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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Использование катионных липосом является перспективным подходом 
для доставки терапевтических нуклеиновых кислот (НК) в клетки-мишени, так как поз-
воляет защитить НК от деградации внеклеточными нуклеазами. Однако для обеспечения 
селективной доставки НК к месту терапевтического действия данный подход нуждается 
в совершенствовании, в том числе за счет модификации поверхности липосом адресными 
лигандами.
ЦЕЛЬ. Проведение сравнительного исследования кинетики накопления в клетках 
флуоресцентно-меченного олигонуклеотида (модельного препарата нуклеиновых кислот) 
с помощью адресных фолатсодержащих катионных липосом и обычных липосом.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Адресные фолатсодержащие катионные липосомы (F) и обыч-
ные липосомы (L) готовили с использованием следующих компонентов: поликатион-
ный амфифил 2X3, цвиттер-ионный липид DOPE, фолатный липоконъюгат F12. Физико-
химические характеристики липосом изучали с помощью методов динамического 
светорассеяния и трансмиссионной электронной микроскопии. Комплексы липосом 
с флуоресцентно-меченным олигонуклеотидом (FITC-ODN) формировали с использо-
ванием различных соотношений компонентов (N/P). Кинетика накопления комплексов 
на клетках рака шейки матки человека (линия КВ-3-1) и почки эмбриона человека (ли-
ния НЕК 293) была изучена с помощью методов проточной цитометрии, флуоресцентной 
и конфокальной микроскопии.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Полученные липосомы L и F представляли собой сферические частицы диа-
метром от 75 до 100 нм. Сформированы комплексы катионных липосом (L и F) с FITC-ODN 
при оптимальном соотношении N/P, равном 2/1, при котором наблюдается образование 
однородных (индекс полидисперсности меньше 0,200) частиц с размером 112,4–125,1 нм. 
Фолатсодержащие липосомы на 25% эффективнее доставляли FITC-ODN в клетки КВ-3-1 
через 90, 120 и 240 мин после начала трансфекции по сравнению с обычными липосомами, 
не содержащими адресного лиганда. Согласно данным флуоресцентной и конфокальной 
микроскопии после начала трансфекции клеток наблюдалась совместная колокализация 
флуоресцентных сигналов липосом и олигонуклеотида и далее происходило накопление 
олигонуклеотида в цитоплазме.
ВЫВОДЫ. Показана эффективная доставка флуоресцентно-меченного олигонуклеотида 
в цитоплазму опухолевых клеток с помощью катионных липосом. Использование адрес-
ных фолатсодержащих липосом позволяет увеличить количество трансфицированных 
клеток и эффективность доставки олигонуклеотида по сравнению с обычными липосома-
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ми, не содержащими адресного лиганда. Полученные результаты могут быть использова-
ны для дальнейшей разработки препаратов направленного действия на основе терапев-
тических нуклеиновых кислот и липосом.
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. The use of cationic liposomes is a promising approach to the delivery of thera-
peutic nucleic acids to target cells because liposomes can protect nucleic acids from degradation 
by extracellular nucleases. However, to ensure selective delivery to the site of action, this ap-
proach needs modification, including liposome surface functionalisation with targeting ligands.
AIM. This study aimed to compare the time courses of the accumulation of a fluorescent-la-
belled oligonucleotide (FITC-ODN), which simulated a nucleic acid-based medicinal product, in 
cells with the use of folate receptor-targeted (F) and conventional (L) cationic liposomes.
MATERIALS AND METHODS. F- and L-liposomes were prepared using the polycationic am-
phiphile 2X3, the zwitterionic helper lipid DOPE, and the folate lipoconjugate F12. Physico-
chemical characterisation of the liposomes was performed using dynamic light scattering and 
transmission electron microscopy. Liposome–FITC-ODN complexes were formed at various 
nitrogen to phosphate (N/P) charge ratios. Flow cytometry, fluorescence microscopy, and con-
focal microscopy methods were used to study the accumulation of liposome–FITC-ODN com-
plexes in human cervical carcinoma (KB-3-1) and human embryonic kidney (HEK 293) cells.
RESULTS. The prepared F- and L-liposomes were spherical particles with a diameter of 
75–100 nm. The authors selected the optimal N/P ratio of 2/1 to obtain complexes of F- and 
L-liposomes with the FITC-ODN. This N/P ratio yielded homogeneous liposome–FITC-ODN 
complexes having a polydispersity index below 0.200 and a size of 112.4–125.1 nm. F-lipo-
somes were 25% more efficient than L-liposomes in FITC-ODN delivery to KB-3-1 cells at 90, 
120, and 240 minutes after transfection. In the first few minutes of cell transfection, fluo
rescence and confocal microscopy data on the distribution of liposome–FITC-ODN complexes 
showed that cationic liposome fluorescence signals colocalised with FITC-ODN signals. Later, 
FITC-ODN accumulation in the cytoplasm was observed.

