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ВЛИяНИЕ жИДКОКРИСТАЛЛИчЕСКИх СИСТЕм 
эфИРОВ хОЛЕСТЕРИНА НА пРОНИЦАЕмОСТЬ 
И мОЛЕКУЛяРНыЕ СВОйСТВА РОГОВОГО СЛОя 
КОжИ in vitro

Были	 исследованы	 механизмы	 влияния	жидкокристаллических	 систем	
эфиров	 холестерина	 на	 проницаемость	 кожи,	 обусловленную	 ее	 неполяр
ными	 компонентами.	 Показано	 влияние	 жидкокристаллических	 систем,	
включенных	в	состав	ТТС,	на	проницаемость	кожи	для	феназепама.	Êон
формационные	 изменения	 липидов	 рогового	 слоя,	 вызванные	 жидкокри
сталлическими	 системами,	 были	 исследованы	 с	 помощью	 инфракрасной	
спектроскопии.	Нашими	исследованиями	показано,	что	жидкокристалличе
ские	системы	эфиров	холестерина	могут	быть	эффективными	усилителями	
чрезкожной	проницаемости.
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Введение

Изучение	путей	введения	лекарственных	веществ	(ЛВ)	—	одно	из	прио
ритетных	направлений	современной	фармакологии.	Одним	из	сравнительно	
новых	и	перспективных	путей	введения	является	трансдермальный	[1,	2].	
Особого	интереса	заслуживают	химические	соединения,	способные	изме
нять	 свойства	 кожного	 барьера,	 увеличивая	 его	 проницаемость	 для	ЛВ.
В	 качестве	 усилителей	 могут	 выступать	 многие	 классы	 химических	

веществ	—	насыщенные	и	ненасыщенные	карбоновые	кислоты	[3,	4],	тер
пены	 [5,	6,	7],	спирты	 [8,	9]	и	др.
Êроме	вышеназванных	соединений	в	качестве	потенциальных	усилите

лей	чрезкожной	проницаемости	могут	выступать	холестерин	и	его	эфиры.	
Являясь	естественными	компонентами	всех	клеточных	мембран	[10],	в	том	
числе	и	 клеток	 эпидермиса	 [11],	 холестерин	и	 его	 эфиры	оказывают	воз
действие	 не	 только	 на	 физиологические	 процессы,	 протекающие	 в	 коже	
[12,	13,	14],	но	и	непосредственно	влияют	на	жидкокристаллическую	струк
туру	липидных	мембран	и	межклеточного	матрикса	 [12,	15].	Способность	
холестерина	 и	 его	 эфиров	 образовывать	 разнообразные	 жидкокристал
лические	 системы	 (ЖС)	 дает	 возможность	 получить	жидкие	 кристаллы	
с	заданной	температурой	фазового	перехода	 [16,	17,	18].	В	свою	очередь,	
это	открывает	широкие	перспективы	по	созданию	систем,	близких	по	сво
им	 особенностям	 к	жидкокристаллическим	 эпидермальным	 структурам	 и	
способных	эффективно	влиять	на	них	при	температуре	человеческого	тела.
Нами	 были	 исследованы	 влияние	ЖС	 эфиров	 холестерина	 на	 прони

цаемость	 рогового	 слоя	 для	феназепама,	 а	 также	их	 влияние	на	 его	мо
лекулярную	структуру.
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Материалы и методы

В	 качестве	 активного	 соединения	 применяли	 7бром52�(хлор)фенил
1,2дигидро3H1,4бензодиазепин2он	 (феназепам),	 меченный	 14С	 во	 вто
ром	положении.
Были	 изготовлены	ЖС	 эфиров	 холестерина	 и	жирных	 кислот	 следу

ющего	 состава:	 система	 1	—	холестерил	 пеларгонат	 (45	%),	 холестерил	
валерат	(25	%),	холестерил	сукцинат	(30	%);	система	2	—	холестерил	пе
ларгонат	(50	%),	холестерил	валерат	(25	%),	холестерил	адипинат	(25	%);	
система	3	—	холестерил	пеларгонат	(52,9	%),	холестерил	валерат	(21,4	%),	
холестерил	сукцинат	(25,7	%);	система	4	—	холестерил	пеларгонат	(85	%),	
холестерил	пропионат	 (15	%).
Для	исследования	проницаемости	использовались	роговой	слой	эпидер

