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Получена биосовместимая супрамолекулярная система на основе альгината натрия и виологенового 
каликс[4]резорцина для инкапсуляции гидрохлорида доксорубицина (DOX). Совокупностью физико-хи-
мических методов найдено соотношение полимер:макроцикл, при котором формируются стабильные 
наночастицы, и определены их морфологические характеристики. Показано, что с увеличением концен-
трации каликс[4]резорцина происходит увеличение размера и изменение дзета-потенциала наночастиц 
от отрицательных к положительным значениям. Установлено, что наиболее оптимальной супрамолеку-
лярной системой для связывания DOX является композиция с соотношением макроцикл:полимер = 1:50, 
причем изменение соотношения компонентов может инициировать высвобождение лекарства. Показано 
влияние инкапсулированного DOX на физико-химические и биологические свойства супрамолекулярной 
системы.
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Супрамолекулярная самосборка амфифильных 
строительных блоков является перспективным 
подходом для создания функциональных колло-
идных систем [1–3]. С помощью данного подхо-
да можно получать наночастицы без трудоемкого 
органического синтеза, без использования орга-
нических растворителей, температурного и уль-
тразвукового воздействия. Наглядным примером 
таких разработок является создание супрамолеку-

лярных амфифилов или супраамфифилов – неко-
валентных комплексов между гидрофильными и 
гидрофобными компонентами [4–7]. Супраамфи-
фильные системы привлекают огромное внимание 
благодаря возможности формирования различных 
коллоидных наноструктур посредством спонтан-
ной самоорганизации гидрофильных и гидрофоб-
ных молекул. Кроме того, нековалентная природа 
супрамолекулярных взаимодействий в этих си-
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стемах обеспечивает их эффективный отклик на 
различные внешние воздействия. Эти уникальные 
характеристики позволяют рассматривать супра-
амфифилы в качестве перспективных систем с на-
страиваемыми свойствами для инкапсуляции био-
логически активных соединений.

В создании супраамфифилов могут быть ис-
пользованы различные каликсарены с жесткой 
макроциклической матрицей и гибкие линейные 
молекулы. Например, стимул-чувствительные 
везикулярные наночастицы могут быть получе-
ны путем электростатического взаимодействия 
сульфонатного каликс[4]арена с хитозаном [8] и 
протамином [9]. В работе с полипептидом было 
показано, что формируемые везикулы являются 
нетоксичными и могут расщепляться под действи-
ем фермента трипсина с контролируемым высво-
бождением инкапсулированных гидрофильных 
лекарств [9]. В другой работе [10] было продемон-
стрировано, что в смешанной системе хитозана с 
сульфонатным каликс[8]ареном обеспечивается 
дополнительное связывание с алкалоидными мо-
лекулами благодаря лабильности большой арома-
тической полости. Таким образом, этот макроцикл 
может заменить часто используемый триполифос-
фатный сшивающий агент с дополнительным пре-
имуществом образования комплексов включения 
с биоактивными молекулами. Подобные законо-
мерности совместной агрегации и инкапсуляции 
алкалоидов были выявлены при исследовании вза-
имодействия различных сульфонатных каликсаре-
нов и молекул декстрана с метилимидазольными 

группами [11], причем более гибкая структура 
декстрана позволяет получать агрегаты меньшего 
размера, чем на основе хитозана.

Как видно из представленного выше анализа 
небольшого количества работ, при формировании 
супрамолекулярных систем на основе каликсаре-
нов и полимеров были использованы анионные 
макроциклы и катионные полимеры. В данной ра-
боте в качестве макроциклического амфифила был 
выбран катионный каликс[4]резорцин, модифици-
рованный виологеновыми фрагментами по верхне-
му ободу и н-додецильными группами по нижне-
му ободу (VR, схема 1). Выбор такого макроцикла 
обусловлен тем, что его алкильные фрагменты мо-
гут взаимодействовать с гидрофобными областя-
ми полимерной цепи посредством нековалентной 
связи [12], а наличие виологеновых групп обеспе-
чивает высокую водную растворимость аромати-
ческого каркаса с четырьмя достаточно длинными 
алкильными группами. Кроме придания водной 
растворимости, являющейся ключевым моментом 
биосовместимости, электронно-дефицитная при-
рода виологеновых групп может быть ответствен-
на за такие супрамолекулярные взаимодействия, 
как π–π-стекинг, катион–π и электростатическое 
взаимодействие [13], которые кооперативно, в 
комбинации с гидрофобным эффектом, могут 
участвовать в формировании стабильной супра-
молекулярной системы. В качестве полимерного 
компонента композиции был использован альги-
нат натрия (Alg, схема 1), являющийся полезным 
компонентом многих пищевых и биомедицинских 
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систем [14]. Полученные агрегаты на основе VR и 
Alg были исследованы в качестве наноконтейнера 
для противоопухолевого препарата гидрохлорида 
доксорубицина (DOX, схема 1).