Shmendel E.V., Markov O.V., Zenkova M.A., Maslov M.A. Time course of fluorescent-labelled oligonucleotide accu-
mulation in cells with the use of folate receptor-targeted cationic liposomes
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CONCLUSIONS. Cationic liposomes demonstrated efficient FITC-ODN delivery into the cyto-
plasm of cancer cells. F-liposomes enhanced the percentage of transfected cells and improved 
FITC-ODN delivery compared with L-liposomes. The results obtained can be used in the further 
development of targeted medicinal products based on therapeutic nucleic acids and liposomes.
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ВВЕДЕНИЕ
Генная терапия — новый подход для лечения 

наследственных и приобретенных заболеваний, 
в том числе онкологических, который направлен 
на исправление функционирования дефектных 
генов [1]. На основе различных типов терапев-
тических нуклеиновых кислот (НК) разработаны 
высокоспецифичные лекарственные средства 
нового поколения, обладающие потенциалом 
для перехода к персонализированной терапии. 
Показано, что введение плазмидной ДНК (pDNA) 
или мРНК (mRNA) в эукариотические клет-
ки, приводит к экспрессии правильной копии 
гена и синтезу экзогенного белка. Для подав
ления сверхэкспрессии гена могут быть ис-
пользованы антисмысловые олигодезокси-
нуклеотиды (ODN), малые интерферирующие 
РНК (siRNA), микроРНК, рибозимы и ДНКзимы. 
Перспективным направлением генной терапии 
является редактирование генома с помощью 
технологии CRISPR-Cas [2].

Главным ограничением в использовании тера
певтических НК является высокая скорость де-
градации под действием внеклеточных нуклеаз, 
что снижает стабильность и терапевтическую 
эффективность НК [3]. Для решения указан-
ной проблемы перспективной представляется 
разработка транспортной системы, способной 
осуществлять доставку НК в эукариотические 
клетки. Пример реализации такого подхода  — 
препарат Gendicine (SiBiono GeneTech Co. Ltd, 
Китай), первый одобренный генотерапевтиче-
ский препарат, предназначенный для терапии 
плоскоклеточного рака головы и шеи. Препарат 
представляет собой рекомбинантный аденови-
рус, содержащий последовательность проапо-
птотического белка p53 [4]. Вирусные системы 
доставки обладают рядом недостатков, к кото-
рым относятся онкогенность, иммуногенность, 

ограниченный размер переносимой НК и высо-
кая стоимость [5]. В связи с этим разрабатывают-
ся невирусные системы доставки  — катионные 
липосомы [6, 7], полимеросомы [8], дендриме-
ры [9], магнитные наночастицы [10], экзосомы 
[11]. Особенно широкое распространение полу-
чили системы доставки НК на основе липосом 
и липидных наночастиц, для формирования 
которых могут быть использованы природные 
и синтетические липиды: катионные, анионные, 
нейтральные или их смеси [12]. Такие системы 
были применены при создании мРНК-вакцин 
против COVID-19: mRNA-1273 (Moderna, США) 
и BNT162b2 (Pfizer/BioNTech, США) на основе 
мРНК, инкапсулированной в липидные наноча-
стицы, состоящие из ионизируемого липида, хо-
лестерина и липидного производного полиэти-
ленгликоля (ПЭГ) [13].

Для решения проблемы селективного про-
никновения НК в клетки-мишени поверхность 
липидных частиц может быть функционали-
зирована различными адресными лигандами. 
Например, моноклональные антитела или их 
фрагменты могут быть использованы для наце
ливания на рецепторы опухолевых клеток: 
CD44, CD147, CD133, CD321 [12]. Антитела OX26 
и RI7217 применяли для направленной достав-
ки липосом к опухолевым клеткам с высокой 
экспрессией рецептора трансферрина [14, 15]. 
Гиалуроновая кислота в качестве адресной мо-
лекулы была использована для доставки к ре-
цептору CD44 опухолевых клеток (рак поджелу-
дочной железы, молочной железы и легких) [16]. 
В качестве низкомолекулярного лиганда для до-
ставки НК в составе липидных частиц перспек-
тивным представляется применение фолиевой 
кислоты, которая связывается с фолатными 
рецепторами (FR), высокоэкспрессированными 
на поверхности опухолевых клеток различных 
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типов: плоскоклеточный рак эндометрия [17, 
18], рак яичников [18, 19], шейки матки [18, 20], 
толстой кишки [21], почек [22], хориокарци-
нома [18], менингиома [23], остeосаркома [24], 
неходжкинская лимфома [20].

