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Несмотря на то, что химиотерапия является 
одним из основных и наиболее эффективных мето-
дов консервативного лечения злокачественных но-
вообразований, ее применение по-прежнему огра-
ничивается серьезными побочными эффектами, 
возникающими за счет отсутствия специфичности 
химиотерапевтических агентов [1]. Наиболее эф-
фективным способом решения данной проблемы 
является использование систем доставки лекар-
ственных средств (СДЛС), которые помимо сниже-
ния частоты возникновения побочных эффектов 
позволяют применять новые, более эффективные 

режимы лечения онкологических заболеваний [2]. 
Основными препятствиями достижения макси-
мальной эффективности проводимой терапии с ис-
пользованием СДЛС являются невозможность кон-
тролируемого высвобождения химиотерапевтиче-
ского агента и низкая емкость загрузки.  

В связи с этим разработка новых СДЛС, кото-
рые, с одной стороны, позволяют контролируемо 
высвобождать химиотерапевтический агент, с дру-
гой − транспортировать его в высоких количествах 
непосредственно к органам-мишеням, является ак-
туальным направлением фармацевтической химии.  
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В последнее десятилетие наибольший инте-
рес сфокусирован на использовании ультразвуко-
вого излучения (УЗ) в качестве внешнего пусково-
го механизма для высвобождения лекарственных 
средств [3]. Преимуществами данного подхода яв-
ляются неинвазивность, безопасность, а также по-
стоянный и контролируемый профиль концентра-
ции лекарственного средства с благоприятной 
фармакокинетикой [4].  

Ц е л ь  р а б о т ы  − получение новой 
СДЛС на основе поверхностно-модифицированных 
микрочастиц ноль-валентного железа (Fe(0)) с вы-
сокой емкостью загрузки доксорубицина и возмож-
ностью его контролируемого высвобождения под 
воздействием внешних (УЗ-излучение) и внутрен-
них (значения рН окружающей среды) факторов.  

Более того, за счет лучших магнитных 
свойств ноль-валентного железа по сравнению с 
оксидами железа, СДЛС на его основе могут быть 
использованы для проведения гипертермической 
терапии, а микронные размеры позволяют решать 
задачи локальной эмболизации опухоли [5]. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Для проведения исследований были исполь-

зованы реагенты и органические растворители, яв-
ляющиеся товарными продуктами фирм «Aldrich» 
(США), «Fluka» и др., соответствующей чистоты 
(содержание основного компонента не менее 
98%), которые использовались без предваритель-
ной очистки. Дзета-потенциал и размеры микроча-
стиц определяли на приборе Zetasizer Nano ZS 
(«Malvern», Великобритания). В эксперименте ис-
пользовали водную суспензию с концентрацией  
1 мг/мл (рН=7). Доказательство ковалентного при-
соединения органических функциональных групп 
на микрочастицы железа (Fe-COOH) оценивали 
методом ИК-спектроскопии на приборе Nicolet iS5 
Infrared Spectrometer («Thermo Scientific», СШA).  

Методика синтеза 4-карбоксибензилдиазо-
ний тозилата. Синтез осуществляли в соответ-
ствии с методикой [6]. 

Методика синтеза микрочастиц Fe-COOH и 
конъюгата Fe-CS-DOX. Синтез микрочастиц же-
леза проводили по модифицированному методу 
синтеза, разработанному ранее [7]. Хлорид железа 
(III) (1,05 г, 6,5 ммоль) и натрия боргидрид (0,441 г,  
11,7 ммоль) по отдельности растворяли в 30 мл 
дистиллированной воды. Далее в трехгорлой кол-
бе в атмосфере аргона смешивали по 15 мл приго-
товленных растворов. Перемешивание осуществ-

ляли в течение 10 мин с использованием механи-
ческой мешалки. Затем к полученной смеси до-
бавляли оставшиеся 15 мл растворов хлорида же-
леза (III) и натрия боргидрида и снова перемеши-
вали в течение 10 мин. К полученной реакционной 
массе приливали водный раствор 4-карбоксибен-
золдиазоний тозилата (1,2%, 60 мл) и продолжали 
перемешивание в течение еще 30 мин. Получен-
ные микрочастицы Fe-COOH выделяли из смеси 
путем осаждения с помощью неодимового магни-
та и последовательно промывали водой, этанолом 
и ацетоном до достижения прозрачного раствора 
над частицами. Далее выделенные микрочастицы 
осаждали с использованием неодимового магнита, 
после чего супернатант удаляли методом деканти-
рования, а полученные микрочастицы Fe-COOH 
высушивали от остаточных органических раство-
рителей в потоке азота в течение 15 мин. 

