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ПОЛУЧЕНИЕ КОМПЛЕКСНЫХ ПРЕПАРАТОВ  
НА ОСНОВЕ ЛИПОСОМАЛЬНОЙ ФОРМЫ СТРЕПТОКИНАЗЫ  

И ИХ ФАРМАКОКИНЕТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

Аннотация. Получена липосомальная форма стрептокиназы (СК) с гидродинамическим диаметром ~70 нм, дзе-
та-потенциалом –6,2 мВ и степенью включения вещества 14,1 %, на основе которой приготовлены комплексные пре-
параты, содержащие «связанную» и «свободную» СК в соотношениях 20/80, 40/60 и 50/50. Для них в эксперименте  
in vivo на крысах показано увеличение периода полувыведения от 1,8 до 31,9 мин и времени достижения максималь-
ной концентрации стрептокиназы от 15 до 45 мин, а также уменьшение константы элиминации в ~18 раз по сравне-
нию с нативной СК. Оптимальное соотношение «связанной» и «свободной» СК в комплексном препарате составило 
40 и 60 % соответственно, что было использовано для получения липосомальной фибрин-специфичной формы тром-
болитика, который обладает практически такими же физико-химическими и фармакокинетическими параметрами.
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PREPARATION OF COMPLEX FORMULATIONS BASED ON LIPOSOMAL STREPTOKINASE  
AND THEIR PHARMACOKINETIC CHARACTERISTICS

Abstract. It was obtained that liposomal streptokinase (Sk) with a hydrodynamic diameter of ~70 nm and a zeta-poten-
tial of –6.2 mV contains 14.1 % wt of drug. The complex formulations based on liposomal Sk include “associated” and “free” 
Sk in the ratios of 20/80, 40/60 and 50/50. The in vivo experiments on rats showed an increase in the elimination half-time 
from 1.8 to 31.9 min and in the time to reach the maximum concentration of streptokinase from 15 to 45 min. The decrease in 
the elimination rate constant by a factor of 18 compared with Sk was also found. The optimal ratio of “associated” and “free” 
Sk in the complex formulation was 40 and 60 % respectively. It was used to obtain liposomal fibrin-specific form of thrombo-
lytic with similar physico-chemical and pharmacokinetic parameters.
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Введение. Медикаментозный тромболизис является одним из высокоэффективных методов 
реперфузионной терапии. Для его проведения широко используются различные по степени фи-
брин-специфичности тромболитические агенты [1]. Стрептокиназа (СК) относится к фибрин-не-
специфичным тромболитикам, что определяет ряд недостатков, которые ограничивают ее кли-
ническое применение. Среди них относительно низкий процент полной реканализации тромби-
рованных артерий и высокая частота рестенозов/реокклюзий [2]. Во многом это связано с си-
стемным действием препарата, коротким периодом его полувыведения, а также влиянием внут-
ренних инактиваторов. Все это определяет поиск новых лекарственных форм СК, направленный 
на повышение эффективности ее действия за счет улучшения фармакокинетических свойств.  
В этом отношении одним из перспективных направлений в последние десятилетия является ис-
пользование липосом в качестве наноконтейнеров, обеспечивающих более высокую селектив-
ность действия препарата и дозированное его высвобождение, вследствие чего достигается бо-
лее длительный по времени медикаментозный эффект [3; 4].

Ранее [5; 6] нами были получены фибрин-специфичные липосомы (ФСЛ), содержащие моно-
клональные антитела и стрептокиназу (ФСЛ-СК). В экспериментах in vivo наблюдали высокую 
плотность накопления ФСЛ в модельных сосудистых тромбозах через 30 мин после введения 
препарата в системный кровоток. Предварительный анализ показал, что лиофилизированный 
препарат ФСЛ-СК наряду с инкапсулированной в липосомы СК («связанная» СК) содержит не-
инкапсулированную, нативную СК («свободная» СК). Наличие в таком комплексном препарате 
двух форм стрептокиназы, по-видимому, и определяет более длительное действие СК за счет 
двухфазного высвобождения в кровеносное русло. При этом «свободная» СК действует быстрее, 
а «связанная» – медленнее, и от их процентного соотношения зависят фармакокинетические 
свойства комплексного препарата, содержащего липосомальную форму СК.

