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Работа выполнена при поддержке проекта повышения конкурентоспособности ведущих 
российских университетов среди ведущих мировых научно-образовательных центров.

Получена липосомная форма сангвинарина на основе лецитина и холестерина, 
характеризующаяся средним размером частиц 108,5±2,2 нм, дзета-потенциалом 
–34,7±1,4  мВ и способностью к пролонгированному высвобождению 
действующего вещества. Проведено исследование активности липосомного 
сангвинарина на культурах опухолевых клеток и клеток простейших. Липосомная 
форма сангвинарина обладала цитотоксической активностью, близкой к 
активности свободного вещества, в отношении опухолевых клеток карциномы 
молочной железы человека линии MCF-7 (IC50 14,5 и 9,4 мкМ соответственно). 
Минимальная подавляющая концентрация липосомного сангвинарина в 
отношении инфузорий P.  caudatum составляла 0,49  мкМ. Препарат оказывал 
выраженное стимулирующее действие на процесс тромбообразования, а также 
функциональную активность системы комплемента в отношении инфузорий 
T.  pyriformis, в 2 раза сокращая время их полужизни в сыворотке крови. 
Полученные результаты позволяют рассматривать липосомный сангвинарин в 
качестве перспективного противоопухолевого и антипротозойного средства. 
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Введение

Сангвинарин представляет собой бензофенантридиновый алкалоид, 
содержащийся в растениях семейства Маковых (Papaveraceae). С точки 
зрения применения в медицине привлекательными особенностями санг-
винарина являются его относительно низкая токсичность [1, 2] и плюри-
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потентность действия. Сангвинарин обладает противомикробной [3, 4], 
противовирусной [5], противопаразитарной [6–8], противовоспалительной 
[9], антитромбоцитарной [10], антиангиогенной [11] и противоопухолевой 
активностью [12]. Одним из важных свойств сангвинарина является выра-
женная способность к подавлению тромбообразования, опухолевого роста 
и метастазирования. Сангвинарин проявляет антитромбоцитарное действие 
путем подавления адгезии и агрегации тромбоцитов [13]. Ингибирование 
циклооксигеназы служит одним из путей подавления тромбообразования, 
например, с помощью ацетилсалициловой кислоты, которая необратимо ин-
гибирует циклооксигеназу тромбоцитов и эндотелиальных клеток, подавляя 
образование тромбоксана А2 [14, 15]. В то же время аспирин подавляет об-
разование в эндотелиальных клетках простациклина, который предотвра-
щает агрегацию тромбоцитов и вызывает вазодилатацию. Тромбоксан А2 
синтезируется активированными тромбоцитами и стимулирует активацию 
новых тромбоцитов, а также их агрегацию. Активная форма тромбоксана 
А2 крайне неустойчива и способна самопроизвольно превращаться в неак-
тивный метаболит – тромбоксан B2. Период полураспада тромбоксана А2 
в организме человека составляет 30 с [16]. Показано, что в концентрации 
5–10 мкм сангвинарин ингибирует образование тромбоксана В2, но не по-
давляет агрегацию тромбоцитов, индуцируемую высокими концентрациями 
сериновой протеазы тромбина [17]. Сангвинарин также ингибирует цикло-
оксигеназу-1 (IC50 28 мкM), но оказывает незначительный ингибирующий 
эффект на циклооксигеназу-2. Циклооксигеназы играют важную роль не 
только в тромбообразовании, но и в гомеостазе пищеварительного тракта, 
механизмах боли и воспалительных реакций организма [16]. Циклооксиге-
наза-1, являющаяся мишенью действия сангвинарина, также играет важную 
роль в патологическом ангиогенезе и злокачественной трансформации кле-
ток молочной железы [18], поэтому изучение противоопухолевого действия 
сангвинарина в отношении клеток карциномы молочной железы имеет 
важное значение. Помимо циклооксигеназы-1, описаны и другие мишени 
противоопухолевого действия сангвинарина. Так, сангвинарин способен ин-
дуцировать апоптоз опухолевых клеток посредством активации каспазы 3 и 
подавления экспрессии Bcl-2 [19]. В клетках рака предстательной железы 
сангвинарин блокирует клеточный цикл путем индукции повышения уров-
ня экспрессии ингибиторов циклинзависимых протеинкиназ и подавления 
экспрессии циклинзависимых протеинкиназ 2, 4 и 6 [20]. Также показано 
значительное ингибирование индуцированных тканевым полипептидным 
антигеном (ТРА) инвазии и миграции клеток рака молочной железы [21]. Та-
кой ингибирующий эффект сангвинарина имеет особо важное значение, по-
скольку клетки рака молочной железы активно метастазируют в дистальные 
органы (печень, легкие, лимфатические узлы, кости), что является одной из 
главных причин высокой смертности пациентов с данным онкологическим 
заболеванием. 
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Таким образом, исследование модулирующего влияния сангвинарина на 
процессы тромбообразования и злокачественный рост, а также разработка 
эффективных транспортных терапевтических систем имеют большое прак-
тическое значение, поскольку возможности его применения в свободном 
виде ограничены вследствие низкой растворимости в биологических жид-
костях. Представленные в литературе сведения о противоопухолевой ак-
тивности липосомных форм сангвинарина весьма скромны, а сведения об 
антитромботической активности не представлены вовсе. В настоящее время 
продолжает быть актуальным поиск новых и совершенствование имеющих-
ся систем транспорта терапевтических агентов широкого спектра действия, 
а также изучение новых мишеней для таких препаратов. В данной работе 
была получена, очищена и охарактеризована липосомная форма сангвина-
рина на основе лецитина и холестерина. С целью расширения потенциаль-
ных сфер терапевтического применения липосомного сангвинарина была 
исследована его противоопухолевая активность в отношении клеток карци-
номы молочной железы, а также влияние на тромбообразование. Биологиче-
ская активность липосомного сангвинарина была исследована в отношении 
клеток простейших – Paramecium caudatum и Tetrahymena pyriformis. 