миса	 молодых	 крыссамцов.	 Отделение	 рогового	 слоя	 эпидермиса	 прово
дилось	посредством	выдерживания	кожи	в	1,5	%	рре	трипсина	(250	Е/мг)	
в	течение	24	ч	при	температуре	4	 °С	и	последующем	термостатировании	
при	 37	 °С	 в	 течение	 3	 ч,	 далее	 роговой	 слой	 отделяли	 от	 подлежащих	
слоев	механически,	промывали	и	высушивали	на	воздухе.
	Использовали	 ТТС	 следующего	 состава:	 вода,	 поливиниловый	 спирт,	

глицерин,	полиэтиленоксид	400	и	пропиленгликоль	в	соотношении	4:2:1:1:2.	
Êоличество	вводимого	в	состав	феназепама	составляло	1,7	мг	на	1	г	ТТС,	
количество	вводимого	усилителя	—	10	%	от	массы	ТТС.
Полученный	эпидермис	закреплялся	в	трансдермальных	ячейках	Фран

са,	после	чего	на	него	наносили	ТТС	и	выдерживали	в	течение	1,	2,	3,	6,	
18,	24	ч.	Êоличество	проникшего	вещества	определяли	методом	жидкост
ной	сцинтилляционной	фотометрии.	
Снятие	ИÊспектров	образцов	эпидермиса	проводилось	в	2	этапа.	Пер

вый	этап	включал	снятие	спектров	необработанных	образцов.	На	втором	
этапе	 на	 образцы	 эпидермиса	 наносили	ТТС,	 содержавшую	один	из	 уси
лителей	проницаемости,	после	чего	выдерживали	сутки	при	37	°С,	удаля
ли	 ТТС	 и	 проводили	 повторное	 снятие	 спектров.	 Спектры	 снимались	 на	
ИÊспектрометре	 «FTIR8400S»	 фирмы	 «Shimadzu»,	 диапазон	 измерений	
от	4000	см-1	до	400	см-1.
Липиды	 рогового	 слоя	 кожи	 получали	 из	 предварительно	 отпрепари

рованного	 рогового	 слоя	 кожи	 по	 классической	 методике	 Блая—Дейра	
[19].	Роговой	слой	заливали	системой	хлороформ—метанол—вода	(1:2:0,8).	
После	 экстракт	 разбавляли	 одним	 объемом	 воды	 и	 хлороформа.	 Из	 об
разовавшейся	двухфазной	системы	отделяли	нижний	хлороформный	слой,	
упаривали	 на	 роторном	 испарителе,	 остаток	 растворяли	 в	 обезвоженном	
четыреххлористом	углероде.
Ê	 раствору	 липидов	 в	 четыреххлористом	 углероде	 добавляли	 одну	

из	ЖÊ	 систем	 в	 количестве	 10	%	 по	 отношению	 к	 массе	 липидов.	 По
лученную	 смесь	 наносили	 на	 подложку	 из	 KBr.	 Спектры	 снимались	 на	
ИÊспектрометре	 «FTIR8400S»	 фирмы	 «Shimadzu»,	 диапазон	 измерений	
от	4000	см-1	до	400	см-1.

Результаты и обсуждение

Êожа	 является	 основным	 барьером,	 отделяющим	 внутреннюю	 среду	
организма	от	внешних	воздействий,	и	имеет	сложное	многослойное	стро
ение	[20].	Самым	верхним	слоем	кожи	является	роговой	слой,	состоящий	
из	липидного	матрикса,	кератиновых	волокон	и	ороговевших	чешуеккера
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тиноцитов.	 Создание	 условий	 для	 проникновения	ЛВ	 через	 данный	 слой	
является	 основной	 задачей	 усилителей	 трансдермальной	 проницаемости.	
ЖС	эфиров	холестерина	оказывают	целый	ряд	эффектов	на	роговой	слой	
и	эпидермис	в	целом.	Обладая	жидкокристаллической	структурой	и	тем
пературой	фазового	перехода,	близкой	к	температуре	человеческого	тела,	
ЖС	взаимодействуют	с	липидным	матриксом	рогового	слоя,	увеличивая	его	
текучесть,	уменьшая	температуру	фазового	перехода,	повышая	разупорядо
ченность	липидных	структур.	Такой	эффект	связан	с	особым	положением	
эфиров	 холестерина	 в	 липидном	 бислое.	Молекулы	 эфиров	 холестерина	
и	жирных	 кислот	 располагаются	 в	 мембранных	 карманах,	 образованных	
ацильными	остатками	церамидов.	Так	как	у	данных	соединений	нет	ярко	
выраженных	 полярных	 групп,	 способных	 взаимодействовать	 с	 заряжен
ными	 головками	 церамидов	 и	 молекулами	 воды,	 положение	 молекул	 хо
лестериновых	 эфиров	 нестабильно,	 а	 сами	 молекулы	 обладают	 высокой	
подвижностью	 и	 могут	 быстро	 проникать	 в	 глубь	 липидного	 слоя	 [21].	
Благодаря	 этим	 особенностям	ЖС	 эфиров	 холестерина	 могут	 оказывать	
влияние	 на	 структуру	 липидного	 матрикса,	 вызывая	 переход	 из	 менее	
подвижной	гелевой	в	более	подвижную	ламеллярную	фазу.	Второй	важной	
особенностью	ЖС	эфиров	холестерина	являются	свойства,	обусловленные	
температурой	 фазового	 перехода,	 близкой	 к	 температуре	 тела.	Широко	
известен	 факт	 резкого	 увеличения	 проницаемости	 липидных	 мембран	 в	
момент	фазового	перехода	из	одного	структурного	состояния	в	другое.	При	
включении	ЖС	эфиров	холестерина	в	состав	липидного	матрикса	рогового	
слоя	 при	 температуре	~	37	 °С	 возможны	 локальные	 фазовые	 переходы,	
ведущие	к	резкому	повышению	уровня	проницаемости.
Изучение	влияния	ЖС	эфиров	холестерина	на	проницаемость	рогового	

