень поглощения (А) – время реакции (t)» для растворов с различ-
ной концентрацией тромболитика и «скорость ΔА/ч – концентрация (С)» за первые 5 мин реакции: 

Активность А ~ V0 (ΔA/ч)

Определение протеолитической активности АлТ в липосомах показало, что оптимальной 
концентрацией исходного золя Лип(АлТ) является 1 мг/мл, поскольку значения ΔА/ч попадают  
в калибровочную кривую 0,25 – 1,00 мг/мл. Учитывая, что активности АлТ не являются абсо-
лютными величинами, то для сравнительной оценки различных типов липосомальных форм 
тромболитика находили долю от номинальной активности по формуле:

Х = А(АлТ) × 100 % / А(АлТТ),

где Х – доля от номинальной (теоретической) активности АлТ, %; А(АлТ) – активность АлТ в ли-
посомах с концентрацией 1 мг/мл; А(АлТТ) – активность раствора АлТ с концентрацией 1 мг/мл.

При определении концентрации «свободного» и «связанного» тромболитика липосомы ресус-
пендировали в воде и центрифугировали при 20 000 об/мин в течение 1 ч (Allegra 64R, Beckman 
Coulter, США). При этом супернатант содержал «свободную», а осадок – «связанную» АлТ [11, 15]. 

Для визуализации липосом использовали флуоресцентные наночастицы CdSe/ZnS/олеила-
мин (ФНЧ), которые вводили в липосомы на стадии формирования липидной пленки при соот-
ношении липиды : ФНЧ 500 : 1 (мас.). Спектры флуоресценции липосом регистрировали на спек-
трофлуориметре (микроскоп Planar100-МБ, Беларусь) при увеличении 400 раз.

Гидродинамический диаметр липосом определяли методом динамического рассеяния света, 
дзета-потенциал измеряли по их электрофоретической подвижности на анализаторе ZetasizerNa-
no ZS (Malvern, Великобритания). Результаты представляют собой средние значения диаметров 
частиц и их стандартные отклонения пяти независимых измерений образцов. Форму и размеры 
липосом устанавливали также с помощью просвечивающей электронной (ПЭМ) и атомно-сило-
вой микроскопии (АСМ). 

Экспериментальные животные. Исследования in vivo проводили на 50 беспородных сам-
цах крыс весом 200–350 г в соответствии с соблюдением принципов биоэтики, методическими 
указаниями «Правила доклинической оценки безопасности фармакологических средств (GLP)» 
(Руководящий нормативный документ РД-126-91. М.,1992), ТКП 125-2008 «Надлежащая лабора-
торная практика».

Наркотизацию животных проводили внутримышечным введением раствора кетамина из 
расчета 0,2–0,3 мл на 100 г веса животного. По истечении срока наблюдения животные были 
выведены из эксперимента с соблюдением принципов биоэтики (по стандартам GLP) на фоне 
внутрибрюшинного тиопенталового наркоза из расчета 1 мл 5%-го тиопентала натрия на 100 г 
веса животного.

Моделирование тромба и формирование групп. Для создания модели ОИМ использовали ак-
тивную реакцию Артюса (феномен Артюса) в стенке кровеносного сосуда [20]: внутрибрюшин-
ная иммунизация лошадиной сывороткой в дозе 0,5 мл/кг массы тела с интервалом 5–7 суток 
между инъекциями – всего 3 раза, через 5–7 суток после последней инъекции введение 0,1–0,15 мл 
сыворотки в мышцу сердца.

Все животные были разделены на 4 группы по 10 крыс в каждой: 1-я группа – крысы с ОИМ 
без лечения; 2-я группа – внутривенное введение физиологического раствора животным с ОИМ; 
3-я группа – тромболизис нативной АлТ; 4-я группа – тромболизис липосомальной формой АлТ. 
Все формы АлТ вводили из расчета 0,5 мг/кг массы тела животного через 2 ч после моделирова-
ния ОИМ. Для потенцирования действия тромболитических препаратов в процессе проведения 
тромболизиса и профилактики осложнений использовали внутривенное введение гепарина в до-
зе 20 тыс. ЕД/кг массы тела животного. 
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Период наблюдения за животными составил  
180 мин. По истечении срока наблюдения животные 
были выведены из эксперимента с соблюдением 
принципов биоэтики (в соответствии со стандарта-
ми GLP) на фоне внутрибрюшинного тиопенталово-
го наркоза. 