Материалы и методики исследований

В работе использовали сангвинарин, холестерин, фосфатно-солевой бу-
фер, глюкозу, пептон, дрожжевой экстракт, триэтаноламин, Сефадекс G-50, 
NaCl, NaHCO3, KCl, MgSO4, CaCl2 (Merck, Германия), лецитин (AppliChem, 
Германия). Остальные реактивы имели квалификацию «ч.д.а.». 

Липосомы получали методом гидратации тонкослойной пленки буфером с 
последующей обработкой дисперсии ультразвуком. К смеси лецитина и холе-
стерина в хлороформе (молярное соотношение 3:1) добавляли 0,4% раствор 
сангвинарина в метаноле. Смесь хлороформа с метанолом удаляли на ротор-
ном испарителе, продували высушенные липиды азотом и ресуспендировали 
в 40 мМ фосфатно-солевом буфере, рН 7,4. Суспензию подвергали обработке 
ультразвуком в течение 5 мин при 50°С с помощью ультразвукового дезинте-
гратора «Misonix sonicator S-4000» при амплитуде 60%. После фильтрации на 
фильтре с размером пор 0,45 мкм липосомный препарат подвергали 11-кратной 
экструзии через поликарбонатную мембрану с размером пор 100 нм с помо-
щью ручного экструдера Avanti Mini-Extruder (Avanti Polar Lipids, Inc., США). 

Очистку липосомной дисперсии от не включившегося в везикулы препа-
рата проводили на колонке с Сефадекс G50, уравновешенным 40 мМ фосфат-
но-солевым буферным раствором, рН 7,4. Элюирование препарата липосом 
проводили тем же буферным раствором при скорости потока 2 мл/мин, под 
контролем УФ-детектора при длине волны λ 275 нм. Фракции, содержащие 
липосомный препарат, объединяли и использовали в дальнейших экспери-
ментах. 

Исследование биологической активности липосомного сангвинарина
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Для определения эффективности инкапсулирования сангвинарина в ли-
посомы к 100  мкл препарата липосом после диализа добавляли 200  мкл 
метанола, перемешивали и подвергали обработке ультразвуком в течение 
5 мин. Затем образец центрифугировали и отбирали 100 мкл супернатанта 
для ВЭЖХ-анализа, который проводили с помощью хроматографа Agilent 
Technologies 1260 Infinity (США) на обращеннофазовой колонке С18. Под-
вижная фаза состояла из смеси водного (10%) ацетонитрила и трифторук-
сусной кислоты (0,1%); скорость потока составляла 1 мл/мин. Присутствую-
щий в элюате с колонки сангвинарин определяли при длине волны λ 275 нм. 
С помощью стандартного образца сангвинарина строили  калибровочный 
график, по которому определяли концентрацию сангвинарина. Эффектив-
ность включения сангвинарина в липосомы (E) рассчитывали по формуле 
E=(mл/mо)·100%, где mл – количество сангвинарина в липосомах, мг; mо – 
общее количество сангвинарина, мг. 