слоя	было	проведено	при	помощи	трансдермальных	ячеек	Франса	(France	
cell)	и	меченного	по	14С	феназепама	(рис.	1).	Было	показано,	что	количество	
проникшего	вещества	по	сравнению	с	ТТС,	не	содержащей	ЖС,	в	качестве	
усилителя	 проницаемости	 возрастало	 в	 3,2—15,5	 раза.	Отмечено,	 что	 на	
протяжении	 первого	 часа	 количество	 проникшего	 феназепама	 было	 при
близительно	одинаково	для	всех	образцов.	Но	уже	при	двухчасовой	 экс
позиции	 количество	 проникшего	 феназепама	 из	 ТТС,	 содержащих	ЖС,	
резко	 вырастало	 (в	 2—8	 раз)	 по	 сравнению	 с	 чистой	 ТТС,	 что	 говорит	
о	 распределении	ЖС	 по	 всему	 объему	 рогового	 слоя	 и	 активному	 взаи
модействию	 с	 его	 структурами.	Для	 этого	 временного	 промежутка	 было	
также	отмечено	наибольшая	скорость	проникновения	—	4,5	мкг/см2·ч	для	
ТТС,	 содержащей	ЖС2.	После	6	 часов	 скорость	проникновения	прогрес
сивно	уменьшалась	для	всех	ЖС,	кроме	ЖС3.	Для	ЖС3	скорость	остава
лась	постоянной	вплоть	до	24	ч	экспозиции	и	составляла	~	2,5	мкг/см2·ч.	
Таким	образом	при	использовании	систем	1,	2	и	4	наблюдалось	восстанов
ление	 барьерных	 свойств	 рогового	 слоя	 после	шестичасовой	 экспозиции,	
что	говорит	об	образовании	стабильной	липидной	фазы	с	низким	уровнем	
проницаемости.	 Подобные	 особенности	 можно	 объяснить	 различиями	 в	
температурах	фазового	перехода	у	рассматриваемых	ЖС.
Одним	 из	 проявлений	 влияния	ЖС	 эфиров	 холестерина	 на	 структу