Гистологические исследования. Для проведения 
гистопатологических исследований у животных из-
влекали сердца и рассекали на поперечные пластины. 
После фиксации в формалине и стандартной гисто-
технической обработки материал заливали в пара-
фин. Из парафиновых блоков изготавливали срезы 
толщиной 3 мкм (микротом Leica RM2265, Герма-
ния), которые окрашивали гематоксилин-эозином, 
MSB для определения «возраста» фибрина.

Изучение микропрепаратов и изготовление мик-
рофотографий проводились с помощью светового микроскопа с программным обеспечением 
(Leica, Германия).

Морфометрические исследования проводили при помощи программ количественной микро-
скопии для анализа и обработки изображений Leica-Qwin версии 1.56. Определяли площади 
тромба (А1) и просвета сосуда (А2), степень тромболизиса рассчитывали по формуле:

А2/А1+А2.

Результаты и их обсуждение. Разработка липосомальной системы доставки АлТ. По ре-
зультатам ПЭМ получаемые липосомы имели сферическую форму и размеры 30–70 нм (рис. 1).

При добавлении воды к лиофильно высушенным смесям во всех случаях получали опалесци-
рующую суспензию из липосом. Их гидродинамический диаметр зависел от типа использован-
ного ФХ и соотношения ФХ : ХС (табл. 1). 

Таблица 1.  Гидродинамический диаметр, дзета-потенциал и индекс полидисперсности липосом  
при различных соотношениях компонентов

Table 1. Hydrodynamic diameter, zeta potential and polydispersity index of liposomes at different component ratios

Состав липосом,
ФХ : ХС 

Соотношение компонентов, мол.  
(содержание ХС, %)

Гидродинамический  
диаметр, нм

Индекс 
полидисперсности (PDI) Дзета-потенциал, мВ

ФХ (соевый) 

2 : 1 (33 %) 80–100
270 (2 сут) 0,44 –52,3

–42,8 (2 сут)

1,5 : 1 (40 %) 60–200
70–100 (2 сут) 0,32 –42,7

–34,3 (2 сут)

1 : 1 (50 %) 220
300–520 (2 сут) 0,35 –45,9

–36,4 (2 сут)

ФХ (яичный) 

2 : 1 (33 %) 40–50
40–60 (2 сут) 0,46 –37,0

–34,0 (2 сут)

1,5 : 1 (40 %)
40–50
60–70
(2 сут)

0,43 –32,0
–31,0 (2 сут)

1 : 1  (50 %) 30–40
40–50 (2 сут) 0,47 –34,0

–33,0 (2 сут)

Образование липосом с наименьшими размерами (30–50 нм) характерно при использовании 
яичного ФХ, в то время как из соевого лецитина размер везикул зависел от содержания ХС:  
с увеличением его количества от 33 до 50 % гидродинамический диаметр изменялся от 60 до  
220 нм (табл. 2). 

Величина и знак дзета-потенциала являются одними из важнейших параметров стабильно-
сти коллоидных растворов и скорости клиренса частиц в крови [10, 21]. Чем выше его величина, 

Рис. 1. ПЭМ-изображение липосом  
(увеличение в 72 тыс. раз)

Fig. 1. TEM image of the liposomes  
(magnification of 72 thousand times)
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тем больше силы отталкивания, препятствующие агрегации липосом. Исследованные образцы 
отрицательно заряжены, значения дзета-потенциала во всех случаях имели величину > 30 мВ, 
что указывало на их агрегативную устойчивость, в том числе и после хранения в течение 2 суток 
при 20 °С. Липосомы, полученные из соевого ФХ, показали наименьшие значения дзета-потен-
циала: от –52 до –43 мВ, в то время как из яичного ФХ – от –37 до –32 мВ.

В случае липосом из соевого лецитина с содержанием ХС 33 % размеры ЛипС(АлТ) состави-
ли 30–70 нм, что меньше, чем в случае не нагруженных белком липосом. При этом значение дзе-
та-потенциала также уменьшилось до –59 мВ, что указывает на стабилизацию липосомальных 
композиций при включении АлТ (табл. 2).