Изучение формы и размеров полученных липосомных частиц осущест-
вляли на сканирующем электронном микроскопе JEOL JSM-6490LV (Япо-
ния). Исследуемые пробы покрывались 20 нм (40 с при 40 мА) слоем плати-
ны в автоматическом коутере JEOL JFC-1600. Определение размеров частиц 
и дзета-потенциала проводили методом динамического рассеяния света или 
фотонной корреляционной спектроскопии на анализаторе Zetasizer Nano ZS 
(Malvern Instruments Ltd, Великобритания). 

Изучение динамики высвобождения сангвинарина проводили с помо-
щью модифицированного метода диализа [22]. Препарат липосом (20 мл) в 
диализном мешке помещали в термостатируемый шейкер и диализировали 
при 37°С в течение 24 ч при постоянном перемешивании (50 об/мин) против 
фосфатно-солевого буфера (рН 7,4), содержащего 1% метанола. В качестве 
контроля использовали свободный сангвинарин, который диализировали в 
аналогичных условиях. Образцы отбирали для анализа через определенные 
промежутки времени, добавляя к исходному диализному раствору тот же 
объем свежего буфера. Содержание сангвинарина в диализате определяли с 
помощью обращеннофазовой ВЭЖХ.  

В работе использовали опухолевые клетки карциномы молочной желе-
зы человека линии MCF-7. Клетки культивировали в пластиковых флаконах 
(Corning, США) в среде DMEM (Sigma, США), содержащей 10% эмбрио-
нальной бычьей сыворотки и 100  мкг/мл стрептомицина, в увлажненной 
атмосфере 5%-ного CO2 в инкубаторе CB 53 (Binder GmbH, Германия) при 
37°C. За 1 сут до эксперимента клетки рассевали в 96-луночные планшеты 
для микротитрования (Corning, США) в среде для культивирования в плот-
ности 5000–7000 клеток в лунку. Инкубировали клетки с растворами иссле-
дуемых препаратов в различных концентрациях в стандартных условиях 
72 ч, после чего определяли выживаемость клеток с помощью МТТ-теста 
[23]. ЦТА препарата выражали в единицах IC50 (молярная концентрация 
препарата, вызывающая гибель 50% клеток).
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Оценку токсичности и биологического действия липосомного сангвина-
рина на клетки простейших проводили на приборе «БиоЛаТ» (Россия), име-
ющем в своем составе две видеокамеры, передающие изображения лунок 
планшета в компьютер, где полученные данные обрабатываются с помощью 
управляющей программы AutoСiliata, которая, в зависимости от варианта 
исследования, подсчитывает количество клеток или регистрирует измене-
ния яркости в реакционной смеси [24]. 

В работе использовали лабораторные культуры клеток простейших 
Paramecium caudatum Ehrenberg и Tetrahymena pyriformis WH1 из коллекции 
Научного центра психического здоровья (ФГБНУ  НЦПЗ, г. Москва). Клетки 
P. caudatum культивировали при температуре 25°С в чашках Петри на среде, 
содержащей 0,01% NaCl, 0,002% MgSO4, 0,002% CaCl2, 0,001% KCl, 0,001% 
NaHCO3, с добавлением сухих дрожжей (Saccharomyces cerevisiae). Клетки 
T. pyriformis культивировали при 25°С на стерильной синтетической среде, со-
держащей 0,5% пептона, 0,5% глюкозы, 0,1% дрожжевого экстракта, 0,1% NaCl. 

Минимальную подавляющую концентрацию липосомного сангвинари-
на определяли на инфузориях P. caudatum по тест-реакции гибели клеток в 
присутствии препарата в различных концентрациях [24]. В лунки планшета 
прибора «БиоЛаТ» вводили инфузории P.  caudatum в среде культивирова-
ния. Включали команду подсчета клеток в заданных лунках и вводили пре-
парат липосомного сангвинарина в исследуемых концентрациях. В течение 
2 ч эксперимента через заданные промежутки времени оценивали выживае-
мость клеток в лунках с разной концентрацией препарата. 

Оценку биологического действия сангвинарина на инфузорий T. pyriformis 
проводили по тест-реакции роста культуры при низкой заведомо нетоксич-
ной для простейших концентрации препарата – 60 нг/мл. В лунки планшета 
прибора «БиоЛаТ» вносили 300–400 клеток T. pyriformis и препарат в указан-
ной концентрации. Контролем служила дистиллированная вода. Эксперимент 
продолжали в течение 24 ч. Коэффициент пролиферации клеток (Кп) рассчи-
тывали по формуле Кп=N1/N0, где N1 – количество живых инфузорий после 
экспозиции в пробе, N0 – количество живых инфузорий до начала этапа опыта. 