На первом этапе изучения смешанной агрега-
ции VR и Alg был использован метод турбидиме-
трии, показывающий изменение мутности раство-
ра в зависимости от соотношения компонентов. 
Процесс комплексообразования противоположно 
заряженных компонентов и формирования агрега-
тов, приводящий к повышению мутности раство-
ра, контролировали, измеряя светорассеяние на 

абсорбционном спектрофотометре. Метод турби-
диметрического титрования показал, что добавле-
ние компонента VR к Alg приводит к резкому воз-
растанию мутности до достижения соотношения 
VR:Alg = 1:8 (рис. 1). При дальнейшем увеличе-
нии доли VR эти агрегаты не разрушаются и мут-
ность не снижается, что отражается на отсутствии 
снижения оптической плотности после достиже-
ния восьмикратного избытка полимера. Таким 
образом, одна молекула VR способна связывать 
полимер Alg, ориентируя вокруг себя восемь мо-
номерных звеньев Alg, что свидетельствует об 
электростатическом механизме взаимодействия 
между VR и Alg.

На концентрационной зависимости удельной 
электропроводности в водных растворах 0.1 мМ.  
Alg–VR наблюдаются два перегиба (рис. 2а), 
первый из которых соответствует соотноше-
нию VR:Alg = 1:8, а второй – при концентрации  
VR 0.05 мМ., что соответствует соотношению 
VR:Alg = 1:2. Первоначальное отсутствие измене-
ний значений удельной электропроводности в этих 
смешанных растворах до достижения первого пе-
региба указывает на электростатическую компен-
сацию избытка положительных зарядов VR отри-
цательно заряженными группами Alg. Вероятно, 
первый перегиб при соотношении VR:Alg = 1:8 
соответствует полной компенсации положитель-
ных зарядов VR и отрицательных зарядов Alg, от-
ветственной за формирование смешанных агрега-

Рис. 1. Зависимость мутности смешанной системы 
0.1 мМ. Alg–VR при 450 нм от концентрации VR в 
водной среде при 25°С.

Рис. 2. Зависимость удельной электропроводности (a) и рН (б) в индивидуальном растворе VR (1) и смешанной системе 
0.1 мМ Alg–VR (2) от концентрации VR в водной среде при 25°С.
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тов, а при соотношении VR:Alg = 1:2 образование 
этих агрегатов за счет электростатического притя-
жения прекращается. Аналогичные перегибы на-
блюдаются на зависимости изменения рН в смеси  
0.1 мМ. Alg–VR от концентрации VR. В водных 
индивидуальных растворах VR наблюдается сни-
жение рН, вследствие ионизации воды в сольват-
ных оболочках положительно заряженных атомов 
азота [15]. Поэтому добавление его к нейтрально-
му раствору Alg приводит к снижению рН (рис. 2б).