Увеличение количества ХС в липосомах до 40–50 % приводило к незначительному увеличе-
нию гидродинамического диаметра липосом, который составлял 55–100 нм с одновременным 
уменьшением значения дзета-потенциала до –45 мВ. При использовании яичного лецитина раз-
меры липосом составили 80–105 нм, их дзета-потенциал уменьшался от –20 до –49 мВ при уве-
личении количества АлТ до соотношения 1 : 1.

Для защиты липидной мембраны и предотвращения инактивации препарата в процессе вы-
сушивания добавляли криопротектор D-маннитол к Лип (ТАП).

В присутствии D-маннитола увеличение содержания ХС в липосомах приводило к агрегации 
липосом и увеличению их гидродинамического диаметра от 75 до 470 нм (табл. 3).

При этом значение дзета-потенциала изменялось незначительно и оставалось в пределах от 
–58,1 до –46,5 мВ, что указывало на коллоидную устойчивость системы. Поскольку липосомы 
склонны к агрегации, они имели достаточно широкое распределение по размерам: значения ин-
декса полидисперсности PDI находились в пределах 0,45–0,92 в зависимости от состава. 

Выход липосомальной формы АлТ зависел главным образом от ее содержания: увеличение 
количества алтеплазы приводило к уменьшению выхода от ~ 97,0 % для Лип(ТАП) – 33 % до 
~ 76,5 % в случае Лип(ТАП) – 50 %. Основные потери веществ приходились на стадию лиофили-
зации.

Предварительно были установлены оптимальные условия определения активности АлТ: кон-
центрация и количество добавляемого хромогенного субстрата (ХрС), диапазон определяемых 
концентраций АлТ, время и температура реакции.

Реакцию гидролиза ХрС проводили при 37 °С в термостатируемой ячейке при постоянном 
перемешивании растворов и смеси.

Таблица 2.  Гидродинамический диаметр, дзета-потенциал и индекс полидисперсности липосом с АлТ  
при различных соотношениях компонентов

Table 2. Hydrodynamic diameter, zeta potential and polydispersity index of liposomes  
with AlT at different component ratios

Состав липосом,
соотношение

ФХ :  ХС

Соотношение 
липиды : ТАП, мас.

Гидродинамический 
диаметр, нм

Индекс 
полидисперсности (PDI) Дзета-потенциал, мВ

ФХ (соевый) : ХС
2 : 1

2 : 1 (33 %) 30–70 0,61  
1,5 : 1 (43 %) 35–45 0,54 –57,0
1 : 1 (50 %) 40–60 0,56 –59,4

ФХ (соевый) : ХС
1,5 : 1

2 : 1 (33 %) 80–100 0,33 –55,2
1,5 : 1 (43 %) 55–65 0,58 –52,4
1 : 1 (50 %) 65–75 0,53 –49,2

ФХ (соевый) :  ХС
1 : 1

2 : 1 (33 %) 60–75 0,66 –50,3
1,5 : 1 (43 %) 55–80 0,47 –51,2
1 : 1 (50 %) 65–75 0,65 –44,7

ФХ (яичный) : ХС
2 : 1

2 : 1 (33 %) 80–90 0,61 –20,4
1,5 : 1 (43 %) 95–105 0,48 –40,2
1 : 1 (50 %) 90–105 0,55 –48,9

ФХ (яичный) : ХС
1,5 : 1

2 : 1 (33 %) 80–90 0,46 –31,2
1,5 : 1 (43 %) 85–105 0,56 –37,8
1 : 1 (50 %) 95–105 0,54 –45,4
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Скорости реакций (ΔA/ч) АлТ с ХрС в течение 
первых 10 мин линейно увеличивали при концен-
трации АлТ от 0,25 мг/мл до 1,0 мг/мл и составляли 
0,5 и 4,1 г–1 соответственно (рис. 2). Увеличение вре-
мени реакции до 30 мин для растворов с концентра-
циями 0,5 и 1 мг/мл приводило к замедлению накоп-
ления п-нитроанилина.

В связи с этим при определении активности АлТ 
рабочий диапазон концентраций составлял 0,25– 
1,00 мг/мл при времени проведения реакции 5 мин 
(коэффициент корреляции 0,997 ± 0,002), что в даль-
нейшем было использовано для построения калиб-
ровочной кривой с целью определения соответствую-

щей концентрации тканевого активатора плазминогена.
Увеличение количества добавляемой АлТ к липидам от 33 до 50 % во всех случаях приводи-

ло к увеличению эффективности ее включения и степени загрузки в липосомы. Наименьшие 
значения ЭВ характерны для липосом с соотношением липидов 2 : 1 в случае соевого 75,5 %  
и для яичного 72,7 % ФХ. Наибольшая эффективность включения, равная 85,8–89,2 %, характер-
на для образцов, содержащих в исходной смеси 43–50 % АлТ и при соотношении ФХ : ХС 1,5 : 1 
(рис. 3).