Цель работы – установить гидродинамический диаметр и дзета-потенциал липосомальной 
формы стрептокиназы и подобрать соотношения «свободной» и «связанной» СК для достиже-
ния оптимальных фармакокинетических параметров (максимальной концентрации препарата  
в сыворотке крови, продолжительности периода полувыведения, времени наступления макси-
мальной концентрации, константы элиминации) комплексного препарата, содержащего фибрин-
специфичные липосомы.

Материалы и методы исследования. В работе использовали препарат «Стрептокиназа» 
(РУП «Белмедпрепараты», Беларусь) в виде лиофилизированного порошка с активностью 
750 000 МЕ. 

Липосомальную форму стрептокиназы (ЛипСК) получали методом гидратации липидной 
пленки [4; 7] с некоторыми изменениями. Смесь яичного фосфатидилхолина (Sigma) и холесте-
рина (Acros organics) в хлороформе в мольном соотношении 2 : 1 упаривали на водяной бане 
(37 °С), используя роторный испаритель ИР-1М (РФ) до образования тонкой пленки липидов на 
стенках колбы с последующим досушиванием в течение 1 ч под вакуумом до полного удаления 
растворителя. Затем пленку гидратировали 40 мМ раствором глюкозы (х. ч.) на ультразвуковой 
ванне BANDElIN Sonorex (Германия) с частотой 35 кГц и полученный золь лиофилизировали 
(FreeZone, labcongo, США), затем к полученным пролипосомам (Лип) добавляли стрептокиназу 
из расчета 65000 ЕД/6,2 мг липидов, перемешивали, проводили 5 циклов замораживания-оттаи-
вания (от –20 °С до +37 °С) и повторно лиофилизировали. После ресуспендирования в воде полу-
чили комплексный препарат, содержащий «связанную» и «свободную» стрептокиназу  
(СК/ЛипСК-20). После центрифугирования липосом при 6000 об/мин и +4 °С в течение 30 мин 
(Allegra 64R, Beckman Coulter, США) супернатант отделяли и определяли в нем концентрацию 
СК. Осадок представлял собой липосомы, содержащие «связанную» стрептокиназу. Комплекс-
ные препараты СК/ЛипСК-40 и СК/ЛипСК-50 получали смешением нескольких образцов 
ЛипСК, после чего добавляли стрептокиназу до суммарной активности 45000 ЕД. Для получе-
ния фибрин-специфичного комплексного препарата (СК/ФСЛ-СК) к липидной смеси добавляли 
гексадециламин (3 мол. %), далее готовили липосомы аналогично формированию СК/ЛипСК-40, 
смешивали их с конъюгатом карбоксилированного декстрана и фибрин-специфичных монокло-
нальных антител FnI-3C (класс IgG2) и инкубировали в течение 1 ч при перемешивании.



Гидродинамический диаметр липосом определяли методом динамического рассеяния света, 
а дзета-потенциал – по электрофоретической подвижности частиц (Zetasizer Nano-ZS, Malvern, 
Великобритания). Результаты представляют собой средние значения диаметров частиц и их 
стандартные отклонения пяти независимых измерений образцов. Форму и размеры липосом 
определяли также методом просвечивающей электронной микроскопии (ПЭМ, JEM-100CX, 
Япония).