Для исследования морфологических характе-
ристик супрамолекулярных структур, образован-
ных в процессе совместной агрегации Alg и VR, 
образцы были исследованы с помощью динами-
ческого рассеяния света (ДРС) (рис. 3а, S1, см. 
Дополнительные материалы). В растворах с по-
стоянной концентрацией Alg 0.1 мМ. наночастицы 
начали образовываться при 50-кратном молярном 
недостатке VR. В целом, ход зависимости измене-
ния размеров смешанных агрегатов от концентра-
ции VR соотносится с данными турбидиметрии, 
поскольку максимальное значение размеров агре-
гатов наблюдается при восьмикратном избытке 
полимера, а при соотношении VR:Alg = 1:9 проис-
ходит перезарядка наночастиц: смена отрицатель-
ного дзета-потенциала на положительный. Инте-
ресно отметить, что добавление первых порций 
макроцикла к раствору полимера вместо компен-

сации заряда приводит, наоборот, к увеличению 
его отрицательного дзета-потенциала (рис. 3б). 
Вероятной причиной такого более отрицательного 
значения дзета-потенциала в присутствии неболь-
шой доли положительно заряженного VR является 
адсорбция части гидроксид-ионов на поверхности 
частиц вблизи молекул макроциклов. Как отмече-
но выше, в водной системе VR–Alg может проис-
ходить достаточно сильная поляризация молекул 
воды как заряженными виологеновыми фрагмен-
тами макроцикла, так высвобождающимися при 
связывании Alg хлорид-противоионами, вплоть до 
их ионизации в сольватных оболочках. В резуль-
тате взаимодействия диполей воды с положитель-
ным зарядом VR и хлорид-ионами образуются ги-
дроксид-ионы и сопряженные ионы гидроксония. 
В силу своего меньшего размера по сравнению с 
хлорид-противоионами и высокой плотности заря-
да гидроксид-ионы могут связываться с виологе-
новыми группами макроцикла, что обусловливает 
более отрицательное значение дзета-потенциала 
при добавлении VR к Alg.

Надо отметить, что в смешанных системах с 
фиксированным количеством Alg (0.1 мМ.) наблю-
дался небольшой разброс значений гидродинами-
ческого диаметра в течение 17 дней хранения при 
комнатной температуре (рис. 3а), а значительные 
изменения дзета-потенциала наблюдались только 

Рис. 3. Зависимость гидродинамического диаметра (а) и дзета-потенциала (б) частиц, формируемых в смешанном растворе  
0.1 мМ. Alg–VR, от концентрации VR в водной среде при 25°С.
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в растворах с большим избытком VR. Таким обра-
зом, наиболее стабильные наночастицы формиру-
ются при избытке Alg. Предполагаемой причиной 
того, что наибольшая стабильность наблюдается 
при избытке полимера, а не макроцикла, возмож-
но, является различие в конформационной под-
вижности смешиваемых компонентов. Молекула 
VR имеет конформационно жесткий остов из-за 
двух типов мостиков (диоксиметиленовых мости-
ков на верхнем ободе и метиленовых мостиков на 
нижнем ободе), не позволяющим ароматическую 
каркасу изгибаться при взаимодействии с поли-
мером. Линейная структура Alg обусловливает 
лабильность полимера, позволяющую быстрее 
самоорганизоваться в присутствии небольшого 
количества противоположно заряженного макро-
цикла. Следовательно, устойчивость образуемых 
наночастиц на основе VR и Alg определяется кон-
формационной гибкостью полимера, способству-
ющей более быстрому образованию смешанных 
агрегатов.

Убедившись с помощью ДРС в том, что добав-
ление VR в водный раствор Alg приводит к форми-
рованию смешанных агрегатов, для смеси VR–Alg 
(1:50) были получены микрофотографии с исполь-
зованием метода просвечивающей электронной 
микроскопии (ПЭМ). На рис. 4 видно наличие 
сферических агрегатов, достаточно равномерно 
распределенных по поверхности медной сетки с 
распределением частиц по размерам от 100 до 360 

нм, что соотносится с результатами ДРС. Отсут-
ствие частиц диаметром меньше 100 нм, которые 
наблюдали методом ДРС для раствора VR–Alg 
(1:50), обусловлено концентрированием образца 
при его пробоподготовке. Данное предположение 
было подтверждено экспериментально с помощью 
ДРС, согласно которому при увеличении общей 
концентрации системы в смешанном растворе 
формируются более крупные агрегаты с более вы-
сокой полидисперсностью (рис. S2, см. Дополни-
тельные материалы).