С увеличением количества добавленной к липосомам АлТ возрастала и их степень загрузки 
от ~ 26,0 до 47,0 %.

Дальнейшее увеличение концентрации АлТ для включения в липосомы приводило к незна-
чительному изменению степени загрузки и эффективности включения, а также уменьшению вы-
хода конечного продукта, поэтому состав липосом ФХ : ХС ‒ 1,5 : 1 и соотношение липиды :  
АлТ ‒ 1 : 1 являются оптимальными для дальнейшего его использования (рис. 3).

Липосомы ЛипC(АлТ) и ЛипЯ(АлТ) на планарной поверхности имели округлую форму диа-
метром до 60 нм и высоту ~ 7,0 нм (рис. 4).

Таблица 3.  Гидродинамический диаметр, дзета-потенциал, индекс полидисперсности и выход липосом с АлТ 
при различных соотношениях компонентов в присутствии D-маннитола

Table 3. Hydrodynamic diameter, zeta potential, polydispersity index and yield of liposomes with AlT at different 
component ratios in the presence of D-mannitol

Состав липосом,
соотношение ФХ : ХС

Соотношение 
липиды : ТАП, мас.

Выход 
липосом, %

Гидродинамический  
диаметр, нм

Индекс 
полидисперсности (PDI) Дзета-потенциал, мВ

ФХ (соевый) : ХС
2 : 1

2 : 1 (33 %) 96,9 130–140 0,92 –54,7
1,5 : 1 (43 %) 91,1 75–85 0,55 –47,8
1 : 1 (50 %) 80,0 85–95 0,71 –46,5

ФХ (соевый) : ХС
1,5 : 1

2 : 1 (33 %) 82,3 60–80 0,90 –56,9
1,5 : 1 (43 %) 80,0 280–310 0,85 –55,4
1 : 1 (50 %) 81,9 120–140 0,45 –56,6

ФХ (соевый) : ХС
1 : 1

2 : 1 (33 %) 81,2 400–450 0,79 –51,7
1,5 : 1 (43 %) 83,0 450–470 0,63 –56,0
1 : 1 (50 %) 76,4 320–370 0,88 –58,1

ФХ (яичный) : ХС
2 : 1

2 : 1 (33 %) 85,2 140–165 0,45 –45,8
1,5 : 1 (43 %) 80,6 155–190 0,68 –49,4
1 : 1 (50 %) 78,1 200–240 0,63 –50,1

ФХ (яичный) : ХС
1,5 : 1

2 : 1 (33 %) 88,7 160–185 0,64 –46,2
1,5 : 1 (43 %) 92,1 180–225 0,71 –45,3
1 : 1 (50 %) 96,2 220–240 0,56 –48,4

Рис. 2. Зависимость скорости реакции (ΔА/ч)  
от концентрации АлТ при температуре 37 °С

Fig. 2. Dependence of the reaction rate (ΔA/h)  
on AlT concentration at a temperature of 37 °C
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ЛипC(АлТ)  ЛипЯ(АлТ)

        h ~ 6,8нм; d ~ 58,9 нм
                                    a

h ~ 6,9нм; d ~ 47,1 нм
                            b

Рис. 4. АСМ-изображение липосом из ФХ с АлТ соевого (a) и яичного (b); h – высота липосом, d – их диаметр

Fig. 4. AFM image of liposomes from PC with AlT from soy (a) and egg (b); h – height of liposomes, d – their diameter

При различных соотношениях компонентов липосомы имели отрицательное значение дзе-
та-потенциала, что связано с наличием на их поверхности как фосфоэфирных групп, так и отри-
цательно заряженных групп тромболитика. Липосомы из соевого фосфатидилхолина ЛипС(АлТ) 
обладали большей коллоидной устойчивостью (значение дзета-потенциала ~ –57 мВ) и имели 

Рис. 3. Сравнительная характеристика эффективности включения и степени загрузки АлТ в липосомы  
в зависимости от их состава и соотношения компонентов

Fig. 3. Comparative characteristics of the inclusion efficiency and the degree of loading of ALT into liposomes de-pending  
on their composition and ratio of components
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меньшее значение гидродинамического диаметра (~ 140 нм) по сравнению с ЛипЯ(АлТ), что мо-
жет быть обусловлено более жесткой и менее текучей мембраной ЛипС, благодаря чему они сла-
бее агрегировали (табл. 4).