Фолатсодержащие катионные липосомы 
были использованы для доставки антисмысло-
вых ODN [25], FITC-ODN [26], pDNA [22, 27], им-
муностимулирующих РНК [27] in vitro и in vivo. 
Для обеспечения селективности доставки НК 
при разработке фолатсодержащих катионных 
липосом необходимо провести подбор соотно-
шения N/P (соотношение между количеством 
положительно заряженных атомов азота поли-
катионного липида липосом — N, к количеству 
отрицательно заряженных фосфатных групп 
НК  — Р) [22], оценить физико-химические ха-
рактеристики как катионных липосом, так и их 
комплексов с НК.

Ранее авторами была показана возможность 
эффективной адресной доставки НК в эукарио-
тические клетки in vitro и in vivo с использованием 
липосом, в состав которых входили: поликатион-
ный амфифил 2X3 (1,26-бис(холест-5-ен-3β- 
илоксикарбониламино)-7,11,16,20-тетраазагек-
сакозан тетрагидрохлорид) [28], необходимый 
для связывания НК; цвиттер-ионный липид DOPE 
(1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фосфоэтаноламин), 
обеспечивающий эффективное высвобожде-
ние НК из эндосом; адресный липоконъюгат F12 
(рис. 1А), в котором адресный лиганд — остаток 
фолиевой кислоты связан через ПЭГ с диглице-
ридом [22, 26, 27]. Важной особенностью этих 
липосом является способность трансфициро-
вать эукариотические клетки в присутствии 
сыворотки крови в культуральной среде. Также 
было показано, что при соотношениях N/P  — 
1/1 или 2/1 фолатсодержащие липосомы достав-
ляют НК в клетки, экспрессирующие рецепторы 
фолиевой кислоты, посредством рецептор-опо-
средованного эндоцитоза [22]. Однако дополни-
тельных исследований, связанных с изучением 
кинетики накопления комплексов НК с катион-
ными липосомами и их внутриклеточного рас-
пределения, ранее не проводилось.

Цель работы  — проведение сравнительного 
исследования кинетики накопления в клетках 
флуоресцентно-меченного олигонуклеотида 
(модельного препарата нуклеиновых кислот) 
с помощью адресных фолатсодержащих катион-
ных липосом и обычных липосом.

Для достижения цели были поставлены сле-
дующие задачи:

–– получение адресных фолатсодержащих 
и обычных катионных липосом;

–– изучение физико-химических характеристик 

липосом методами динамического светорас-
сеяния и электронной микроскопии;

–– формирование комплексов катионных липо-
сом с FITC-ODN;

–– изучение кинетики накопления получен-
ных комплексов на клеточных культурах 
КВ-3-1 и НЕК 293 с помощью проточной ци-
тометрии, флуоресцентной и конфокальной 
микроскопии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы

В работе использовались липиды  — 1,2-ди-
олеоил-sn-глицеро-3-фосфатидилэтаноламин 
и фосфатидилэтаноламин, меченный родами-
ном B (Avanti Polar Lipids, США); флуоресцеин 
(FITC, ЛенРеактив, Россия); Lipofectamine 2000 
(Invitrogen, США); органические растворите-
ли — хлороформ для ВЭЖХ, метанол для ВЭЖХ 
(Merck, Sigma-Aldrich, США). Для получения 
катионных липосом использовался полика-
тионный липид 2X3 и фолатсодержащий ли-
поконъюгат F12, которые были синтезированы, 
как описано ранее [28, 26].

