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В настоящей работе изучалось взаимодействие β-карбоксиметил циклодекстринов (КМЦД)
с мономолекулярными слоями из смеси электронейтрального и катионного липидов на поверх-
ности водной субфазы. Монослои переносились на подложки из слюды с помощью метода
Ленгмюра–Блоджетт и исследовались методом атомно-силовой микроскопии. Анализ изотерм
сжатия монослоев и АСМ-изображений показал, что адсорбция КМЦД на катионном ленг-
мюровском липидном монослое сопровождается формированием надмолекулярных ансамблей
схожей морфологии вне зависимости от концентрации добавленных олигосахаридов.
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ВВЕДЕНИЕ

Одной из основных задач современной биомеди-
цины является доставка биологически активных со-
единений в целевые области с помощью нанокон-
тейнеров, выполняющих защитные и транспортные
функции [1–5]. Благодаря инкапсуляции гидрофоб-
ных биологически активных соединений в специ-
альных коллоидных частицах и комплексах можно
обеспечить их необходимое присутствие в кровото-
ке и соответствующее повышение терапевтической
эффективности их применения. Такое использова-
ние наноконтейнеров представляет отдельный инте-
рес в связи с тем, что применяемые в фармацевтике
лекарственные препараты зачастую являются гид-
рофобными или малорастворимыми в водных сре-
дах [5–7].

В качестве наноконтейнеров для доставки био-
логически активных соединений могут быть ис-
пользованы коллоидные системы различной приро-
ды — липосомы, полимерные мицеллы, наночасти-
цы, в том числе магнитные [8–10], а также другие
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носители [11–19]. Ключевыми требованиями, предъ-
являемыми исследователями к системам доставки,
являются их биосовместимость, стабильность, био-
разлагаемость и наличие большого полезного объё-
ма для локализации инкапсулируемых веществ.

Перспективными наноконтейнерами для перено-
са водонерастворимых молекул в водной фазе яв-
ляются циклодекстрины (ЦД) — циклические оли-
госахариды, образованные несколькими остатками
D-глюкопиранозы [20]. Молекулы циклодекстринов
представляют собой усеченные конусы с гидро-
фильной внешней поверхностью и гидрофобной по-
лостью. Благодаря такой структуре они могут эф-
фективно инкапсулировать гидрофобные соедине-
ния [21]. Образование комплексов подчиняется за-
кону геометрического соответствия между разме-
ром внутренней полости ЦД и размером молекул-
гостей [22].

Встречаются три типа циклодекстринов α, β и γ,
которые различаются количеством остатков D-глю-
копиранозы и, как следствие, размером внутренней
полости. В биомедицине чаще всего применяются
производные на основе β–ЦД с 7 остатками [23],
причём на рынке уже представлено несколько пре-
паратов на основе производных β–ЦД [24].

Одной из отличительных особенностей цикло-
декстринов является их высокая константа свя-
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зывания с липидными мембранами [25, 26], что
в комплексе с отсутствием цитотоксичности [27,
28] даёт большие преимущества в использова-
нии циклодекстринов для доставки биологически
активных соединений.

Также отдельный интерес в изучении β-КМЦД
представляет их способность переносить холесте-
рин, что делает их перспективным компонентом
криопротекторной среды для хранения биологиче-
ского материала [29].

В нашей предыдущей работе было обнаружено,
что электростатическая адсорбция β-КМЦД на по-
верхность катионных липосом приводит к форми-
рованию комплекса, в котором молекулы β-КМЦД
формируют ансамбли на поверхности липидного
бислоя. Таким образом реализуется возможность
концентрирования множества гидрофобных моле-
кул, инкапсулированных в β-КМЦД в малом объ-
ёме. При этом ёмкость такого наноконтейнера по
гидрофобным молекулам значительно превышает
ёмкость индивидуальных липосом, в которых ли-
пофильные молекулы встраиваются в бислой [27].
Тем не менее устройство таких ансамблей цикли-
ческих олигосахаридов, а также особенность фор-
мирования ассоциатов на бислое детально не изуче-
но. Данная информация представляет интерес для
формирования высокоёмких наноконтейнеров для
доставки гидрофобных биологически активных мо-
лекул.

В настоящей работе основное внимание уделе-
но изучению адсорбции β–КМЦД на поверхности
монослоёв из смеси электронейтрального и кати-
онного липидов. Формирование комплексов и их
морфология были исследованы комбинацией мето-
дов Ленгмюр–Блоджетт и атомно-силовой микро-
скопии (АСМ), широко применяемых для таких ис-
следований [30].

1. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

β-Карбоксиметил циклодекстрин (β-КМЦД)
со степенью замещения 3, согласно инфор-
мации поставщика, был приобретен у Sigma-
Aldrich (Missouri, USA). 1,2-Диолеоил-sn-гли-
церо-3-фосфатидилхолин (ДОФХ), 1,2-дио-
леоил-3-триметиламмоний-пропан хлорид (ДО-
ТАП) были приобретены у Avanti Polar Lipids
(Alabama, USA). Трис-буфер был приобретен
у «Реахим» (Москва, Россия). Органические
растворители — этанол, метанол, хлороформ
были получены компанией «Компонент-Реактив»
(Москва, Россия). Для приготовления растворов
использовали деионизованную воду с электропро-
водностью 0.05 МКС/см.

Монослои были получены с помощью техноло-
гии Ленгмюра–Блоджетт на установке KSV NIMA
KN 1002 (Espoo, Finland) с программным обеспе-
чением, предоставленным производителем. В ка-
честве объёмной фазы использовался буфер Трис
c pH=7.0. Эксперименты проводили со смесью элек-

тронейтрального ДОФХ и катионного ДОТАП ли-
пидов, мольная доля ДОТАП составляла

ν =
[ДОТАП]

[ДОФХ]+ [ДОТАП]
= 0.3.

Нанесенные на твёрдую подложку липидные мо-
нослои изучались с помощью АСМ Bruker AxioVert
компании Bruker (USA) в полуконтактном режиме.
Использовались кантилеверы из поликремния с вы-
сокоточными составными зондами HA-FM фирмы
TipsNano (Россия) с резонансной частотой 76 кГц
и добротностью около 300. В качестве подложек
для экспериментов по атомно-силовой микроскопии
использовалась слюда [27].

Электрофоретическую подвижность (ЭФП)
комплексов циклодекстринов контролировали
с помощью оборудования Brookhaven ZetaPlus
(Brookhaven, USA) с программным обеспечением,
предоставленным производителем. Гидродинамиче-
ские диаметры измерялись методом динамического
рассеяния света (DLS) с использованием обору-
дования Brookhaven ZetaPlus (Brookhaven, USA)
с программным обеспечением, предоставленным
производителем. Измерения электропроводно-
сти проводились с помощью кондуктометра
SevenCompact (Mettler-Toledo, Switzerland).

Все эксперименты проводились при комнатной
температуре. Результаты по меньшей мере пяти экс-
периментов представлены в виде усреднённых зна-
чений.

2. ЭКСПЕРИМЕНТЫ И РЕЗУЛЬТАТЫ

Адсорбция β-КМЦД на поверхность
ДОТАП/ДОФХ-липосом имеет электростатиче-
скую природу. На рис. 1 представлены результаты
титрования суспензии липосом c ν = 0.3 в виде
зависимостей ЭФП (рис. 1, кривая 1) и элек-
тропроводности (рис. 1, кривая 2) системы от
концентрации добавленных КМЦД. Видно, что
добавление отрицательно заряженных олигосахари-
дов приводит к уменьшению значений ЭФП за счёт
нейтрализации поверхностного заряда липосом
карбоксильным группами КМЦД и возрастанию
электропроводности системы за счёт высвобожде-
ния противоионов ДОТАП и КМЦД: Cl− и Na+

соответственно. Формирование насыщенного ком-
плекса приводит к выходу концентрационной
зависимости ЭФП на плато, а также к формиро-
ванию линейного участка на концентрационной
зависимости электропроводности, которая обу-
словлена изменением проводимости суспензии
только за счёт новых порций добавленных КМЦД.
Рассчитанный состав насыщенного комплекса
составляет от 3 до 6 молекул КМЦД на одну
молекулу ДОТАП в липосомальной мембране.