Эксперименты in vivo проводили в стандартных условиях операционного блока вивария на 
55 наркотизированных и зафиксированных рандомбредных беспородных самцах крыс весом 
200–250 г в соответствии с «Методическими рекомендациями по доклиническому изучению 
фармакокинетики лекарственных средств»1, ТКП 125–2008 (02040) «Надлежащая производ-
ственная практика». Фармакокинетику и распределение препарата в плазме крови крыс [8] изу-
чали в течение 3 ч во временные интервалы через 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120 и 180 мин после 
однократного введения комплексных препаратов СК/ЛипСК и СК/ФСЛ-СК или нативной СК 
внутривенно (в хвостовую вену) в дозе 150 тыс. ЕД/кг. Во всех случаях объем вводимого препа-
рата соотносился с весом конкретного лабораторного животного. В каждой временной точке ис-
пользовали 5 крыс. 

Взятие венозной крови крыс проводили из яремной вены путем ее перерезания непосред-
ственно перед выведением животного из эксперимента. Образцы крови животного (~5 мл) цен-
трифугировали с использованием центрифуги лабораторной ОПн-8УХЛ4.2 (Россия) в течение 
15 мин при 3000 об/мин и отбирали плазму крови в количестве 1000 мкл.

Для определения концентрации «свободной» и «связанной» стрептокиназы в комплексном 
препарате его суспендировали в изотоническом буфере и центрифугировали при 4000 об/мин  
в течение 15 мин. При этом супернатант содержал «свободную» СК, а осадок – «связанную». Для 
определения количества «связанной» СК ресуспендированный в изотоническом буфере осадок 
выдерживали в течение 4 ч при 37 °С до полного высвобождения СК из липосом.

Количественное определение концентрации стрептокиназы оценивали по гидролизу хромо-
генного субстрата плазмином, образующегося при активации плазминогена человека. В экспе-
риментах использовали коммерческий набор определения активности плазминогена (Хромотех-
плазминоген, Россия), адаптированный для определения активности СК в концентрации 7,5–
30 ед/мл. Был использован вариант стоп-метода при времени реакции 15 мин. Количество обра-
зующегося п-нитроанилида определяли фотометрически по оптической плотности раствора при 
длине волны 450 нм. Для определения активности СК использовали калибровочный график  
в координатах Y = D, X = lg C, где D – оптическая плотность, C – концентрация калибровочного 
раствора. 

При расчете фармакокинетических параметров стрептокиназы в плазме крови крыс исполь-
зовали однокамерную модель. Расчет интегральных параметров фармакокинетики препарата 
проводили по экспериментально определенному ряду концентраций C = C(t) в плазме крови.  
В соответствии с рекомендациями [9; 10] расчет включал в себя вычисление основных фармако-
кинетических параметров: суммарная площадь под кривой «концентрация–время» (AUC), сум-
марная площадь под кривой момента (AUMC), среднее время пребывания в организме молекулы 
фармакологического средства (MRT), Сmax – максимальная концентрация препарата в сыворотке 
крови, Tmax – время наступления максимальной концентрации, общий клиренс (Сl), стационар-
ный объем распределения (Vss), константа элиминации (kеl), продолжительность периода полу-
выведения (Т½). Расчет AUC и AUMC для кинетики высвобождения препаратов проводили с ис-
пользованием программы originPro 7.0. Для статистического анализа полученных данных  
использовали таблицы Microsoft Excel 2007 и пакет прикладных программ Statistiсa 10.0 для па-
раметрических величин. Критериями оценки выступали среднее арифметическое ± стандартное 
отклонение. Достоверность различий определяли с помощью U-теста Стьюдента (для независи-
мых выборок). Значение р < 0,05 принимали как статистически значимое.

1 Правила доклинических исследований безопасности и эффективности фармакологических веществ (Правила 
качественной лабораторной практики в РФ – GlP или ПДП). Руководство по экспериментальному (доклиническо-
му) изучению новых фармакологических веществ. – Москва, 2000. – C. 56.
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Результаты и их обсуждение. Липосомы со стрептокиназой имели сферическую форму 
(рис. 1) и размер, установленный методом просвечивающей электронной микроскопии, 135–
160 нм, в то время как гидродинамический диаметр для пролипосом (Лип) составил 65,4 ± 7,0 нм 
(PDi 0,50), а для ЛипСК – 70,1 ± 3,0 нм (PDi 0,46) (табл. 1).