Методы
Приготовление фолатсодержащих адресных 

и обычных катионных липосом. Все липосомы 
были приготовлены методом гидратации ли-
пидной пленки [29]. Для получения обычных 
катионных липосом (L) раствор поликатионно-
го липида 2X3 в смеси хлороформа и метанола 
(5:1, об/об) добавляли к раствору DOPE в хлоро-
форме в соотношении 1:2 (мольн.). Для приготов-
ления адресных фолатсодержащих катионных 
липосом (F) к полученному раствору липидов 
добавляли раствор фолатного липоконъюгата 
F12 (2%, мольн.) в смеси хлороформа и мета-
нола (1:1, об/об). В случае родамин B-меченных 
липосом к полученному раствору липидов до-
бавляли раствор производного фосфатидил-
холина и родамина В (1%, мольн.) в хлорофор-
ме. Органические растворители упаривали, 
образовавшуюся липидную пленку высушивали 
в вакууме с использованием масляного насоса 
(0,01  Торр). Через 4 ч к сухой пленке добавля-
ли 1 мл деионизированной воды (Milli-Q, США) 
и диспергировали при 50–60 °С до полного от-
слоения пленки со стенок колбы. Полученную 
дисперсию помещали в ультразвуковую баню 
(Bandelin Sonorex Digitec DT 52H, Германия) 
на 15 мин при температуре 70 °С. Катионные 
липосомы L и F с концентраций по поликатион-
ному липиду 2X3 1 мМ фильтровали через сте-
рильный фильтр (0,45 мкм Chromafil® CA-45/25, 
Macherey–Nagel, Германия) и хранили при 4 °C.
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Определение физико-химических характери-
стик катионных липосом. Гидродинамический 
диаметр и индекс полидисперсности липосом 
измеряли методом динамического светорассея-
ния (Delsa Nano С, Beckman Coulter, США) при сле-
дующих условиях: угол 173°, вязкость 0,890 сП, 
температура 25 °C, время равновесия 3 мин, по-
казатели преломления воды и липосом  — 1,33 
и 1,45. Измерения проводили при концентрации 
катионного липида 0,05 мМ в трех повторностях.

Размер и форму липосом определяли с помо-
щью трансмиссионного электронного микроско-
па JEM-100-CX-II (Jeol, Япония). Каплю липосом 
помещали на медно-углеродную сетку, оставля-
ли на 2 мин, далее избыток жидкости удаляли 
и окрашивали сетку каплей 3% водного уранил
ацетата в течение 1,5 мин, после чего сетку 
сушили на воздухе. Микроскопию проводили 
при ускоряющем напряжении 80 кВ и увеличе-
нии в 27000 раз.

Синтез FITC-ODN. Олигодезоксирибонуклео
тид длиной 25 нуклеотидных звеньев (5’-TAC 
AGT GGA ATT GTA TGC CTA TTA T-3’), меченный 
по 5’-концу флуоресцеином (FITC-ODN), синте-
зировали твердофазным фосфитамидным ме-
тодом и выделяли с помощью ВЭЖХ. Чистоту 
олигонуклеотида анализировали с помощью 
электрофореза в 20% полиакриламидном геле 
(ПААГ) в денатурирующих условиях; чистота со-
ставила 95–98%. Концентрацию FITC-ODN опре-
делили на спектрофотометре BioMate 3 (Thermo 
Fisher Scientific, США).

Приготовление комплексов катионных липо-
сом с FITC-ODN. Растворы катионных липосом 
(25 мкл) и FITC-ODN (25 мкл) в концентрациях, 
соответствующих необходимым соотношениям 
N/P, смешивали в культуральной фолатдефицит-
ной среде FD‑RPMI (Gibco, США) с добавлением 
5% фетальной бычьей сыворотки (FBS, HyClone, 
США) и инкубировали 20 мин при 24 °С.

Клеточные культуры. Клетки рака шейки мат-
ки человека линии КВ-3-1 и клетки почки эмбри-
она человека линии HEK 293 получены из банка 
клеточных культур института цитологии РАН 
(Россия). Клетки KB-3-1 и HEK 293 культивиро-
вали с использованием среды FD-RPMI с добав-
лением 5% FBS, антибиотиков (100 ед/мл пени-
циллина, 100 мкг/мл стрептомицина, 0,25 мкг/мл  
амфотерицина) в атмосфере 5% СО2 при 37  °С 
и регулярно пассировали для поддержания 
культуры клеток в экспоненциальной фазе роста.

Трансфекция клеток комплексами катионных 
липосом с FITC-ODN. Клетки HEK 293 и KB-3-1 вы-
саживали в 24-луночные планшеты (2,0×105 кле-
ток на лунку для HEK 293 и 1,2×105 — для KB-3-1) 
и инкубировали в течение 24 ч. В день транс-

фекции культуральную среду заменяли на среду 
FD-RPMI (200 мкл) с 5% FBS (без антибиотиков). 
К клеткам добавляли комплексы катионных 
липосом с FITC-ODN (1 мкМ), сформированные 
при соотношении N/P, равном 2/1, и инкубиро-
вали в стандартных условиях в течение 15, 45, 
90, 120 и 240 мин. В случае контроля транс-
фекцию FITC-ODN проводили с использова-
нием Lipofectamine 2000 согласно протоколу 
производителя.