Для оценки влияния липосомного сангвинарина на тромбообразование 
регистрировали размер и время начала образования сгустка в плазме крови 
с добавлением препарата и без него (контроль) [25]. В лунки планшета при-
бора «БиоЛаТ» вводили по 260 мкл буфера (0,1 М триэтаноламин, 1,5 мМ 
MgCl2, 2,5 мМ CaCl2) и 10 мкл липосомного сангвинарина (конечная концен-
трация сангвинарина в лунке составляла 600 нг/мл). В контрольные образцы 
вместо препарата вносили по 10 мкл дистиллированной воды. После оценки 
первоначальной яркости кадров всех заданных лунок планшета в них вво-
дили по 30 мкл цитратной плазмы (пул из плазмы 10 здоровых доноров) и 
оценивали изменения яркости кадров. Влияние липосомного сангвинарина 
на тромбообразование оценивали по времени начала тромбообразования и 
плотности образующегося сгустка, соответствующей яркости кадра. 

Исследование биологической активности липосомного сангвинарина
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Действие липосомного сангвинарина на систему комплемента в сы-
воротке крови оценивали по времени гибели половины клеток-мишеней 
T. pyriformis [26]. В лунки планшета прибора вводили 260 мкл буфера, 10 мкл 
препарата (концентрация 60 нг/мл), 15 мкл разведенной в 4 раза сыворот-
ки (пул из сывороток 10 здоровых доноров) и 15 мкл культуры инфузорий 
T. pyriformis. В контрольные лунки вводили те же компоненты, но вместо 
раствора препарата – 10 мкл дистиллированной воды. С помощью прибора 
«БиоЛаТ» оценивали изменение количества клеток в заданных лунках. 

Обработку полученных данных проводили с помощью компьютерных 
программ AutoСiliata и Microsoft Excel 2010 (при анализе данных, получен-
ных с прибора «БиоЛаТ»), а также программы Microcal Origin 6.0. Для вы-
явления статистической значимости отличий использовали критерий Стью-
дента; данные считали статистически значимыми при значениях р<0,05. 

Результаты исследования и обсуждение

Полученные методом гидратации тонкослойной пленки (лецитин-холе-
стерин-сангвинарин), обработанные ультразвуком и очищенные с помощью 
гель-фильтрации липосомы представляли собой наноразмерные частицы 
сферической формы, по данным электронной микроскопии (рис. 1). 

Рис. 1. Микрофотография липосомных частиц с сангвинарином, полученная 
с помощью сканирующего электронного микроскопа. Автор фотографии – Н.Е. Седякина

[Fig. 1. A micrograph of liposome particles with sanguinarine 
obtained using a scanning electron microscope. Photo by NE Sedyakina]

Средний размер полученных липосомных частиц с включенным в их 
состав сангвинарином, определенный с помощью метода динамического 
рассеяния света, составлял 108,5±2,2  нм, дзета-потенциал –34,7±1,4  мВ. 
Эффективность включения сангвинарина в липосомы была достаточно вы-
сокой и составляла 72,8±4,8%. Ранее было продемонстрировано, что нано-
частицы образуют стабильные дисперсии, если значения их дзета-потенци-
ала составляют ±30 мВ и выше [27]. Дзета-потенциал полученных частиц 
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(–34,7±1,4) отвечает данному критерию и позволяет предполагать достаточ-
но высокую стабильность их дисперсии. 

Исследование динамики высвобождения сангвинарина из липосом про-
водили при условиях, приближенных к физиологическим (рН  7,4; 37°С). 
Как видно из рис. 2, высвобождение сангвинарина из липосомного препа-
рата происходило с наиболее высокой скоростью в первые 2 ч инкубации. 
В последующий период процесс высвобождения постепенно замедлялся, и 
после 24 ч инкубации высвобождение остаточного сангвинарина происхо-
дило довольно медленно, что может быть связано с его мембранной локали-
зацией в липосомах. После 6 ч инкубации наблюдалось высвобождение из 
липосом более 50% сангвинарина, а после 70 ч инкубации высвобождалось 
около 93% сангвинарина. Таким образом, в целом высвобождение сангвина-
рина из липосом носит прологированный характер. При этом наблюдается 
достаточно полное высвобождение препарата (через 3  сут инкубации вы-
свобождается более 94% сангвинарина). 

К рисунку 1 – автор Седякина Н.Е.  
 

