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Глицирризиновая кислота благодаря своей амфифильности может образовывать ком'
плексы со множеством гидрофобных лекарственных соединений, что сопровождается
значительным снижением терапевтической дозы лекарства. Кроме того, она оказывает
сильное влияние на проницаемость и упругость клеточных мембран. Для выяснения
молекулярного и клеточного механизмов наблюдаемых эффектов в настоящей работе
методом ЯМР'релаксации было исследовано влияние глицирризиновой кислоты на ди'
намику липидов внутри мембраны. Установлено, что глицирризиновая кислота способ'
на встраиваться в мембрану, увеличивая подвижность липидов.

Ключевые слова: глицирризиновая кислота, глицирризин, эритроциты, мембраны,
подвижность липидов, холестерин, доставка лекарств.

В настоящее время фармацевтические компании
тратят миллиарды долларов на поиск и разработку
средств доставки лекарственных препаратов, облада'
ющих низкой растворимостью и биодоступностью.
Одним из решений данной проблемы может быть
использование наноразмерных агрегатов для повы'
шения растворимости лекарственных соединений
и их адресной доставки к очагам заболевания. За по'
следние годы появилось много публикаций, посвя'
щенных биологической активности глицирризиновой
кислоты, что открывает широкие перспективы для ее
использования в качестве агента для доставки лекар'
ственных соединений1,2.

Глицирризиновая кислота (глицирризин, ГК) —
тритерпеновый сапонин из экстракта корней солод'
ки. В 2012 г. солодка была названа «лекарственным
растением года»1, а ГК является ее основным дей'
ствующим агентом.

Глицирризиновая кислота обладает широким
спектром биологической активности и используется
для лечения различных заболеваний, от обычной про'
студы до язвы желудка и двенадцатиперстной киш'
ки3,4. Кроме того, в присутствии ГК наблюдается зна'
чительное усиление терапевтического действия мно'
гих лекарственных соединений, а в некоторых случа'
ях даже изменение его механизма2—4. С целью выяс'
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нения молекулярного и клеточного механизма дей'
ствия ГК был проведен целый ряд физико'химичес'
ких исследований ее свойств. Установлено, что бла'
годаря наличию гидрофильной и гидрофобной час'
тей в структуре глицирризиновая кислота способна
образовывать прочные комплексы со многими орга'
ническими молекулами5—9, а в водных и водно'спир'
товых растворах формировать самоассоциаты8—14.
При этом структура ассоциатов зависит от концент'
рации ГК и от pH раствора. Так, при низких концент'
рациях (10–3—10–5 моль•л–1) ГК существует в раство'
рах преимущественно в виде димеров, в то время как
при высоких концентрациях (>10–3 моль•л–1) обра'
зуются крупные мицеллоподобные агрегаты15,16.

В предыдущих работах нами было установлено, что
ГК способна формировать нерастворимые комплек'
сы с холестерином и продуктами его окисления17,18.
Вместе с тем известно, что холестерин является важ'
ной составляющей клеточных мембран, ответствен'
ной за их физические свойства, в частности за вяз'
кость и проницаемость. Таким образом, на основа'
нии полученных результатов можно предположить,
что одним из механизмов биологической активности
ГК как переносчика лекарственных препаратов явля'
ется ее воздействие на свойства клеточных мембран.
Дальнейшие исследования показали, что ГК оказы'
вает существенное влияние на упругость мембран,
а также на их проницаемость для малых молекул19.
Кроме того, было установлено, что воздействие ГК
приводит к «омоложению» эритроцитов и усилению
их осмотической стойкости20.

Однако молекулярный и клеточный механизм воз'
действия ГК по'прежнему требует дальнейшего более
глубокого изучения. Установленные нами ранее фак'
ты позволяют предположить два возможных механиз'
ма: 1) ГК встраивается в мембраны и локально «раз'
двигает» липидный слой, что приводит к увеличению
диффузионной проницаемости мембраны для малых
молекул; 2) ГК извлекает мембранный холестерин,
что приводит к снижению жесткости мембраны и об'
легчает проникновение молекул через нее. С целью
выяснения, какой из этих механизмов реализуется на
практике, методом ЯМР'релаксации были проведе'
ны эксперименты по изучению подвижности липи'

дов внутри мембраны на модели эритроцитов и липо'
сом различного состава.

Экспериментальная часть

Материалы. Образцы крови помещали в фосфатно'со'
левой буфер производства фирмы «Биолот» (pH 7.3), содер'
жащий NaCl (0.137 моль•л–1) и KCl (0.0027 моль•л–1).
Для анализа использовали клетки крови человека и крысы.
Для экспериментов с липосомами использовали фосфати'
дилхолин (Egg'PC, «Sigma Aldrich») и холестерин («MP
Biomedicals»).

Подготовка образцов. Суспензию эритроцитов получали
из трижды центрифугированной крови крыс (200 g, 5 мин).
Каждый раз после центрифугирования надосадочную жид'
кость замещали свежим буферным раствором (в дейтериро'
ванной воде, pH 7.4). Проводили два типа экспериментов
с концентрацией ГК как во много раз превышающей кон'
центрацию липида в суспензии (эксперименты с малым ко'
личеством крови), так и во много раз меньшей (экспери'
менты с большим количеством крови).