Рис. 1. ПЭМ изображение липосом со стрептокиназой (ЛипСК)
Fig. 1. TEM image of liposomes with Streptokinase (lipSk)

Т а б л и ц а 1. Основные физико-химические характеристики липосом
T a b l e 1. Physicochemical characteristics of liposomes

Характеристика липосом
Characteristics of liposomes

Пролипосомы (Лип)
Proliposomes (lip)

Липосомы со стрептокиназой (ЛипСК)
liposomes with Streptokinase (lipSk)

Гидродинамический диаметр, нм
Hydrodynamic diameter, nm

65,4 ± 7,0 70,1 ± 3,0

Индекс полидисперсности (PDi)
Polydispersity Index (PDi)

0,50 ± 0,08 0,46 ± 0,06

Дзета-потенциал, мВ
Zeta potential, mV

–24,7 ± 5,4 –6,2 ± 0,7

Подобное различие в размерах липосом было отмечено в работе [11]: для везикул, получен-
ных методом гидратации липидной пленки, гидродинамический диаметр составил ~84 нм,  
а размер на ПЭМ-изображении – более 200 нм. Большее значение размера по сравнению с гидро-
динамическим диаметром могло быть связано с деформацией и слиянием липосом при контакте 
с коллодиевой пленкой в процессе приготовления образца для ПЭМ-регистрации.

Величина и знак дзета-потенциала являются одним из важнейших параметров стабильности 
коллоидных растворов и скорости клиренса частиц в крови [12; 13]. Исследованные образцы от-
рицательно заряжены: значения дзета-потенциала для Лип составили –24,7 ± 5,4 мВ, а для 
ЛипСК –6,2 ± 0,7 мВ, что указывает на изменение свойств поверхности липосом при включении 
белка в их состав. В литературе описаны способы получения липосом с исходным содержанием 
тромболитического препарата 2000–42000 ЕД/6,2 мг липидов и размерами 150–250 нм [12–14].  
В настоящей работе применение дополнительной стадии при получении ЛипСК из пролипосом, 
а также использование 5 циклов замораживания-оттаивания позволило увеличить количество 
взятой стрептокиназы до 65000 ЕД/6,2 мг липидов и уменьшить размеры липосом до ~70 нм. 
Активность ЛипСК составила 9160 ± 360 ЕД, что соответствует степени включения 14,1 % от ис-
ходного количества СК. Лиофилизация обеспечивает длительное хранение ЛипСК с сохране-
нием активности тромболитического препарата. Для обеспечения пролонгированного эффекта 
стрептокиназы были получены комплексные тромболитические препараты СК/ЛипСК-20,  
СК/ЛипСК-40, СК/ЛипСК-50 путем добавления нативной СК к ЛипСК до соотношений «связан-
ной» и «свободной» фракций 20/80, 40/60 и 50/50 соответственно (табл. 2). Схема строения комп-
лексных тромболитических препаратов приведена на рис. 2.

Для комплексного тромболитического препарата можно ожидать первоначального действия 
«свободной» фракции стрептокиназы для получения быстрого фибринолитического эффекта,  
а затем выхода из липосом в достаточном количестве «связанной» фракции СК с последующей 
активацией фибринолиза.
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Фармакокинетика комплексных препаратов СК/ЛипСК-20, СК/ЛипСК-40 и СК/ЛипСК-50. 
Кинетические параметры комплексных препаратов (Сmax, Tmax, kеl, Т½) определяли на основании 
анализа концентрации стрептокиназы в плазме крови крыс. Фармакокинетический профиль на-
тивной СК характеризовался коротким периодом полувыведения и высоким значением констан-
ты элиминации (табл. 3). При этом максимальную концентрацию препарата отмечали на 15-й 
минуте наблюдения. 