Таким образом, число адсорбированных молекул
КМЦД на поверхности липидного бислоя в насы-
щенном комплексе значительно превышает как ко-
личество липидов на внешнем монослое, так и чис-
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Рис. 1. Кривые титрования суспензии липосом с ν = 0.3

в виде зависимостей ЭФП (кривая 1) и электропровод-
ности (кривая 2) системы от концентрации добавлен-
ных КМЦД

ло молекул КМЦД, достаточных для полного за-
полнения поверхности липосомы монослоем цикли-
ческих олигосахаридов. Иными словами, на поверх-
ности бислоя формируются многоуровневые ассо-
циаты, сформированные несколькими молекулами
КМЦД. Возникает вопрос, каким образом проис-
ходит формирование таких ансамблей при добав-
лении КМЦД к липосомам — путём «послойного»
заполнения поверхности комплекса или же надмо-
лекулярные структуры формируются независимо,
а с ростом концентрации добавленного в систему
КМЦД увеличивается лишь доля таких ассоциа-
тов на поверхности. Поэтому для более детального
изучения взаимодействия КМЦД с липидными си-
стемами было проведено исследование взаимодей-
ствия КМЦД с монослоем из смеси ДОФХ/ДОТАП
с ν = 0.3.

Мономолекулярные слои липидов на поверхно-
сти водной субфазы были получены с помощью
технологии Ленгмюра–Блоджетт. Для изучения ад-
сорбции β-карбоксиметил циклодекстринов на мо-
нослоях были изучены изотермы сжатия монослоёв
вышеуказанных монослоев при добавлении КМЦД
в соотношениях между числом молекул КМЦД
в водной фазе и числом липидов 1:3, 1:1, 3:1. Ана-
лиз кривых титрования липосом показал, что обра-
зование устойчивой системы наблюдается при соот-
ношении между числом молекул КМЦД в водной
фазе и числом липидов 1:1. В результате представ-
ляет интерес изучить взаимодействия КМЦД c мо-
нослоями при данном соотношении, а также в соот-
ношениях 1:3 и 3:1, чтобы детальнее изучить меха-
низм адсорбции. Полученные π-A изотермы сжатия
представлены на рис. 2.

Анализируя изотерму сжатия монослоя без до-
бавки КМЦД («Липиды»), можно сделать вывод,
что поверхностное давление начинает расти, когда
монослой поджат до площади A= 2.3 нм2 на мо-
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Рис. 2. Изотермы сжатия монослоя ДОФХ/ДОТАП
с добавкой КМЦД 1 к 3 по числу молекул;
ДОФХ/ДОТАП с добавкой КМЦД 1 к 1 по числу моле-
кул; ДОФХ/ДОТАП с добавкой КМЦД 1 к 6 по числу
молекул; ДОФХ/ДОТАП с добавкой КМЦД 1 к 6 по
числу молекул

лекулу липида в монослое и достигает 20
мН

м2
—

характерного значения поверхностного давления,
при котором монослой можно считать сформиро-
вавшимся [31], то есть при = 1.3 нм2 на молеку-
лу. После добавления к липидному монослою моле-
кул β-карбоксиметилциклодекстринов в соотноше-
нии 1:3 меняется кривизна изотермы сжатия, что
свидетельствует об изменении жёсткости монослоя,
а значит, и о частичной адсорбции молекул КМЦД
на монослое [31], приводящей к изменению механи-
ческих свойств монослоя.

Для мольных соотношений КМЦД/ДОТАП 1:1
и 3:1 поверхностное давление начинает расти, ко-
гда монослой поджат до площади A = 2.5 нм2 на

молекулу и достигает 20
мН

м2
при A = 1.5 нм2 на мо-

лекулу. Такой сдвиг π − A изотерм свидетельству-
ет об изменении количества молекул на поверхно-
сти водной фазы, то есть о появлении дополнитель-
ных молекул на границе раздела фаз, уменьшаю-
щих поверхностное натяжение согласно уравнению
адсорбции Гиббса [31]. В результате анализ изотерм
поверхностного давления позволяет сделать вывод
о росте адсорбции молекул β-карбоксиметил цикло-
декстринов на поверхности монослоя при увеличе-
нии концентрации КМЦД в водной фазе.

Для более детального изучения взаимодействия
β-карбоксиметил циклодекстринов с монослоем
был применён метод атомно-силовой микроскопии.
Липидные монослои с адсорбированными молеку-
лами β-карбоксиметил циклодекстринов переноси-
лись на твёрдую слюдяную подложку согласно
общепринятой методике Ленгмюра–Блоджетт [28]:
твёрдая подложка слюды медленно опускалась
и поднималась сквозь поверхность монослоя, при
этом поверхностное давление монослоя поддержи-
валось постоянным с помощью подвижного барье-
ра и специального автоматизированного следяще-
го устройства. В начале было получено изображе-
ние монослоя без добавки КМЦД. Видно, что тол-
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Рис. 3. АСМ-изображение монослоя с добавленными молекулами КМЦД в соотношении 3 к 1 по числу молекул

щина монослоя достигает 2 нм, а поверхность яв-
ляется достаточно однородной. Важно отметить,
что в некоторых участках подложки из-за особенно-
стей метода нанесения возможно образование бис-
лоя толщиной до 4 нм, что не оказывает существен-
ного влияния на проведение эксперимента.