ру	 липидного	 матрикса	 является	 увеличение	 его	 текучести,	 что	 связано	
с	 разупорядоченностью	 липидных	 слоев,	 а	 также	 увеличение	 подвижно
сти	 ацильных	 остатков	 церамидов.	Данное	 явление	 хорошо	демонстриру
ют	 характерные	изменения	ИÊспектров	липидных	 систем,	 подвергшихся	
обработке	 различными	 усилителями	 чрезкожной	 проницаемости	 [22,	 23,	
24].	 Нами	 были	 получены	 ИÊспектры	 образцов	 рогового	 слоя	 до	 и	 по
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сле	 обработки	 ТТС,	 содержащими	ЖС	 эфиров	 холестерина.	 Наиболее	
интересными	являются	полосы	поглощения	алифатических	цепей	липидов	
(~	2920	и	2850	см-1)	[25].	Êроме	полос	поглощения	алифатических	цепей	
информативной	 является	 область	 поглощения	~	3300	 см-1,	 характерная	
для	 молекул	 воды	 [26].	 После	 обработки	 образца	 рогового	 слоя	 ТТС,	
содержащей	систему	1,	наблюдалось	смещение	пиков	2848	и	2916	см-1	в	
сторону	 больших	 волновых	 чисел	 (2850	 и	 2920	 см-1),	 а	 также	 возраста
ла	 площадь	 под	 пиками	 в	 1,1	 и	 2,43	 раза	 соответственно,	 по	 сравнению	
с	 необработанным	 образцом.	 Произошло	 смещение	 полосы	 поглощения	
3284	см-1	до	3288	см-1,	площадь	под	пиком	увеличилась	2,4	раза.	Подоб
ные	изменения	в	полосах	поглощения	2850	и	2920	см-1	говорят	об	увели
чении	подвижности	алифатических	цепей	липидов,	уменьшении	межмоле
кулярного	 взаимодействия	между	 ними,	 а	 изменения	 в	 полосе	 3284	 см-1 
означают	повышение	 гидратации	рогового	 слоя	и	 уменьшение	жесткости	
водородных	 связей.	 Для	 системы	 2	 наблюдались	 аналогичные	 смещения	
для	 полосы	2848	 до	 2852	 и	 2918	 до	 2923	 см-1.	Площадь	 под	 пиком	 для	
полосы	2848	не	увеличилась,	для	полосы	2918	увеличилась	в	2	раза.	Из
менений	в	полосе	поглощения	3284	см-1	не	наблюдалось.	После	обработки	
образца	ТТС,	содержащей	систему	3,	наблюдалось	заметное	сглаживание	
как	области	поглощения	алифатических	углеродводородных	связей,	так	и	
области	поглощения	молекул	воды.	Для	области	поглощения	водородных	
связей	наблюдалось	заметное	увеличение	площади	под	пиком.	Для	систе
мы	4,	как	и	в	предыдущих	случаях,	наблюдался	сдвиг	в	область	больших	
волновых	 чисел	 (с	 2848	 до	 2850	 см-1	 и	 с	 2916	 до	 2918	 см-1).	 Площадь	
под	 пиком	 для	 полосы	 2848	 см-1	 увеличилась	 крайне	 незначительно,	 а	
для	 полосы	 2916	 см-1	 увеличилась	 в	 2,2	 раза.	 Для	 области	 поглощения	
молекул	 воды	 наблюдался	 сдвиг	 с	 3284	 до	 3282	 см-1,	 площадь	 под	 пи
ком	 уменьшилась	 в	 2,55	 раза,	 что	 говорит	 об	 уменьшении	 гидратации	 и	
количества	 водородных	 связей,	 а	 также	 об	 усилении	 межмолекулярного	

Рис.	 1.	 Êоличество	 проникшего	 из	 ТТС	 феназепама	 при	 использовании	 разных	
ЖС	эфиров	холестерина
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взаимодействия.	Примеры	спектров	поглощения	рогового	слоя	до	и	после	
обработки	ЖС	эфиров	холестерина	приведены	на	рис.	2.	Данные	по	спек
тральным	характеристикам	образцов	рогового	слоя	до	и	после	обработки	
ТТС	с	ЖС	эфиров	холестерина	приведены	в	табл.	1.

Рис.	 2.	 Спектры	 поглощения	 образца	 рогового	 слоя	 до	 и	 после	 обработки	
ЖС	эфиров	холестерина	1

Сложный	состав	и	большое	разнообразие	различных	химических	связей	
затрудняют	анализ	ИÊспектров	нативного	рогового	 слоя.	Поэтому	в	на
стоящий	момент	широкое	распространение	получили	модельные	системы,	
включающие	в	себя	основные	липиды	рогового	слоя	в	том	же	соотноше
нии	 [27,	 28].	Нами	была	произведена	 экстракция	липидов	рогового	 слоя,	
после	чего	были	изучены	характеристики	их	ИÊспектров	при	добавлении	
различных	ЖС	 эфиров	 холестерина.	 Полученные	 данные	 приведены	 на	
рис.	3.
Для	 системы	 1	 наблюдался	 сдвиг	 пика	 2927	 см-1	 до	 2931	 см-1,	 пло