Проточная цитометрия. После трансфекции 
FITC-ODN клетки KB-3-1 и HEK 293 дважды про-
мывали PBS, обрабатывали раствором трипси-
на в PBS (0,5 мг/мл) в течение 2 мин при 37 °С, 
после чего открепившиеся клетки суспендиро-
вали в среде с FBS для инактивации действия 
трипсина, переносили в пробирки и осаждали 
центрифугированием (Contron T42K, Centricon 
Instruments, США) при 1000 об/мин (200 g) в тече-
ние 10 мин. Супернатант убирали, клетки два-
жды промывали PBS и фиксировали 2% раство-
ром формальдегида в PBS (600 мкл). Количество 
трансфицированных клеток и среднее значение 
интенсивности флуоресценции в клеточной по-
пуляции измеряли с помощью цитофлуоримет-
ра Cytomics FC500 (Beckman Coulter, США) с ис-
пользованием программы CXP analysis (Beckman 
Coulter, США). В каждом образце анализировали 
не менее 20000 клеток. Средние значения были 
получены в результате трех независимых экспе-
риментов. Стандартное отклонение не превы-
шало 7–9%.

Флуоресцентная и конфокальная микроскопия. 
Клетки КВ-3-1 высаживали на покровные стекла 
в лунках 24-луночного планшета (2,0×105 кле-
ток на лунку), инкубировали в течение 18 ч для  
прикрепления и затем трансфицировали 
комплексами в течение 45, 90 или 120 мин 
в соответствии с методикой, описанной выше. 
Далее клетки однократно промывали PBS, фик-
сировали в 4% растворе формальдегида в PBS 
в течение 20 мин при 37 °С в темноте и двукрат-
но промывали PBS. Покровные стекла с клет-
ками помещали на предметные стекла в кап-
лю среды ProLong™ Glass Antifade Mountant 
с NucBlue™ (Thermo Fisher Scientific, США) и ин-
кубировали в течение 18–24 ч при комнатной 
температуре в темноте для отверждения среды. 
Анализ образцов проводили с помощью флу-
оресцентной микроскопии с использованием 
микроскопа Axioskop 2 Plus (Zeiss, Германия), 
объектив — Plan NEOFLUAR 40×/0,75 Ph2 и кон-
фокальной лазерной сканирующей микроско-
пии на микроскопе LSM 710 (Zeiss, Германия), 
объектив — Plan-Apochromat 40×/0,95 Korr M27.  
Для получения фотографий использовали три 
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канала: синий канал (B) — визуализация ядер кле-
ток, окрашенных красителем NucBlue (Thermo 
Fisher Scientific, США); зеленый канал (G) — визуа-
лизация FITC-ODN; красный канал (R) — визуали-
зация липосом, окрашенных родамином В.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Приготовление катионных липосом и изучение 
их физико-химических характеристик

Были приготовлены адресные фолатсодержа-
щие катионные липосомы (F) на основе компонен-
тов: поликатионный амфифил 2X3 [28], цвиттер-
ионный липид DOPE и фолатный липоконъюгат 
F12 [26] (соотношение компонентов  — 33:65:2, 
мольн.) (рис. 1А). В качестве препарата сравне-
ния были использованы обычные липосомы (L) 
на основе компонентов: 2X3, DOPE (соотношение 
компонентов — 1:2, мольн.) и Lipofectamine 2000 
(Lf 2000). Липосомы получали методом гидрата-
ции липидной пленки с последующей обработкой 
ультразвуком, как описано ранее [29].

Согласно данным динамического светорас-
сеяния размеры обычных липосом составили 
75,1±1,7 нм, а фолатных липосом — 95,7±2,5 нм 
(рис. 1C), что соответствует интервалу оптималь-
ных размеров наночастиц для использования 
в медицине (от 30 до 200 нм), обеспечивающему 
низкий уровень их выведения почками и захва-
та клетками ретикуло-эндотелиальной системы 
[30]. Индекс полидисперсности обычных липо-
сом составил 0,280, а фолатных липосом — 0,283, 
что указывает на формирование однородных 
по размеру частиц (рис. 1D) и согласуется с дан-
ными трансмиссионной электронной микроско-
пии (рис. 1B). Электронные микрофотографии 
липосом L и F показали, что они представляют 
собой однородные сферические частицы разме-
ром от 40 до 144 нм (рис. 1B).