Известно, что DOX взаимодействует с Alg по 
электростатическому механизму [16, 17], что со-
провождается снижением его флуоресценции. 
Интенсивность флуоресценции DOX достаточно 
резко снижается при эквимолярном соотношении 
Alg–DOX, однако избыток Alg еще сильнее сни-
жает флуоресценцию (рис. 5). Поскольку взаимо-
действие Alg и с VR, и с DOX идет по одному и 
тому же электростатическому механизму, VR и 
DOX будут конкурировать друг с другом за свя-
зывание с полимером. В связи с этим для опре-
деления состава тройных композиций система, 
содержащая 0.1 мМ. Alg и 0.02 мМ. DOX, была 
оттитрована раствором макроцикла. Добавление 
первых порций VR к системе Alg–DOX не влияет 
на интенсивность флуоресценции DOX, что озна-
чает отсутствие вытеснения DOX из комплекса 
(рис. 6), но при концентрации VR свыше 2 мкМ. 
интенсивность флуоресценции DOX начинает по-

Рис. 4. Изображения ПЭМ для агрегатов, образованных в смешанной системе VR–Alg (1:50) с масштабом 2.0 мкм (а) и 
500 нм (б).
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степенно возрастать, что говорит о высвобожде-
нии лекарства. Резкое повышение флуоресценции 
наблюдается при соотношении VR:Alg = 1:8, соот-
ветствующему полной нейтрализации отрицатель-
ных зарядов мономерного звена полимера поло-
жительным зарядами макроцикла. Следовательно, 
для связывания DOX наиболее оптимальной су-
прамолекулярной системой является композиция с 
соотношением компонентов VR:Alg = 1:50. Такое 
количество VR по отношению к Alg достаточно 
для формирования смешанных агрегатов (рис. 3), 
и при этом макроцикл еще не вытесняет DOX из 

комплекса с полимером. Интересно отметить, что 
добавление DOX к системе VR–Alg (1:50) приво-
дит к небольшому возрастанию размеров частиц 
с 30 до 38 нм и значительному улучшению кор-
реляционной функции. В течение двух недель в 
растворе VR–Alg–DOX постепенно возрастает по-
лидисперсность, а средний диаметр агрегатов уве-
личивается до 50 нм (рис. S3, см. Дополнительные 
материалы).

Для дальнейших экспериментов по высвобо-
ждению DOX была исследована композиция, со-
держащая 0.1 мМ. Alg, 0.002 мМ. VR и 0.02 мМ. 

Рис. 5. Спектры флуоресценции DOX (с 0.02 мМ.) в присутствии различной доли Alg в водной среде при 25°С (а);  
зависимость интенсивности флуоресценции DOX при 550 нм от концентрации Alg (б).

Рис. 6. Спектры флуоресценции DOX (с 0.02 мМ.) в присутствии смешанных растворов с постоянной концентрацией  
0.1 мМ. Alg и различного количества VR (а) и зависимость интенсивности флуоресценции DOX при 555 нм в смешанных 
растворах с постоянной концентрацией 0.1 мМ. Alg от концентрации VR в водной среде при 25°С (б).
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DOX. В качестве внешнего раствора были вы-
браны фосфатный (рН 7.4) и ацетатный (рН 5.0) 
буферы, магнитное перемешивание которых осу-
ществляли при 37°С. Эксперимент показал, что в 
течение первых двух часов высвобождение DOX 
происходит одинаково в обоих буферах, после чего 
высвобождение DOX в нейтральной среде замед-
ляется (рис. 7). После 10 ч диализа высвобожде-
ние препарата в нейтральной среде достигает 28% 
и выходит на плато. Нужно отметить, что в обла-
сти рН 7.4 положительный заряд DOX может не-
сколько ослабляться, снижая вклад конкурентного 
электростатического взаимодействия с полимером 
в процессах связывания/высвобождения, что бу-

дет способствовать пролонгированному высвобо-
ждению лекарства. В кислой среде чуть более 50% 
DOX высвобождается за 15 ч. Метод ДРС показал, 
что в буферной среде размеры агрегатов VR–Alg и 
VR–Alg–DOX возрастают относительно размеров 
этих агрегатов в воде, причем наибольшее увели-
чение наблюдается в фосфатном буфере (рис. S4, 
см. Дополнительные материалы). Вероятной при-
чиной ускоренного высвобождения DOX в кислой 
среде, возможно, является то, что молекула DOX 
существует полностью в протонированной фор-
ме. Это может инициировать ее высвобождение из 
смешанной системы из-за конкурентного связыва-
ния Alg с VR.