 

 

 
Рис. 2. Динамика высвобождения сангвинарина из липосомной дисперсии 

[Fig. 2. Dynamics of sanguinarine release from liposomal dispersion] 

 

 

 
Рис. 3. Цитотоксическая активность липосомного и свободного сангвинарина в отношении опухолевых клеток 

карциномы молочной железы человека линии MCF-7 (р<0,05 для концентраций 5–20 мкМ).  
[Fig. 3. Cytotoxic activity of liposomal and free sanguinarine against tumor cells of the human breast carcinoma MCF-7 (p <0.05 for 

concentrations of 5-20 M)] 

Рис. 2. Динамика высвобождения сангвинарина из липосомной дисперсии
[Fig. 2. Dynamics of sanguinarine release from liposomal dispersion]

Противоопухолевая активность липосомного сангвинарина была проде-
монстрирована ранее in vitro на культурах опухолевых клеток линий B16 и 
HeLa [28]. В связи с широким распространением среди населения опухолей 
молочной железы и актуальностью поиска новых эффективных противоопу-
холевых средств мы исследовали цитотоксическую активность липосомного 
сангвинарина в отношении культуры клеток карциномы молочной железы 
линии MCF-7.

Результаты исследования цитотоксической активности липосомного 
сангвинарина в отношении опухолевых клеток линий MCF-7 представлены 
на рис.  3. Липосомный сангвинарин проявлял дозозависимую цитотокси-
ческую активность в отношении опухолевых клеток исследуемой линии в 
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микромолярном диапазоне концентраций. ЦТА липосомного сангвинарина 
(IC50 14,5 мкМ) была несколько ниже активности свободного сангвинарина 
(IC50 9,4 мкМ), что может объясняться пролонгированным характером вы-
свобождения сангвинарина из липосом в клеточную среду, а также специ-
фикой компартментализации и внутриклеточного высвобождения препарата 
при его поглощении опухолевыми клетками путем эндоцитоза. Пролонгиро-
ванное высвобождение и свойство преимущественного накопления липосом 
в опухолевой ткани могут оказать положительное влияние на терапевтиче-
скую эффективность при применении липосомного сангвинарина in vivo. 

К рисунку 1 – автор Седякина Н.Е.  
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Рис. 3. Цитотоксическая активность липосомного и свободного 
сангвинарина в отношении опухолевых клеток карциномы молочной 
железы человека линии MCF-7 (р<0,05 для концентраций 5–20 мкМ)
[Fig. 3. Cytotoxic activity of liposomal and free sanguinarine against tumor cells 

of human breast carcinoma MCF-7 (p <0.05 for concentrations of 5-20 μM)]

Таким образом, липосомный сангвинарин может рассматриваться в ка-
честве перспективной основы для создания противоопухолевых препаратов. 

Ранее было показано, что липосомный сангвинарин оказывает антибакте-
риальное действие в отношении грамположительных и грамотрицательных 
бактерий, а также некоторых микромицетов, что может свидетельствовать 
о возможности его практического применения в качестве антимикробно-
го средства [29]. Исследований цитотоксической активности липосомного 
сангвинарина на клетках инфузорий не проводилось, хотя такого рода ис-
следования представляются весьма актуальными, поскольку они позволяют 
оценить действие сангвинарина на простейшие эукариотические организ-
мы, среди которых встречается также немало возбудителей болезней чело-
века [30–32]. 

Результаты эксперимента по оценке влияния липосомного сангвинарина 
на выживаемость инфузорий P. caudatum представлены на рис. 4. 
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Рис. 4. Зависимость времени жизни клеток Paramecium caudatum от концентрации липосомного сангвинарина 

[Fig. 4. The dependence of the lifetime of Paramecium caudatum cells on the concentration of liposomal sanguinarine] 
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Рис. 5. Влияние липосомного сангвинарина в концентрации 600 нг/мл на процесс тромбообразования в плазме 

крови in vitro. a – фотографии лунок прибора «БиоЛаТ», содержащие контрольные и опытные пробы. b – 
динамика образования сгустков в плазме крови в контроле (1) и в присутствии препарата липосомного 

сангвинарина (2) 
[Fig. 5. The effect of liposomal sanguinarine at a concentration of 600 ng/ml on the process of thrombus formation in blood plasma 

in vitro. a - Photographs of the wells of the "BioLat" device, containing control and test samples. b - Dynamics of thrombus 
formation in blood plasma in the control (1) and in the presence of a liposomal sanguinarine (2)] 

 
Автор фотографий к рис. 5 – Черемных Е.Г.  