Таблица 4. Характеристики липосом с АлТ
Table 4.  Characteristics of liposomes with AlT

Характеристика липосом ЛипЯ(АлТ) ЛипС(АлТ)

Гидродинамический диаметр, нм 220–240 120–140
Дзета-потенциал, мВ –35,4 ± 0,9 –56,6 ± 1,5
Эффективность включения АлТ в липосомы, % 89,0 ± 7,5 87,0 ± 7,0
Содержание АлТ в липосомах, % 46,5 ± 2,5 47,0 ± 4,5
Общая активность после приготовления липосом, % от номинальной 36,0 ± 2,5 61,0 ± 7,0
Общая активность через 1 сутки после приготовления липосом, % от 
номинальной (изменение активности) 45,5 ± 4,0 66,0 ± 8,0 

Для применения липосом в тромболитической терапии важно, чтобы при их разведении рас-
твором для инъекций они сохраняли свою целостность, отсутствовало существенное высвобож-
дение активного вещества, а также поддерживалась его активность до введения в кровоток. По-
скольку при разрушении липосом возможен выход тканевого активатора плазминогена в раствор 
как в активной, так и неактивной форме, то высвобождение АлТ из липосом в воде при темпера-
туре 37 °С в течение 96 ч определяли в супернатанте, полученном после центрифугирования  
образцов [10, 21].

Исходное содержание «свободной» АлТ в супернатанте ЛипЯ(АлТ) составило 15,0 ± 4,0 %. 
Уменьшение концентрации активатора плазминогена в течение периода инкубации (4 суток) до 
9,0 ± 4,5 %, вероятно, связано с реадсорбцией высвобождающегося белка на липидной мембране 
и осаждением при центрифугировании. В случае липосом из соевого ФХ содержание АлТ за 24 ч 
увеличилось от 11,0 ± 4,5 до 22,0 ± 4,5 % и до 32,5 ± 6,0 % в течение 96 ч, т. е. выход тканевого 
активатора плазминогена составил ~ 11,0 и 22,0 % за 1 и 4 суток соответственно. При этом за 
первый час высвобождалось незначительное количество тромболитика, что указывает на ста-
бильность липосом в растворе и возможность их хранения и использования после приготовле-
ния суспензии без существенной потери активного вещества.

Активность тромболитического препарата в составе липосом является одним из основных 
параметров для их дальнейшего применения в экспериментах in vivo. 

Значения протеолитических активностей тканевого активатора плазминогена в составе ЛипЯ(АлТ) 
и ЛипС(АлТ) зависят от типа фосфатидилхолина (см. табл. 4). Активность АлТ в липосомах из яич-
ного ФХ составила 36,0 % и через 1 сутки она увеличилась на ~ 10 %. В случае использования сое-
вого ФХ исходное значение активности АлТ было выше и составило 61,0 %, а через 24 ч увеличи-
лось до 66,0 %. Это свидетельствует как о высвобождении тромболитика из липосом, так и сохра-
нении его активности в течение 24 ч. При этом препарат, по-видимому, находится внутри липосом, 
в бислое липидов, на их поверхности и в свободном состоянии в золе. Поскольку детектировать 
АлТ внутри контейнеров не представляется возможным, то реальная активность Лип(АлТ) при 
достижении тромба может быть выше за счет прикрепления липосом и вы свобождения вещества.

Результаты гистологического исследования сердца крыс в группе с моделью ОИМ с исполь-
зованием иммунологических реакций. У крыс с моделью ОИМ отмечали артериальные тромбы – 
обтурирующие (27 %), субобтурирующие (52 %), пристеночные (21 %). У одной крысы наблю-
дался спонтанный минимальный тромболизис: в пристеночной части тромба прослеживался 
очаг разрыхления эритроцитов. Спектр окрашивания фибрина методом MSB включал оттенки 
ярко-красного и серо-голубого цветов. 