По завершении физико-химических исследо-
ваний были приготовлены образцы для скрининга 
биологических свойств. Поскольку для связыва-
ния DOX наиболее оптимальной системой явля-
ется смешанный раствор VR–Alg в соотношении 
1:50, на первом этапе исследования биологиче-
ских свойств были протестированы водные рас-
творы Alg в отсутствие и в присутствии VR. Для 
данных растворов значения IC50 по отношению к 
нормальным (Chang liver) и опухолевым (M-HeLa) 
клеткам превышают 50 мкM., т. е. эти растворы не 
проявляют цитотоксического действия (табл. 1). В 
случае применения индивидуального раствора Alg 
для связывания DOX наблюдается избирательное 
усиление цитотоксичности по отношению к опу-
холевым клеткам и снижение цитотоксичности по 
отношению к нормальным клеткам. Присутствие 
макроцикла VR сохраняет цитотоксическую ак-
тивность по отношению к M-HeLa, но немного по-

Рис. 7. Высвобождение DOX из агрегатов VR–Alg в 
ацетатном (рН 5.0) и фосфатном (рН 7.4) буферах при 
37°С.

Таблица 1. Цитотоксичность индивидуальных растворов Alg и DOX, смешанных систем VR–Alg, VR–Alg–DOX в 
отсутствие и в присутствии солюбилизированных антиоксидантов кверцетина и олеиновой кислоты

Композиция
M-HeLa Chang liver

IC50 Alg, мкМ.
Alg > 50 > 50
VR–Alg (1:50) > 50 > 50

IC50 DOX, мкМ.
DOX 3.0±0.1 2.0±0.1
Alg–DOX 2.6±0.1 5.8±0.6
VR–Alg (1:50)–DOX 2.6±0.1 4.6±0.5
VR–Alg (1:50)–DOX–кверцетин 3.4±0.1 6.4±0.6
VR–Alg (1:50)–DOX–олеиновая кислота 2.4±0.1 7.6±0.8
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вышает цитотоксичность по отношению к Chang 
liver (табл. 1). Для того, чтобы снизить цитоток-
сичность по отношению к нормальной клеточной 
линии, композиция VR–Alg (1:50) была использо-
вана для инкапсуляции не только DOX, но и гидро-
фобных антиоксидантов (кверцетина и олеиновой 
кислоты). В результате одновременного связыва-
ния DOX и антиоксидантов наблюдалось пониже-
ние цитотоксичности, причем добавка кверцетина 
к агрегатам, содержащим DOX, снижает цито-
токсичность по отношению к обеим клеточным 
линиям. Наиболее селективной оказалась компо-
зиция, содержащая DOX и олеиновую кислоту, 
для которой индекс селективности превышает 3. 
Вероятной причиной пониженного цитотоксиче-
ского действия к нормальным клеткам является 
комплексообразование между DOX и олеиновой 
кислотой [18], что препятствует проникновению 
лекарства в эти клетки.

Распределение DOX в опухолевых клетках оце-
нивали при помощи метода проточной цитофлуо-
риметрии. Было показано, что инкапсулированная 
форма DOX проявляет наибольшую интенсив-
ность флуоресценции по сравнению со свободной 
формой DOX (рис. 8). Однако исследование мето-
дом флуоресцентной микроскопии после окраши-
вания ДНК красителем DAPI обнаружило сходные 

изменения в морфологии клеточных ядер при об-
работке клеток как свободным, так и инкапсулиро-
ванным DOX (рис. 9). Таким образом, обе формы 
DOX вызывают характерную для апоптоза фраг-
ментацию ядер, но наличие олеиновой кислоты 
способно увеличить селективность действия DOX.