На следующем этапе осуществляли получение 
конъюгата Fe-CS-DOX, используя измененный ме-
тод [8]. Полученные микрочастицы Fe-COOH по-
вторно суспендировали в 14 мл дистиллированной 
воды. Параллельно готовили водный раствор док-
сорубицина (40 мл, 1 мг/мл) и раствор хитозана 
(80 мл, 0,4 мг/мл) в воде с добавлением уксусной 
кислоты до достижения значения рН, равного 4−5. 
Растворение хитозана (CS) проводили при интен-
сивном перемешивании и температуре 40 °С. К 
раствору хитозана по каплям добавляли раствор 
доксорубицина и оставляли при перемешивании 
на 10,мин. Полученную смесь CS/DOX медленно 
прибавляли к суспензии микрочастиц Fe-COOH и 
оставляли перемешиваться в течение 2 ч, после че-
го всю реакционную массу центрифугировали при 
1500 об/мин в течение 10 мин. Супернатант отде-
ляли от осадка (Fe-CS-DOX) методом декантиро-
вания и оставляли для определения емкости за-
грузки. Образовавшийся конъюгат Fe-CS-DOX 
высушивали лиофильно.  

Эффективность инкапсуляции (EE) и емкость 
загрузки (LC) доксорубицина рассчитывали по 
следующим уравнениям: 

DOX

DOX
EE(%) 100Mf

Mt
 

= ⋅ 
 

; DOX

MP
(мг / мг) MfLС

M
=  ,  

где DOXMf  − масса доксорубицина, загруженного на 
микрочастицы; DOXMt  − масса доксорубицина, взя-
тая для загрузки; MPM  − масса взятых микрочастиц. 

Количественное содержание DOX в суперна-
танте определяли методом УФ-спектроскопии при 
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длине волны 480 нм на спектрофотометре Evolution 
201/220 UV-Visible Spectrophotometers («Thermo 
Scientific», США). Расчет концентрации выполняли 
по калибровочной прямой в диапазоне концентра-
ций растворов DOX от 1,172 до 150,0 мкг/мл. 

Изучение высвобождения доксорубицина про-
водили в инкубаторе Stuart SI 500 («Stuart», Вели-
кобритания) при постоянной температуре 37 °C, 
перемешивании 100 об/мин и значениях рН, равных 
3,3; 5,5; 7,4. Для осуществления эксперимента гото-
вили 10 мл суспензии конъюгата с концентрацией  
1 мг/мл. В качестве растворителя использовали 
смесь KCl/HCl со значением рН 3,3. Исследуемый 
образец помещали в инкубатор и через определен-
ные промежутки времени проводили отбор проб, 
после чего центрифугировали при 7500 об/мин в 
течение 5 мин, затем спектрофотометрировали су-
пернатант. Отобранный объем замещали эквива-
лентным объемом свежего раствора KCl/HCl и про-
должали изучение высвобождения. Изменение зна-
чений рН также проводили в определенные проме-
жутки времени непосредственно в анализируемом 
растворе путем добавления 0,1 М раствора натрия 
гидроксида до достижения необходимого значения.  

Высвобождение доксорубицина под воздей-
ствием ультразвука изучали параллельно при 
условиях, аналогичных описанным выше. В каче-
стве источника ультразвукового излучения ис-
пользовали ультразвуковую ванну Elmasonic S10H 
(«Elma», Германия). Особенностью данной мето-
дики является внесение исследуемого образца в 
ультразвуковое поле с частотой 75 кГц и удельной 
мощностью 2 Вт/см2 на 30 с. Обработку ультра-
звуком осуществляли непосредственно перед цен-
трифугированием и отбором проб.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Полученная система представляет собой 

конъюгат из частиц микронных размеров (рис. 1), 
ядро которого состоит из ноль-валентного железа 
с модифицированной поверхностью. К поверхно-
сти ядра за счет электростатических взаимодей-
ствий обеспечивается присоединение доксоруби-
цина и низкомолекулярного хитозана для повы-
шения стабильности системы. 

Характеристика микрочастиц. Экспери-
менты по определению размеров микрочастиц же-
леза (Fe(0), Fe-COOH и Fe-CS-DOX) показали от-
сутствие значимой дисперсии результатов в ходе 
модификации и конъюгации (таблица).  

 

Рис. 1. Схематическое изображение конъюгата Fe-CS-DOX 

Таблица. Размер и дзета-потенциал микрочастиц 

Название  
образца 

Размер частиц,  
мкм 

Дзета-потенциал,  
мВ 

Fe(0) 4,19±0,12 −0,03±0,01 

Fe-COOH 4,32±0,18 −18,92±0,81 

Fe-CS-DOX 4,43±0,21 −9,07±0,46 

Отрицательное значение дзета-потенциала 
для микрочастиц Fe-COOH объясняется наличием 
карбоксильных групп на их поверхности. Полу-
ченные результаты косвенно свидетельствуют о 
ковалентной модификации поверхности микроча-
стиц 4-карбоксифенильными группами.  

Для конъюгата Fe-CS-DOX наблюдается зна-
чительный сдвиг дзета-потенциала в положитель-
ную сторону. Это объясняется присутствием в его 
структуре положительно заряженных молекул 
доксорубицина и хитозана. 