 

Рис. 4. Зависимость времени жизни клеток Paramecium caudatum 
от концентрации липосомного сангвинарина

[Fig. 4. The dependence of the lifetime of Paramecium caudatum 
cells on the concentration of liposomal sanguinarine]

Как видно из рис. 4, влияние липосомного сангвинарина на время жиз-
ни P. caudatum носило дозозависимый характер. В условиях эксперимента 
минимальная подавляющая концентрация липосомного сангвинарина со-
ставила 0,49  мкМ. При концентрациях от 0,245  мкМ и ниже препарат не 
вызывал гибели клеток в течение 2 ч; в течение последующих 24 ч также не 
наблюдалось гибели инфузорий. Таким образом, липосомный сангвинарин 
оказывает выраженное цитотоксическое действие в отношении представи-
теля простейших (Protozoa) эукариотических одноклеточных организмов – 
P.  caudatum, что может послужить основой для разработки антипротозой-
ных препаратов. Для выявления видового спектра уязвимых к действию 
липосомного сангвинарина патогенных Protozoa требуются дополнитель-
ные исследования.

Также была проведена оценка влияния липосомного сангвинарина на 
защитные системы крови – коагуляцию и систему комплемента. Оценку 
влияния липосомного сангвинарина на тромбообразование in vitro прово-
дили в цитратной плазме после ее рекальцификации. После оценки перво-
начальной яркости кадров всех заданных лунок планшета в них вводили по 
30 мкл цитратной плазмы (пул из плазмы 10 здоровых доноров) и оценивали 
изменения яркости кадров. Влияние липосомного сангвинарина на тромбо-
образование оценивали по времени начала тромбообразования и плотно-
сти образующегося сгустка, соответствующей яркости кадра. Фотографии, 
иллюстрирующие динамику образования сгустков, приведены на рис. 5, a. 
Средние значения изменения яркостей кадров, соответствующие величинам 
образующихся сгустков, приведены на рис. 5, b. 

Как видно из рис. 5, размер сгустка в растворах плазмы с добавлением 
липосомного сангвинарина существенно меньше по сравнению с контро-
лем. При этом липосомный сангвинарин индуцирует образование сгустка 
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после 7 мин инкубации, тогда как в контроле образование сгустка начинает-
ся лишь после 14 мин инкубации. Таким образом, в условиях данного экспе-
римента липосомный сангвинарин оказывает выраженное стимулирующее 
действие в отношении тромбообразования. Ранее было показано, что сво-
бодный сангвинарин проявляет антитромбоцитарное действие путем инги-
бирования активности циклооксигеназы-1 (IC50 28 мкM), играющей важную 
роль в тромбообразовании, и подавления образования тромбоксана В2 [17]. 
Стимуляция тромбообразования липосомным сангвинарином может быть 
обусловлена как прямой активацией ферментов коагуляции, так и индукцией 
ферментативных реакций системы коагуляции, которые могут эффективно 
протекать на поверхности липосомных наночастиц. Обнаруженный эффект 
стимуляции тромбообразования липосомными частицами представляется 
важным с точки зрения необходимости его учета при расчете доз вводимого 
в кровоток препарата.
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Рис. 5. Влияние липосомного сангвинарина в концентрации 600 нг/мл на процесс 
тромбообразования в плазме крови in vitro. a – фотографии лунок прибора 

«БиоЛаТ», содержащие контрольные и опытные пробы; b – динамика 
образования сгустков в плазме крови в контроле и в присутствии препарата 

липосомного сангвинарина (1 – контроль, 2 – липосомный сангвинарин). 
Автор фотографии – Е.Г. Черемных

[Fig. 5. The effect of liposomal sanguinarine at a concentration of 600 ng/ml on the process 
of thrombus formation in blood plasma in vitro. a - Photographs of the wells of the “BioLat” device, 

containing control and test samples; b - Dynamics of thrombus formation in blood plasma 
in the control (1) and in the presence of liposomal sanguinarine (2). Photo by EG Cheremnykh]

Протозойные инфекции – вызываемые паразитическими простейшими 
заболевания – могут приводить к серьезным последствиям, вплоть до ле-
тального исхода. Как важный элемент иммунной системы организма систе-
ма комплемента осуществляет неспецифическую защиту от протозойной 
инфекции. При проникновении в организм паразитических простейших 
происходит инициация цепи последовательных реакций, приводящих к об-
разованию компонентами системы комплемента на клеточной поверхности 
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так называемого мембраноатакующего комплекса, действие которого приво-
дит к лизису клетки. Мы исследовали влияние липосомного сангвинарина 
на возможность инициирования гибели клеток простейших путем актива-
ции системы комплемента в крови. Для этого в модельном эксперименте 
инфузории инкубировались в среде, содержащей сыворотку крови, в при-
сутствии нетоксичной для них концентрации липосомного сангвинарина. 