Таким образом, в работе впервые изучена су-
прамолекулярная система на основе альгината на-
трия и виологенового каликс[4]резорцина в каче-
стве наноконтейнера для DOX. В водном растворе 
Alg реализуется спонтанное формирование нано-
частиц в присутствии небольшого количества VR 
при соотношении VR:Alg = 1:50. Данное соотно-
шение компонентов обеспечивает полное связыва-
ние DOX наночастицами и не требует проведения 
диализа с целью отделения незакапсулированного 
лекарства. DOX, связанный агрегатами на основе 
VR–Alg, по селективности действия по отноше-
нию к опухолевым клеткам значительно превосхо-
дит действие свободного DOX. Инкапсулирован-
ная форма DOX способна проникать в опухолевые 
клетки и проявлять цитотоксическое действие, 
вероятно, за счет индукции апоптоза, которая мо-
жет снизиться в нормальных клетках благодаря 
одновременному присутствию в наноконтейне-
рах гидрофобных антиоксидантов. Полученные 
результаты могут быть полезны при создании эф-

Рис. 8. Внутриклеточное поглощение DOX, измеренное методом проточной цитометрии. 
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Рис. 9. Изображения флуоресцентной микроскопии клеток М-HeLa, инкубированных со свободным и инкапсулированным 
DOX.
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фективных наноносителей доксорубицина в про-
тивораковой терапии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Синтез VR описан в работе [15]. Альгинат на-
трия (Acros Organics) и гидрохлорид доксоруби-
цина (>90%, Toronto Research Chemicals) исполь-
зовали без дополнительной очистки. Растворы 
готовили в деионизированной воде (18.2 MΩ), 
полученной на системе очистки воды Millipore 
Direct-Q 5 UV (Molsheim, Франция). Растворы 
полимера и макроцикла готовили путем раство-
рения твердой навески вещества в определенном 
объеме воды при перемешивании на магнитной 
мешалке в течение 30 мин при комнатной темпе-
ратуре. Молярную концентрацию Alg рассчитыва-
ли относительно мономерного звена. Смешанные 
растворы VR–Alg готовили простым смешива-
нием различных объемов исходных водных рас-
творов полимера и макроцикла в определенном 
соотношении. Фосфатный буфер готовили с ис-
пользованием таблеток PBS (Sigma-Aldrich). 
Для приготовления натрий-ацетатного буфе-
ра 2.886 г безводного ацетата натрия растворя-
ли в 400 мл деионизированной воды, добавляли  
0.848 мл ледяной уксусной кислоты (ρ 1.0492 г/см3),  
затем разбавляли водой до 500 мл.

Для определения электропроводности исполь-
зовали кондуктометр InoLab Cond 720 (WTW 
GmbH, Германия), оснащенный графитовым элек-
тродом. Для измерения рН растворов использо-
вали рН-метр HI 2110 (Hanna Instruments, США). 
Все измерения проводили при 25°C, повторяли 
не менее трех раз и определяли среднее значе-
ние. Гидродинамический диаметр частиц и их 
дзета-потенциал измеряли на анализаторе частиц 
Zetasizer Nano (Malvern Instruments, Великобри-
тания) с гелий-неоновым лазером мощностью  
4 мВт, работающим на длине волны 632.8 нм. Об-
ратно рассеянный свет регистрировали при 173°, 
а среднечисловой гидродинамический диаметр 
рассчитывался по уравнению Стокса–Эйнштей-
на. Все измерения ДРС повторяли не менее 5 раз 
при температуре 25±0.1°C. Полученные данные 
обрабатывали с помощью программного обеспе-
чения DTS 5.10. Спектры поглощения измеряли в 
кварцевых кюветах толщиной 1 и 10 мм с помо-
щью спектрофотометра Specord 250 Plus (Analytic 

Jena, Германия) при 25°C. Спектры флуоресцен-
ции DOX снимали на спектрофлуориметре Hitachi 
F-7100 (Hitachi, Япония). Длина волны возбуж-
дения составляла 481 нм, спектры испускания 
наблюдали в диапазоне 490–700 нм. Измерения 
проводили в 10-мм кварцевой кювете при ширине 
спектральных щелей 5 нм. Изображения ПЭМ по-
лучали с помощью просвечивающего электронно-
го микроскопа Hitachi HT7800 (Hitachi, Япония). 
Микроскоп работал при ускоряющем напряжении 
80 кВ. Перед съемкой 5 мкл раствора помещали на 
покрытую формваром медную сетку диаметром  
3 мм, после чего высушивали при комнатной тем-
пературе в течение 24 ч.