Смещение дзета-потенциала в положитель-
ную сторону свидетельствует о прохождении про-
цесса конъюгации.  

Подтверждение ковалентного присоединения 
4-карбоксифенильных групп к поверхности мик-
рочастиц ноль-валентного железа осуществляли 
методом ИК-спектроскопии (рис. 2). 

На спектре микрочастиц ноль-валентного же-
леза (Fe(0)) наблюдаются полосы поглощения при 
νOH 3422 и 1637 см−1, которые характеризуют ко-
лебания −ОН группы воды, адсорбированной на 
поверхности, что, в свою очередь, предполагает 
формирование оксидного слоя на поверхности 
микрочастиц. 

На спектре микрочастиц Fe-COOH, наблю-
даются полосы поглощения в диапазоне νOH 
3000−2500 см−1, что указывает на присутствие 
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карбоксильной группы (−COOH) и отдельный пик 
поглощения при νС−С 1603 см−1, подтверждающий 
присутствие бензольного кольца. Таким образом, 
полученные результаты могут подтверждать при-
соединение 4-карбоксифенильных групп к по-
верхности микрочастиц [9]. 

Изучение высвобождения доксорубицина. 
Расчет концентрации доксорубицина производили 
по уравнению калибровочной прямой: 

Abs 0,0189Концентрация (мкг / мл)
0,0171
−

= ,  

где Abs − поглощение анализируемого образца. 
Коэффициент корреляции R2 = 0,999. 
Перед изучением высвобождения доксоруби-

цина была определена эффективность инкапсуля-
ции (ЕЕ) и емкость загрузки (LC), которые соста-
вили 54% и 0,54 мг доксорубицина на 1 мг микро-
частиц соответственно. 

Результаты эксперимента по изучению вы-
свобождения доксорубицина под воздействием 
ультразвука и без него приведены на рис. 3.  

Как следует из результатов эксперимента, уль-
тразвуковое излучение оказывает существенное 
влияние на увеличение скорости высвобождения 
доксорубицина из конъюгата вне зависимости от 
значения рН. Данный факт объясняется возникно-
вением колебательных движений среды высвобож-
дения, вследствие чего происходит разрушение 
электростатических взаимодействий в конъюгате.  

Полученные данные свидетельствуют о воз-
можности использования разработанной системы 
в качестве средства для контролируемого высво-
бождения доксорубицина. 

ВЫВОДЫ 
1. Изучено высвобождение доксорубицина из но-

сителя, на основе микрочастиц Fe(0) при раз-
личных значениях рН и подтверждено влияние 
ультразвукового излучения на изменение ки-
нетики высвобождения (более чем в 4 раза, че-
рез 12 ч после начала эксперимента). Емкость 
загрузки доксорубицина и среднее значение 
размера микрочастиц составили 0,54 мг/мг и 
4,43 мкм соответственно.  

2. Рассмотренная система Fe-CS-DOX оставляет 
большие перспективы для дальнейшего ис-
пользования в качестве носителя лекарствен-
ных средств. 
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Рис. 2. ИК-спектры микрочастиц Fe(0), бензойной кислоты,  
Fe-COOH 

Высвобождение DOX 
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Рис. 3. График высвобождения доксорубицина из конъюгата 
Fe-CS-DOX 
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Aim. To obtain new drug carrier for doxorubicin based on modified Fe(0) microparticles and evaluate its release kinetics under 
influence of different values of pH and ultrasound irradiation. Material and methods. Size and zeta-potential of microparticles were 
determined on Zetasizer Nano ZS. Surface modification (covalent binding of residues of benzoic acid) was confirmed by FTIR spectros-
copy. Encapsulation efficiency (EE) and loading capacity (LC) of doxorubicin (DOX) was determined by UV spectroscopy (480 nm). Re-
lease studies were carried out in Stuart SI 500 incubator at a constant temperature (37 °C), stirring rate (100 rpm) and different pH 
values (3.3; 5.5; 7.4). For investigation of influence of ultrasound (US) irradiation on the release kinetics ultrasound field with fre-
quency and power 75 kHz and 2 W/cm2 respectively was used. Ultrasonic bath Elmasonic S10H was used as a source of ultrasound ir-
radiation. Results and discussions. Size and zeta-potential of Fe-CS-DOX conjugate were 4.43 and -9.07 respectively. Loading ca-
pacity of doxorubicin was 0.54 mg/mg. Percentage of released drug with and without US irradiation were 96 and 18% respectively (in 
12 hours after starting of the experiment). Conclusion. In this study, the release of doxorubicin from drug carrier, based on Fe (0) 
microparticles at different pH values was investigated and the influence of ultrasound irradiation on the release kinetics was confirmed. 
In 12 hours after starting of the release, the amount of released drug was increased more than 4 times. So, the obtained conjugate 
Fe-CS-DOX leaves great promise for its further use as a drug carrier. 

Key words: doxorubicin, chitosan, iron zero-valent microparticles. 
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