На рис.  6 приведены результаты исследования влияния липосомного 
сангвинарина в нетоксичной концентрации 60  нг/мл на функциональную 
активность системы комплемента в отношении инфузорий T. pyriformis. Как 
видно из рис. 6, время полужизни инфузорий-мишеней системы комплемен-
та (Т50 21,7 мин) в среде, содержащей сыворотку крови и липосомный санг-
винарин, сокращалось по сравнению с контролем (Т50 41,6 мин) примерно 
в два раза. Это может свидетельствовать об активирующем действии липо-
сомного сангвинарина в отношении сборки мембраноатакующего комплек-
са системы комплемента на поверхности клеток T. pyriformis, вызывающего 
их гибель. В отсутствие сыворотки крови в образцах липосомный сангвина-
рин в концентрации 60 нг/мл, напротив, оказывал стимулирующее действие 
в отношении роста T.  pyriformis – значение коэффициента пролиферации 
для нативных клеток составляло 2,1±0,2, для обработанных препаратом кле-
ток – 6,4±0,8 (p <0,05).  

 
 

Рис. 6. Динамика гибели клеток Tetrahymena pyriformis – мишеней системы комплемента – в среде, содержащей 
сыворотку крови, в присутствии липосомного сангвинарина. 1 – контроль, 2 – липосомный сангвинарин в 

концентрации 60 нг/мл 
[Fig. 6. Dynamics of Tetrahymena pyriformis cell death - complement system targets - in a medium containing serum in the presence 

of liposomal sanguinarine. 1 - control, 2 - liposomal sanguinarine at a concentration of 60 ng/ml] 
 
 

Рис. 6. Динамика гибели клеток Tetrahymena pyriformis – мишеней системы ком-
племента – в среде, содержащей сыворотку крови, в присутствии липосомного 

сангвинарина: 1 – контроль, 2 – липосомный сангвинарин в концентрации 60 нг/мл
[Fig. 6. Dynamics of Tetrahymena pyriformis cell death - complement system tar-
gets - in a medium containing serum in the presence of liposomal sanguinarine. 

1 - control, 2 - liposomal sanguinarine at a concentration of 60 ng/ml]

Представленные данные свидетельствуют о возможности стимулирую-
щего влияния липосомного сангвинарина на систему комплемента. Данный 
эффект позволяет рассматривать перспективу использования липосомного 
сангвинарина в качестве иммуностимулирующего средства.
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Заключение

Липосомы с сангвинарином, полученные методом гидратации тонко-
слойной пленки на основе лецитина и холестерина, взятых в молярном со-
отношении 3:1, обладали небольшим размером и проявляли способность к 
пролонгированному высвобождению действующего вещества. Продемон-
стрированная в экспериментах in vitro выраженная цитотоксическая проти-
воопухолевая и антипротозойная активность липосомного сангвинарина по-
зволяет рассматривать его в качестве перспективного противоопухолевого и 
антипротозойного средства. Обнаруженный эффект стимуляции тромбообра-
зования липосомным сангвинарином представляется важным с точки зрения 
необходимости его учета при выборе дозы вводимого в кровоток препарата.
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Study of the biological activity of liposomal sanguinarine 
on cultures of tumor cells and protozoa

Sanguinarine is a benzophenanthridine alkaloid with antimicrobial, antiviral, 
antiparasitic, anti-inflammatory, antiplatelet, antiangiogenic, and antitumor activity. 
One of the important properties of sanguinarine is a pronounced ability to suppress 
thrombogenesis, tumor growth and metastasis. However, the low solubility of 
sanguinarine in biological fluids limits its medical use. The present research was 
devoted to the development of the liposomal form of sanguinarine and the study of its 
biological activity.

We obtained liposomes with sanguinarine on the basis of lecithin and cholesterol 
by the method of hydration of a thin film with buffer, followed by sonication and 
extrusion through a polycarbonate membrane with a pore size of 100 nm. Purification 
of liposomal dispersion from a drug that was not included in the vesicles was performed 
by gel filtration chromatography. We studied the morphology of the obtained liposomal 
particles by scanning electron microscopy; particle size and zeta potential were 
determined by dynamic light scattering. The study of the dynamics of sanguinarine 
release was conducted using the method of dialysis; quantitative analysis of the 
released sanguinarine from liposomes was performed using reverse-phase HPLC. The 
cytotoxic activity (CTA) of liposomal preparation against tumor cells of human breast 
carcinoma MCF-7 line was determined by the MTT assay. The toxicity and biological 
effects of liposomal sanguinarine on the cultures of Paramecium caudatum Ehrenberg 
and Tetrahymena pyriformis WH1, as well as the study of the effect of the drug on 
the complement system, were evaluated using the automated video registration system 
“BioLaT” (Russia). 