При использовании СК/ЛипСК увеличивается период полувыведения и время достижения 
максимальной концентрации и уменьшается максимальная концентрация и константа элимина-
ции. Период полувыведения СК увеличивется с ростом содержания «связанной» СК и составля-
ет 8,6, 24,3 и 31,9 мин в препаратах СК/ЛипСК-20, СК/ЛипСК-40 и СК/ЛипСК-50 соответственно 
(табл. 3), что значимо превышало период полураспада свободной СК (p < 0,05). Увеличение со-
держания «связанной» СК в группах СК/ЛипСК также приводит к росту времени достижения 
максимальной концентрации стрептокиназы от 20 до 45 мин и уменьшению константы элимина-
ции в препаратах от 0,0810 до 0,0217 мин–1 за счет замедления контакта СК/ЛипСК-50 с плазми-
ногеном. Это подтверждает механизм первоначального распределения в кровотоке «свободной» 
фракции СК, обеспечивающей быстрый фибринолитический эффект, и замедленный выход 
«связанной» части препарата с последующей активацией фибринолиза. Отсутствие значимых 
различий константы элиминации при использовании СК/ЛипСК-40 в сравнении с СК/ЛипСК-50, 

Т а б л и ц а 2. Значения активности «связанной» с липосомами и находящейся в растворе «свободной» СК  
в составе комплексных препаратов СК/ЛипСК-20, СК/ЛипСК-40 и СК/ЛипСК-50

T a b l e 2. Activity of “associated” with liposomes and “free” SK in the complex formulations SK/LipSK-20,  
SK/LipSK-40 and SK/LipSK-50

Параметр
Parameter

Активность, ЕД.
Activity, units

СК/ЛипСК-20
Sk/lipSk-20

СК/ЛипСК-40

Sk/lipSk-40

СК/ЛипСК-50

Sk/lipSk-50

Активность СК, «связанной» с липосомами, ЕД
Activity “associated” with liposomes Sk, units

9160 ± 360 18490 ± 370 22490 ± 450

Активность СК, находящейся в растворе, ЕД
Activity of Sk in the solution, units

35840 ± 670 27980 ± 540 23400 ± 510

Суммарная активность СК в липосомах, ЕД
Summary Sk activity in the liposomes, units

44100 ± 855 46480 ± 675 45900 ± 740

Соотношение «связанной» и «свободной» СК в липосомах, %
Ratio between “associated” and “free” Sk, %

20/80 40/60 50/50

Рис. 2. Схематическое представление комплексного тромболитического препарата: 1 – «связанная» с липосомами 
стрептокиназа, доступная для активации плазминогена; 2 – «свободная», находящаяся в растворе стрептокиназа

Fig. 2. Scheme of a complex thrombolytic drug: 1 – “associated” with liposomes streptokinase, available for plasminogen ac-
tivation; 2 – “free” streptokinase in solution
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трехкратное увеличение периода полураспада по отношению к СК/ЛипСК-20 и наибольшее зна-
чение активности (46480 ЕД) позволили сделать вывод об оптимальном соотношении «связан-
ной» и «свободной» СК в СК/ЛипСК-40, который был выбран нами для дальнейших экспери-
ментов по исследованию фибрин-специфичного комплексного препарата СК/ФСЛ-СК.

Фармакокинетические параметры фибрин-специфичного комплексного препарата, содер-
жащего стрептокиназу. Модификация ЛипСК конъюгатом фибрин-специфичных монокло-
нальных антител FnI-3C (класс IgG2) с карбоксилированным декстраном приводит к увеличению 
гидродинамического диаметра липосом от ~65 до ~140 нм (PDi 0,32). Введение в липидную смесь 
ФСЛ катионного поверхностно-активного вещества гексадециламина приводит к образованию 
комплекса между липосомами и конъюгатом декстран-антитела с дзета-потенциалом –19,6 мВ. 
Значения активностей СК в составе СК/ФСЛ и СК/ЛипСК-40 имели близкие показатели и соста-
вили 19710 и 18490 ЕД соответственно. При введении фибрин-специфичных липосом в крыс 
максимальная концентрация, время полувыведения, константа элиминации и время достижения 
максимальной концентрации СК в плазме крови достоверно не отличались от СК/ЛипСК-40, что 
свидетельствует об отсутствии влияния гексадециламина, моноклональных антител к фибрину 