Для изучения влияния физико-химических 
характеристик на эффективность доставки 
НК были сформированы комплексы катион-
ных липосом с FITC-ODN при различных соот-
ношениях N/P. При низких соотношения N/P 
формировались крупные частицы в случае 
комплексов FITC-ODN как c обычными, так и фо-
латными липосомами. При этом максимальные 
размеры наблюдались при соотношении N/P, 
равном 1/1, для обычных липосом (188,9±1,7 нм) 
и при N/P, равном 1,25/1, для фолатных липосом 
(280,4±8,5 нм) (рис. 1В). С увеличением соотно-
шения N/P до 2/1 и выше размеры комплексов 
вновь уменьшались до значений 112–125 нм. 
Представленные данные согласуются с наши-
ми результатами, полученными ранее при фор-
мировании комплексов катионных липопосом 
с плазмидной ДНК pEGFP [31].

Индекс полидисперсности комплексов фолат-
содержащих липосом с FITC-ODN, начиная с соот-
ношения N/P, равного 1,75/1, не превышал 0,200, 
что указывает на формирование однородных 
по размеру частиц (рис. 1D). В случае комплек-
сов FITC-ODN с обычными липосомами при N/P, 
равном 4/1, наблюдалась большая гетероген-
ность. Дзета-потенциал комплексов FITC-ODN 
с липосомами L и F при соотношении N/P, рав-
ном 1/1, был отрицательным (-25,2 и -38,2 мВ 
соответственно), и с увеличением количества 
катионных липосом в комплексах (соотношении 
N/P — 2/1) дзета-потенциал становился положи-
тельным (36,1 и 42,0 мВ соответственно).

Далее трансфекцию проводили при соотно-
шении N/P, равном 2/1. При данном соотноше-
нии механизм транспорта комплексов FITC-ODN 
с адресными липосомами F опосредован 
рецептор-опосредованным эндоцитозом, ко-
торый превалирует над электростатическим 
взаимодействием положительно заряженных 
комплексов с отрицательно заряженной поверх-
ностью мембраны клеток [26].

Изучение кинетики накопления в клетках 
меченного олигонуклеотида при использовании 
катионных липосом

Ранее нами было показано, что увеличе-
ние количества катионных липосом в составе 
комплекса (рост соотношения N/P) приводит 
к увеличению эффективности трансфекции, 
но при этом снижается селективность комплек-
сов в отношении фолатных рецепторов [22]. 
В рамках данного исследования кинетику на-
копления комплексов FITC-ODN с катионными 
липосомами изучали в условиях культивиро-
вания клеток KB-3-1 и НЕК 293 с использо-
ванием фолатдефицитной среды (FD-RPMI), 
что приводило к увеличению количества фо-
латных рецепторов на мембране клеток [22, 
32]. Трансфекцию клеток осуществляли при со-
отношении N/P, равном 2/1. Эффективность 
трансфекции клеток оценивали методом 
проточной цитометрии, измеряя количество 
флуоресцентно-окрашенных трансфицирован-
ных клеток (%) и среднюю интенсивность флу-
оресценции в клеточной популяции, что кос-
венно свидетельствует о количестве FITC-ODN, 
попавшего в клетки (рис. 2).

Для всех исследуемых липосом было отме-
чено увеличение эффективности трансфекции 
в интервале от 15 до 240 мин после начала транс-
фекции  — как по количеству флуоресцентно-
окрашенных (FITC-положительных клеток), так 
и по средней интенсивности флуоресценции 
клеток.
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Через 15 мин после начала трансфекции 
количество клеток линии КВ-3-1, трансфи-
цированных FITC-ODN, составляло 86 и 87% 
(для липосом L и F соответственно) (рис. 2А), 
а в случае клеток линии HEK  293  — 54 и 30% 
соответственно (рис.  2C). При этом для клеток 
КВ-3-1 средняя интенсивность флуоресценции 
клеток была выше при использовании адрес-
ных липосом по сравнению с обычными липосо-
мами — 20,4  и 15,1 отн. ед. (для липосом F и L 

соответственно) (рис. 2B); для клеток HEK 293 ли-
посомы L (12,4 отн. ед.) оказались эффективнее 
липосом F (8,1 отн. ед.) (рис. 2D).