При соотношении 1:3 на поверхности монослоя
чётко видны области с адсорбированными молеку-
лами КМЦД, выступающими над поверхностью мо-
нослоя на высоту до 2 нм и имеющими ширину от
200 нм до 800 нм. Учитывая, что размеры отдель-
ных молекул КМЦД имеют порядка 0.7 нм [27],
можно говорить о формировании надмолекуляр-
ных агрегатов и комплексов адсорбированными мо-
лекулами β-карбоксиметил циклодекстринов даже
при их малых концентрациях в водной фазе.

При соотношении 1:1 (рис. 3), т. е. при повыше-
нии концентрации молекул КМЦД в водной фазе
отчётливо видно, что количество областей с адсор-
бированными молекулами КМЦД увеличивается,
причём характерные размеры этих областей сохра-
няются. Эти данные свидетельствуют об увеличе-
нии адсорбции β-карбоксиметилциклодекстринов
на липидном монослое и о сохранении тенденции
к образованию надмолекулярных структур адсор-
бированными молекулами, что также подтвержда-
ется характером изотерм сжатия. Для соотношения
3:1 данные аналогичны.

Эффективная адсорбция β-карбоксиметил цик-
лодекстринов на границе раздела фаз обусловлена
электростатическим взаимодействием отрицатель-
но заряженных олигосахаридов с катионной поверх-
ностью монослоя. Эти данные также подтвержда-
ются экспериментами на липосомах, сформирован-
ных из той же липидной фазы [27].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе работы был изучен характер взаимодей-
ствия β-карбоксиметил циклодекстринов с моносло-

ем из смеси электронейтрального (ДОФХ) и ка-
тионного (ДОТАП) липида. Монослои были по-
лучены с помощью технологии Ленгмюра–Блод-
жетт и исследованы методом атомно-силовой мик-
роскопии. Анализ АСМ-изображений поверхности
монослоя с адсорбированными молекулами КМЦД
подтвердил выводы, сделанные на основе анали-
за изотерм сжатия, и позволил сделать предполо-
жение о формировании надмолекулярных струк-
тур — агрегатов адсорбированными молекулами
β-карбоксиметил циклодекстринов.

В результате работы были получены данные по
адсорбции молекул КМЦД на липидном монослое
из смеси катионного и электронейтрального ли-
пидов. Установлено, что при адсорбции молекулы
КМЦД образуют надмолекулярные ассоциаты —
стопки, молекулы олигосахаридов в которых рас-
положены друг над другом. Обнаружено, что фор-
мирование таких ассоциатов в процессе адсорбции
происходит не последовательным поуровневым за-
полнением стопок, а путём заполнения поверхности
монослоя ассоциатами сходного состава.

Данные результаты имеют большой интерес
с точки зрения дальнейшего изучения возможно-
сти применения β-карбоксиметил циклодекстринов
в качестве систем для направленной доставки био-
логически активных соединений.

Исследования проводились в рамках Междис-
циплинарной научно-образовательной школы МГУ
«Космос», проект «Повышение эффективности
криоконсервации биологического материала для
длительного хранения и транспортировки на даль-
ние расстояния, в том числе в условиях космоса».

Молодой ученый Илья Григорян является сти-
пендиатом Фонда развития теоретической физики
и математики «БАЗИС».
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Features of the Formation of Complexes of β-Carboxymethyl Cyclodextrins

on the Surface of Lipid Monolayers
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In this study, the interaction of β-carboxymethyl cyclodextrins (CMCD) with monomolecular layers composed
of a mixture of electroneutral and cationic lipids on the surface of an aqueous subphase was investigated.
The monolayers were transferred onto mica substrates using the Langmuir–Blodgett method and examined
by atomic force microscopy. Analysis of the monolayer compression isotherms and AFM images showed
that the adsorption of CMCD on the cationic Langmuir lipid monolayer is accompanied by the formation of
supramolecular ensembles of similar morphology regardless of the concentration of the added oligosaccharides.
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