Неравномерная окраска миокарда в препаратах экспериментальных животных, выведенных 
через час после моделирования ОИМ, свидетельствовала о наличии субсегментарных поврежде-
ний кардиомиоцитов. Наблюдали волнистую деформацию, субсегментарные и сегментарные по-
вреждения и некроз кардиомиоцитов. Отмечали диффузно-очаговое выраженное венозно-капил-
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лярное полнокровие, в капиллярах – агрегацию эритроцитов, нарастание полной блокады капил-
лярного кровотока. На фоне повреждения внутренней выстилки сосудов и нарушения реоло - 
гических свойств крови тромбы развивались не только в крупных ветвях коронарных артерий, 
но и в сосудах микроциркуляторного русла.

Оценка эффективности тромболизиса по данным гистологического исследования. В коро-
нарных артериях крыс после введения физиологического раствора наблюдали обтурирующие  
и субобтурирующие красные тромбы с полями фибрина, плотно спаянные с внутренней выстил-
кой артерий без признаков тромболизиса (рис. 5, a).

При лечении АлТ у всех экспериментальных животных отмечали тромболизис в крупных  
и средних ветвях коронарных артерий, в сосудах микроциркуляторного русла наблюдали агре-
гацию эритроцитов, остановку капиллярного кровотока. По результатам окрашивания MSB  
в тромбах визуализировали старый и зрелый фибрин, располагающийся пристеночно и в центре 
(рис. 5, b). 

При морфологическом исследовании миокарда крыс с ОИМ после лечения Лип(АлТ) у всех 
экспериментальных животных наблюдается тромболизис. Практически полный фибринолиз в круп-
ных и средних коронарных артериях, в просвете мелких коронарных артериях фибрин визуализи-
руется в следовых количествах (рис. 5, c). В сосудах микроциркуляторного русла сохранялись оча-
ги агрегации эритроцитов. В большинстве случаев в тромбах наблюдаются следовые количества 
старого и зрелого фибрина, а в отдельных коронарных артериях фибрин отсутствовал. 

  
Рис. 5. Патоморфологические изменения в коронарных артериях крыс с индуцированными тромбами.  

Репрезентативные изображения коронарных артерий, окрашенных MSB, введение физиологического раствора (a), 
тромболизис АлТ (b), ЛипАлТ (c)

Fig. 5. Pathomorphological changes in the coronary arteries of rats with induced thrombi. Representative images of coronary 
artery coronary arteries stained with MSB, saline injection (a), ALT thrombolysis (b), Li-pALT (c)

Во всех экспериментальных группах наблюдали тромболизис, степень которого значитель- 
но (p < 0,05) увеличилась при использовании липосомальной формы доставки тромболитика 
(76,35 ± 5,5 %) по сравнению с обычной формой (63,8 ± 1,5 %). Таким образом, разработанная 
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система адресной доставки алтеплазы на основе соевых липосом позволяет достоверно увели-
чить (p < 0,05) степень восстановления просвета коронарной артерии по сравнению с действием 
обычного препарата.

Заключение. Разработана липосомальная форма целевой адресной доставки тканевого акти-
ватора плазминогена алтеплазы, полученная методом гидратации липидной пленки из смеси ФХ 
(соевого, яичного) и ХС (1,5 : 1) с добавлением в качестве криопротектора D-маннитола и соотно-
шением липиды : алтеплаза 1 : 1, с выходом ~ 82–96 %. 

Установлено, что ЛипС(АлТ) по сравнению с ЛипЯ(АлТ) обладают большей коллоидной 
устойчивостью (значение дзета-потенциала ~ –57 против ~ –35 мВ), более высокой протеолити-
ческой активностью (~ 61 против ~ 36 %) и имеют меньшее значение гидродинамического диа-
метра (~ 140 против ~ 240 нм).

Липосомальная форма доставки тромболитика вызывает наиболее полный фибринолизис  
в коронарных артериях крыс по сравнению с его обычной формой, что подтверждается увеличе-
нием более чем на 15 % степени восстановления просвета сосуда (p < 0,05).

Полученные результаты создают основу для разработки улучшенной формы тромболитиче-
ских препаратов, а именно системы адресной доставки. Для этого необходимо получить и иссле-
довать свойства сложных конъюгатов, состоящих из липосом с включенным тромболитиком  
и векторов для направленного транспорта, в частности антител к компонентам тромба. 
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