Дальнейшая инкубация клеток с комплекса-
ми приводила к увеличению внутриклеточного 
накопления FITC-ODN. Этот процесс достигал 
плато уже при 90 мин инкубации и далее рос 
менее интенсивно до конечной точки 240 мин 
(рис. 2). Было выявлено существенное преиму-
щество адресных фолатсодержащих липосом 
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Рис. 1. Структурные формулы компонентов липосом и физико-химические характеристики адресных фолатсодержащих ка-
тионных липосом (F) и обычных липосом (L): А — структурные формулы компонентов липосом: поликатионный амфифил 
2X3 (1,26-бис(холест-5-ен-3β-илоксикарбониламино)-7,11,16,20-тетраазагексакозан тетрагидрохлорид), цвиттер-ионный 
липид DOPE (1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фосфоэтаноламин), фолатный липоконъюгат F12; B — трансмиссионная электрон-
ная микроскопия липосом F и L; C — гидродинамический диаметр липосом; D — индекс полидисперсности липосом F и L: 
пустых и их комплексов с меченным олигонуклеотидом (FITC-ODN) при различных соотношениях N/P (соотношение между 
количеством положительно заряженных атомов азота поликатионного амфифила липосом — N, к количеству отрицательно 
заряженных фосфатных групп НК — Р).

Fig. 1. Structural formulas of liposome components and physicochemical characteristics of folate receptor-targeted cationic li-
posomes (F) and conventional liposomes (L): A, structural formulas of liposome components: polycationic amphiphile 2X3 
(1,26-bis(cholest-5-en-3β-yloxycarbonylamino)-7,11,16,20-tetraazahexacosane tetrahydrochloride), zwitterionic helper lipid DOPE 
(1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine), and folate lipoconjugate F12. B, transmission electron microscopy images of 
F- and L-liposomes. C, hydrodynamic diameters of liposomes. D, polydispersity indices of empty F- and L-liposomes and their com-
plexes with a labelled oligonucleotide (FITC-ODN) at different N/P ratios (where N is the number of positively charged nitrogen 
atoms of polycationic amphiphile liposomes, and P is the number of negatively charged nucleic acid phosphate groups).
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в доставке FITC-ODN по сравнению с обычны-
ми липосомами в клетках КВ-3-1  — через 90, 
120 и 240 мин количество трансфицированных 
клеток было примерно на 25% выше в случае ли-
посом F (рис. 2B). Уровень накопления фолатсо-
держащих и обычных липосом в случае клеток 
линии HEK 293 был приблизительно одинаковый 
с учетом статистической погрешности (рис. 2C, D), 
что согласуется с данными исследований, в ко-
торых клетки линии НЕК 293 были выбраны в ка-
честве негативного контроля для изучения ад-
ресной доставки фолатсодержащих катионных 
липосом [33].

Следует отметить, что результаты контроль-
ной трансфекции клеток FITC-ODN в присут-
ствии реагента Lf 2000 через 240 мин показали 
низкий уровень значений интенсивности флуо-
ресценции: 13,1±1,2 отн. ед. для клеток КВ-3-1, 
27,2±2,5 отн. ед. для клеток HEK 293.

Микроскопический анализ клеток КВ-3-1, 
трансфицированных комплексами липосом 
с FITC-ODN, был проведен через 45 мин (актив-
ная фаза накопления олигонуклеотида в клет-
ках) и 120 мин (момент достижения наибольших 
показателей количества трансфицированных 
клеток и интенсивности флуоресценции) при N/P, 
равном 2/1 (рис. 3). Показано, что через 45 мин 
комплексы L/FITC-ODN имели небольшие раз-
меры и были прикреплены к мембране клеток, 
тогда как комплексы F/FITC-ODN имели немного 
большие размеры и были в меньшей степени ло-
кализованы на клеточной мембране (рис. 3А, В). 
В обоих случаях наблюдается эффективная до-
ставка FITC-ODN в цитоплазму клеток, при этом 
распределение сигнала для липосом L более 
дискретное, в отличие от диффузного сигнала 
при использовании адресных липосом F (рис. 3А). 
Следует отметить высокую колокализацию 
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Рис. 2. Накопление комплексов меченного олигонуклеотида (FITC-ODN) с катионными липосомами (F — адресные фолатсо-
держащие липосомы, L — обычные липосомы) в клеточных культурах КВ-3-1 (A, B) и HEK 293 (C, D) согласно данным проточной 
цитометрии через 15, 45, 90, 120 и 240 мин инкубации клеток с комплексами. A, C — количество флуоресцентно-окрашенных 
трансфицированных клеток (%). B, D — уровень средней интенсивности флуоресценции клеток в популяции (отн. ед.).