Для количественной оценки профиля высвобо-
ждения DOX из агрегатов VR–Alg проводили ди-
ализ с использованием мембраны Slider-A-Lyzer 
(Thermo FS, США) с размером пор 2 кДа. Высво-
бождение DOX изучали в ацетатном (рН 5.0) и 
фосфатном (рН 7.4) буферах при 37°С. Объем 
пробы составил 4 мл, объем внешнего буферного 
раствора – 250 мл. Высвобождение DOX контро-
лировали флуориметрически по его содержанию 
во внешнем буфере. Концентрацию DOX опреде-
ляли по интенсивности флуоресценции при 555 нм 
по калибровочным кривым (рис. S5, см. Дополни-
тельные материалы).

Для экспериментов по цитотоксичности ис-
пользовали культуру опухолевых клеток М-HeLa 
клон 11 (эпителиоидный рак шейки матки, субли-
ния HeLa, клон М-HeLa из коллекции Института 
цитологии РАН (Санкт-Петербург) и линию кле-
ток печени человека (Chang liver) из коллекции 
НИИ Вирусологии РАМН (Москва). Клетки куль-
тивировали на стандартной питательной среде 
Игла, изготовленной в Институте полиомиелита 
и вирусных энцефалитов им. М.П. Чумакова РАН 
(компания «ПанЭко»), с добавлением 10% эмбри-
ональной телячьей сыворотки и 1% незаменимых 
аминокислот.

Цитотоксическое действие на клетки определя-
ли с помощью колориметрического метода клеточ-
ной пролиферации – МТТ-теста [19]. Значения IC50 
были рассчитаны с использованием онлайн-каль-
кулятора MLA - Quest Graph™ IC50 Calculator AAT 
Bioquest, Inc, 8 февраля 2023 г. (AAT Bioquest Inc. 
Quest Graph™ IC50 Calculator https://www.aatbio.
com/tools/ic50-calculator). Эксперименты были по-
вторены трижды, и результаты представлены как 
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среднее значение±стандартное отклонение.
Оценку поглощения DOX клетками M-HeLa 

проводили методом проточной цитометрии. Не-
обработанные клетки использовали в качестве 
отрицательного контроля. Клетки высевали в 
24-луночные планшеты по 5×104 клеток на лунку 
и инкубировали в течение 24 ч, затем клетки куль-
тивировали с тестируемыми растворами. К кон-
трольным клеткам добавляли свежую культураль-
ную среду без тест-композиций. После обработки 
клетки трижды промывали фосфатно-солевым 
буфером для удаления наночастиц, не проникших 
в клетки. Затем клетки трипсинизировали и ресу-
спендировали в свежем фосфатном буфере. Су-
спензии клеток анализировали на приборе Guava 
easy Cyte (Merck Millipore, США).

Для флуоресцентной микроскопии ядра кле-
ток окрашивали DAPI. После обработки иссле-
дуемыми составами фотосъемку проводили на 
вертикальном моторизованном флуоресцентном 
микроскопе Nikon Eclipse Ci-S (Nikon, Китай) при 
увеличении ×400.

В рамках данной работы эксперименты с жи-
вотными не проводились.
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A biocompatible supramolecular system based on sodium alginate and viologen calix[4]resorcinol for encapsula-
tion of doxorubicin hydrochloride (DOX) was obtained. Using a set of physicochemical methods, the polymer–
macrocycle ratio was found, at which stable nanoparticles are formed, and their morphological characteristics 
were determined. It was shown that with an increase in the concentration of calix[4]resorcinol, the size of 
nanoparticles increases and the zeta potential changes from negative to positive values. It was established that 
the most optimal supramolecular system for DOX binding is a composition with a macrocycle–polymer ratio 
of 1:50, and a change in the ratio of components can initiate drug release. The effect of encapsulated DOX on 
the physicochemical and biological properties of the supramolecular system was shown.
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