щадь	 под	 пиком	 увеличилась	 в	 1,5	 раза.	 Для	 полосы	 2854	 см-1	 сдвига	
не	 наблюдалось,	 площадь	 под	 пиком	 уменьшилась	 в	 2,8	 раза.	 Таким	 об
разом,	 для	 данной	 системы	 наблюдаются	 противоположные	 эффекты,	 от	
преобладания	 одного	 из	 них	 будет	 зависеть	 увеличение	 или	 уменьшение	
подвижности	 углеводородных	 цепей	 церамидов.	Для	 системы	 2	 наблюда
лось	появление	дополнительного	пика	при	2869	см-1,	а	также	сдвиг	пика	
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2927	 см-1	 до	 2931	 см-1.	 Наличие	 дополнительного	 пика	 при	 2869	 см-1 
объясняет	 уменьшение	 площади	 под	 пиком	 2854	 см-1	 для	 данной	 систе
мы.	Для	системы	3	также	наблюдалось	появление	дополнительного	пика	
при	2869	см-1,	кроме	этого	было	отмечено	появление	пика	при	2950	см-1 
и	характерный	при	использовании	ЖС	эфиров	холестерина	сдвиг	с	2927	
до	2931	см-1.	Площадь	под	пиком	для	2931	см-1	превышало	таковую	для	
чистых	 липидов	 в	 3,5	 раза.	 При	 использовании	 системы	 4	 наблюдались	
изменения,	аналогичные	системе	2,	однако	увеличение	площади	под	пиком	
для	2931	см-1	было	несколько	большее	 (в	2,5	раза).

Заключение

Жидкокристаллические	системы	эфиров	холестерина	оказывают	выра
женное	влияние	на	структуру	и	свойства	липидных	мембран,	в	том	числе	
и	липиднго	матрикса	рогового	слоя.	Исходя	из	данных	ИÊспектроскопии	
образцов	рогового	слоя	можно	сделать	вывод	о	влиянии	на	упаковку	це
рамидов	в	бислоях,	а	также	на	уровень	гидратации	и	характер	связывания	
молекул	 воды.	Анализ	ИÊспектров	 выделенной	 из	 рогового	 слоя	 липид
ной	фазы	показал,	что	при	добавлении	жидкокристаллических	систем	хо
лестерина	 увеличивается	 подвижность	 алифатических	 цепей,	 происходит	
разупорядочивание	 ацильных	 остатков.	 Данные	 по	 проникновению	фена
зепама	в	условиях	in	vitro	свидетельствуют	об	увеличении	проницаемости	
рогового	слоя	при	включении	жидкокристаллических	систем	холестерина	
в	состав	трансдермальных	терапевтических	систем.	Исходя	из	полученных	
результатов,	мы	можем	рекомендовать	данные	системы	как	эффективные	
усилители	чрезкожной	проницаемости.
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ВПЛиВ РІДКОКРІСТАЛиЧНиХ СиСТеМ еФІРІВ ХОЛеСТеРиНУ 
НА ПРОНиКНІСТЬ ТА МОЛеКУЛЯРНІ ВЛАСТиВОСТІ 
РОГОВОГО ШАРУ ШКІРи IN VITRO

Резюме
Були	 досліджені	 механізми	 впливу	 рідкокристалічних	 систем	 ефірів	 холесте

рину	 на	 проникність	шкіри.	Показано	 вплив	 рідкокристалічних	 систем	 у	 складі	
трансдермальних	 терапевтичних	 систем	 (ТТС)	 на	 проникність	 шкіри	 для	 фена
зепаму.	Êонформаційні	 зміни	 ліпідів	 рогового	шару,	 які	 виникають	 під	 впливом	
рідкокристалічних	 систем,	 були	 досліджені	 за	 допомогою	 інфрачервоної	 спект
роскопії.	 Нашими	 дослідженями	 показано,	 що	 рідкокристалічні	 системи	 ефірів	
холестерину	можуть	бути	ефективними	підсилювачами	крізьшкірної	проникності.

Ключові слова:	роговий	шар,	ефіри,	холестерин,	проникність.
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INFLUENCE LIQUID CRYSTAL SYSTEMS OF CHOLESTEROL 
ESTERS ON PENETRATION AND MOLECULAR PROPERTIES 
STRATUM CORNEUM OF SCIN IN VITRO

Summary
The	 influence	 of	 liquid	 crystal	 system	 of	 cholesterol	 esters	 on	 non	 polar	 com

pound	 permeation	 in	 skin	was	 investigated	 to	 further	 understand	 estersenhanced	
permeation	mechanism.	 Investigation	 studied	 the	 effect	 of	 liquid	 crystal	 system	
of	 cholesterol	 esters	 on	 the	 in	 vitro	 permeation	 of	 phenazepam	 from	 transdermal	
delivery	 system	 across	 skin.	 Changes	 in	 the	 amount	 and	 conformation	 of	 stratum	
corneum	 lipids	 were	 determined	 by	 Fourier	 transform	 infrared	 spectroscopy.	 Our	
findings	demonstrate	that	liquid	crystal	systems	of	cholesterol	esters	can	be	effective	
enhancer	 transdermal	delivery.

Key words:	 stratum	corneum,	cholesterol	esters,	penetration.
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