According to electron microscopy data, the obtained liposomes were spherical 
nanosized particles (See Fig. 1). The mean size of the obtained liposomal particles 
with sanguinarine included in their composition, determined using the method of the 
dynamic light scattering, was 108.5±2.2 nm, and the zeta potential was –34.7±1.4 mV. 
The effectiveness of sanguinarine inclusion in liposomes was quite high and amounted 
to 72.8±4.8%. The study of the dynamics of sanguinarine release from liposomes in 
conditions close to physiological (pH 7.4; 37°C) showed that this process occurs at 
the highest rate in the first 2 h of incubation. Then, the process is prolonged (release of 
about 50% sanguinarine after 6 h of incubation, and about 93% after 70 h) (See Fig. 
2). Liposomal sanguinarine showed dose-dependent cytotoxic activity against tumor 
cells of human carcinoma MCF-7 in the micromolar concentration range (Seе Fig. 3). 
The CTA of liposomal sanguinarine (IC50 14.5 mM) was slightly lower than the activity 
of free sanguinarine (IC50 9.4 mM), which can be explained by the prolonged release 
of sanguinarine from liposomes into the cell medium, as well as by the specificity 
of compartmentalization and intracellular release of the drug when it is absorbed by 
tumor cells by endocytosis. The prolonged release and the property of preferential 
accumulation of liposomes in tumor tissue can have a positive effect on therapeutic 
efficacy in the application of liposomal sanguinarine in vivo. The effect of liposomal 
sanguinarine on the survival of P. caudatum ciliates was dose-dependent (See Fig. 4). 
The minimum inhibitory concentration of liposomal sanguinarine was 0.49 mM. At 
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concentrations from 0.245 mM and below, the drug did not cause cell death for 2 h; 
over the next 24 h, the death of the ciliates was neither observed. Thus, liposomal 
sanguinarine has a pronounced cytotoxic effect on P. caudatum, a representative 
of the protozoa, which can serve as the basis for the development of antiprotozoal 
drugs. To identify pathogenic Protozoa species spectrum vulnerable to the action of 
liposomal sanguinarine, additional research is required. We also assessed the influence 
of liposomal sanguinarine on the protective blood systems - coagulation and the 
complement system. The effect of liposomal sanguinarine on thrombus formation in 
vitro was evaluated in citrate plasma after its recalcification according to the time of the 
onset of thrombus formation and the resulting clot density (See Fig. 5). The clot size 
in plasma solutions with the addition of the drug was significantly smaller compared 
with the control. At the same time, liposomal sanguinarine induces the formation of a 
clot after 7 min of incubation, whereas in the control the formation of a clot begins only 
after 14 min of incubation. Thus, under the conditions of this experiment, liposomal 
sanguinarine had a pronounced stimulating effect on thrombus formation. Stimulation 
of thrombosis by liposomal sanguinarine can be caused both by direct activation of 
coagulation enzymes and by the induction of enzymatic reactions of the coagulation 
system, which can efficiently proceed on the surface of liposomal nanoparticles. The 
study of the effect of liposomal sanguinarine in a non-toxic concentration of 60 ng/ml on 
the functional activity of the complement system against  T. pyriformis ciliates showed 
that the half-life of the ciliates as a target of the complement system in the medium 
containing serum and liposomal sanguinarine (T50 21.7 min) reduced approximately 
twice compared with the control (T50 41.6 min) (See Fig. 6). In the absence of serum in 
the samples, liposomal sanguinarine at a concentration of 60 ng/ml, on the contrary, had 
a stimulating effect on T. pyriformis growth - the value of the proliferation coefficient 
for native cells was 2.1±0.2, and for the treated cells it was 6.4±0.8. The obtained 
data may indicate the activating effect of liposomal sanguinarine with respect to the 
assembly of the membrane attack complex of the complement system on the surface 
of T. pyriformis cells, causing their death. This effect allows to envisage the prospect 
of using liposomal sanguinarine as an immunostimulating agent. Thus, the pronounced 
cytotoxic antitumor and antiprotozoal activity, demonstrated in experiments in vitro, 
makes it possible to consider liposomal sanguinarine as a promising antitumor and 
antiprotozoal agent. The detected effect of thrombosis stimulation by liposomal 
sanguinarine seems to be important when selecting the dose of the drug introduced into 
the bloodstream. 

The paper contains 6 Figures and 32 References.
Key words: sanguinarine, liposomes, MCF-7 carcinoma, thrombus formation, 

antitumor activity, antiprotozoal activity, Paramecium caudatum, Tetrahymena 
pyriformis. 
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