Т а б л и ц а 3. Фармакокинетические параметры комплексных тромболитических препаратов СК/ЛипСК-20, 
СК/ЛипСК-40 и СК/ЛипСК-50, СК/ФСЛ-СК и нативной стрептокиназы (n = 5)

T a b l e 3. Pharmacokinetic parameters of complex thrombolytic drugs SK/LipSK-20, SK/LipSK-40  
and SK/LipSK-50, SK/FSL-SK and streptokinase (n = 5)

Параметр
Parameter

Соотношение «связанной» и «свободной» стрептокиназы
The ratio of “associated” with liposomes and “free” Sk

p0/100 20/80 40/60 50/50 40/60
СК
Sk

СК/ЛипСК-20
Sk/lipSk-20

СК/ЛипСК-40
Sk/lipSk-40

СК/ЛипСК-50
Sk/lipSk-50

СК/ФСЛ-СК
Sk/FSl-Sk

Tmax, мин
Tmax, min

15 20* 30* 45* 30*

p1–2 < 0,05
p1–3 < 0,05
p1–4 < 0,05
p2–3 < 0,05
p2–4 < 0,05
p3–4 < 0,05

Сmax, ед/мл
Сmax, u/ml

98,7 94,5* 72,1* 66,5* 73,2*

p1–2 < 0,05
p1–3 < 0,05
p1–4 < 0,05
p2–3 < 0,05
p2–4 < 0,05
p3–4 < 0,05

kel, 1/мин
kel, 1/min

0,3867 0,0810* 0,0285* 0,0217* 0,0291*

p1–2 < 0,05
p1–3 < 0,05
p1–4 < 0,05
p2–3 < 0,05
p2–4 < 0,05
p3–4 < 0,05

Т½, мин
Т½, min

1,8 8,6* 24,3* 31,9* 24,1*

p1–2 < 0,05
p1–3 < 0,05
p1–4 < 0,05
p2–3 < 0,05
p2–4 < 0,05
p3–4 < 0,05

П р и м е ч а н и е: p – достигнутый уровень значимости между группами; * – различия достоверны по отношению 
к нативной форме стрептокиназы (p < 0,05).

N o t e: p – the level of significance between the groups; * – the differences are significant compared to the native form of 
Streptokinase (p < 0.05).
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и конъюгата декстран-антитела на активность и фармакокинетические параметры стрептокина-
зы. Это можно объяснить тем, что исследование проводили на здоровых животных без модель-
ного тромба, что значимо не повлияло на кинетику высвобождения СК. 

Таким образом, комплексный тромболитический препарат СК/ФСЛ-СК имеет гидродинами-
ческий диаметр ~140 нм, дзета-потенциал –19,6 мВ, активность СК и основные фармакокинети-
ческие параметры (Сmax, Tmax, kеl, Т½), аналогичные СК/ЛипСК-40. 

Заключение. Получена липосомальная форма стрептокиназы (СК) с гидродинамическим 
диаметром ~70 нм, дзета-потенциалом –6,2 мВ и степенью включения вещества 14,1 %, на осно-
ве которой приготовлены комплексные препараты, содержащие «связанную» и «свободную» СК 
в соотношениях 20/80, 40/60 и 50/50. Для них в эксперименте in vivo на крысах показано увеличе-
ние периода полувыведения от 1,8 до 31,9 мин и времени достижения максимальной концентра-
ции стрептокиназы от 15 до 45 мин, а также уменьшение константы элиминации в ~18 раз по 
сравнению с нативной СК. Оптимальное соотношение «связанной» и «свободной» СК в ком-
плексном препарате составило 40 и 60 % соответственно, что было использовано для получения 
липосомальной фибрин-специфичной формы тромболитика, который обладает практически та-
кими же физико-химическими и фармакокинетическими параметрами.
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