Fig. 2. Accumulation of complexes of a fluorescent-labelled oligonucleotide (FITC-ODN) with cationic liposomes (F, folate-receptor 
targeted liposomes; L, conventional liposomes) in KB‑3‑1 (A, B) and HEK 293 (C, D) cell cultures at 15, 45, 90, 120, and 240 minutes 
of cell incubation with the complexes, according to flow cytometry data. A, C: percentage of fluorescent-labelled transfected cells 
(%); B, D: mean fluorescence intensities of cell populations (in relative fluorescence units, RFU).
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сигналов FITC-ODN и родамин В-меченных ли-
посом, что может указывать на незначительное 
высвобождение олигонуклеотида из комплек-
сов в данной временной точке (рис. 3А, В). 
Через 120 мин инкубации комплексов с клет-
ками наблюдалось значительное увеличение 
уровня накопления олигонуклеотида при ис-
пользовании адресных липосом, при этом вну-
триклеточная локализация сигнала FITC-ODN 
оставалась диффузной (рис. 3D). Накопление 
олигонуклеотида с помощью обычных липосом 
проходило менее эффективно, при этом локали-
зация комплексов оставалась околомембранной 
с сохранением дискретности сигнала олигону-
клеотида (рис. 3С).

Для более детального анализа клеточной ло-
кализации комплексов FITC-ODN с липосомами 
с использованием конфокальной микроскопии 
была выбрана временная точка 90 мин при N/P, 
равном 2/1 (рис. 4). Было подтверждено, что до-
ставка олигонуклеотида с помощью адресных 
фолатсодержащих липосом проходила более 
эффективно по сравнению с обычными липосо-
мами, при этом локализация сигнала FITC-ODN 
имела диффузный характер (рис. 4А, В). В слу-
чае использования обычных липосом локали-
зация сигнала FITC-ODN была очень дискретна 
и представляла собой небольшие сфокусиро-
ванные участки (рис. 4А). Можно предположить, 
что при доставке FITC-ODN с помощью адресных 

Фотография выполнена авторами / The photograph is taken by the authors

Рис. 3. Накопление комплексов меченного олигонуклеотида (FITC-ODN) с катионными липосомами (L — обычные липосомы 
(А, С), F — адресные фолатсодержащие липосомы (B, D)) в клетках линии КВ-3-1 через 45 мин (А, В) и 120 мин (C, D) от начала 
инкубации согласно данным флуоресцентной микроскопии (увеличение ×400). При получении микрофотографий использо-
вали три канала для анализа: синий канал (B) — визуализация ядер клеток, окрашенных красителем NucBlue; зеленый канал 
(G) — визуализация FITC-ODN; красный канал (R) — визуализация липосом, модифицированных родамином В.

Fig. 3. Accumulation of complexes of a fluorescent-labelled oligonucleotide (FITC-ODN) with cationic liposomes (L, conventional 
liposomes (A, C); F, folate receptor-targeted liposomes (B, D)) in KB‑3‑1 cells after 45 min (А, B) and 120 min (C, D) of incubation, ac-
cording to fluorescence microscopy data (×400 magnification). Microphotographs used three channels for analysis: blue (B) to visu-
alise cell nuclei stained with NucBlue, green (G) to visualise the FITC-ODN, and red (R) to visualise rhodamine B-labelled liposomes.
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липосом задействован механизм рецептор- 
опосредованного эндоцитоза, который приво-
дит к более эффективной доставке олигону-
клеотида в клетки и активному выходу олигону-
клеотида из эндосом по сравнению с обычными 
липосомами. Однако установление точного ме-
ханизма внутриклеточного транспорта нужда-
ется в дальнейшем исследовании.

ВЫВОДЫ
1.  Получены адресные фолатсодержащие ка-

тионные липосомы, которые способствовали 
более эффективной доставке в клетки флуорес-
центно-меченного олигонуклеотида (FITC-ODN) 
в сравнении с контролем (использование коммер-
ческого реагента для трансфекции Lipofectamine 
2000) через 240 мин после начала трансфекции.

2.  Изучена кинетика накопления комплек-
сов FITC-ODN с катионными липосомами 

в клетках линий КВ-3-1 и НЕК 293 с исполь-
зованием метода проточной цитометрии. 
Показано, что адресные фолатсодержащие 
катионные липосомы способствовали более 
эффективному накоплению олигонуклеотида 
в клетках КВ-3-1 по сравнению с обычными 
липосомами, не содержащими адресного ли-
ганда (примерно на 25%).

3.  Проведена оценка внутриклеточной ло-
кализации комплексов FITC-ODN с катионными 
липосомами с помощью методов флуоресцент-
ной и конфокальной микроскопии. Высказано 
предположение о возможной роли в накоплении 
комплексов механизма рецептор-опосредован-
ного эндоцитоза, опосредованного адресными 
фолатсодержащими катионными липосомами, 
однако установление точного механизма вну-
триклеточного транспорта требует дополни-
тельного изучения.
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