Многослойные липосомы готовили по стандартной ме'
тодике21. Для приготовления многослойных липосом про'
изводили предварительное растворение компонентов в хло'
роформе. Затем раствор высушивали под потоком воздуха,
оставшуюся пленку растворяли в воде. В качестве конт'
рольного образца использовали липосомы из липида Egg'
PC в дейтерированной воде. В экспериментах с ГК липид'
ную пленку помещали в раствор в дейтерированной воде.
Использовали несколько типов образцов: контрольный (чи'
стый липид в дейтерированной воде), липид в растворе ГК,
липид + холестерин в дейтерированной воде. Соотношение
концентраций липид : холестерин составляло 4 : 1.

Проведение измерений. Изучение подвижности липида
производили методом ЯМР'релаксации: время спин'спи'
новой релаксации протонов напрямую связано с подвиж'
ностью молекул и обратно пропорционально времени
вращательной корреляции22—26, уменьшение времени ре'
лаксации означает уменьшение подвижности молекулы.
Спектры ЯМР 1Н растворов в D2O регистрировали на спек'
трометре «Bruker AVANCE III 500» (Германия) на частоте
500 МГц. Измерение времен фазовой релаксации проводи'
ли с использованием стандартной последовательности
Кара—Парсела—Мебума—Гилла (CPMG).

Обсуждение полученных результатов

Влияние ГК на подвижность липидов в мембране
эритроцитов. Известно, что времена спин'решеточ'
ной и спин'спиновой релаксации протонов (Т1 и Т2
соответственно) очень чувствительны к межмолеку'
лярным взаимодействиям, а также к вращательной
и диффузионной подвижности молекул27. В связи
с этим метод можно использовать для исследования
межмолекулярных взаимодействий и комплексов
включения22—26. Когда молекулы в связанном и сво'
бодном состоянии находятся в состоянии быстрого
обмена, изменение сигнала ЯМР при варьировании
задержки описывается моноэкспоненциальным зако'
ном, в случае же так называемого медленного обмена
(по сравнению с временем релаксации) наблюдается
биэкспоненциальная кинетика:

A(t) = P1exp(–t/T21) + P2exp(–t/T22),
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где A — интенсивность сигнала ЯМР, T21 и T22 — вре'
мена спин'спиновой релаксации молекул в связан'
ном и свободном состоянии, P1 и P2 — доли молекул
в связанном и свободном состоянии, t — время.

На рисунке 1 представлен фрагмент спектра 1Н
ЯМР эритроцитов. Сигнал при δ 3.1 м.д. принадле'
жит метильным протонам группы N+(CH3)3, распо'
ложенной в полярной «голове» липида в мембране28.

Нами была проведена серия экспериментов с ма'
лым количеством крови (50 мкл на ампулу 0.6 мл)
и различными концентрациями ГК в растворе (0, 0.5, 1,
2, 5 ммоль•л–1). Для чистых эритроцитов, не обрабо'
танных ГК, кинетика спада сигнала эха носит моноэкс'
поненциальный характер со временем релаксации
10 мс. На рисунке 2 приведена кинетика спада сигнала
эха от липида, обработанного ГК (2 и 5 ммоль•л–1).

Видно, что в обоих случаях кинетика имеет биэк'
споненциальный характер. Короткие времена релак'
сации составляют 10 и 18 мс соответственно, а время
медленной релаксации — 50 мс, что в пять раз превы'
шает время релаксации протонов липида в отсутствие
ГК. Короткая компонента релаксации составляет
~50% в обоих случаях. Так как клеточная мембрана
имеет вид бислоя, то в спектре наблюдается сигнал
как от внешнего, так и от внутреннего слоя. При до'
бавлении ГК, вероятно, воздействию подвергается
только внешний слой, что приводит к появлению би'
экспоненциальной кинетики с соотношением длин'
ной и короткой компоненты 1 : 1. Полученный ре'
зультат означает существенное увеличение подвиж'
ности верхнего слоя мембраны, обработанной ГК.

Изменение подвижности глицирризиновой кислоты.
Для выяснения вопроса о возможности встраивания
молекул ГК в липидный слой мембраны методом
ЯМР'релаксации была изучена подвижность самой
ГК в суспензии эритроцитов. Для этого были прове'
дены эксперименты с большим количеством крови
(0.3 мл на ампулу 0.6 мл). На рисунке 3 приведены
спектры ЯМР 1H эритроцитов и ГК (5 ммоль•л–1).
В качестве сигнала от ГК был выбран пик при δ 1.13 м.д.

На рисунке 4 представлена кинетика спада сигна'
ла эха в логарифмических координатах при δ 1.13 м.д.
для раствора ГК (5 ммоль•л–1), а также для смеси
эритроцитов и ГК той же концентрации.

Времена релаксации приведены в таблице 1. Эрит'
роциты не имеют сигнала в этой области спектра. Для
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Рис. 2. Кинетика спада сигнала эха при δ 3.1 м.д. (сигнал
метильных протонов группы N+(CH3)3) липидов, обрабо'
танных ГК с концентрацией 2 (a) и 5 ммоль•л–1 (b).
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Рис. 3. Спектры ЯМР 1H чистых эритроцитов (a) и ГК (b)
в фосфатно'солевом буфере, pH 7.4 (концентрация ГК
5 ммоль•л–1).
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Рис. 1. Фрагмент спектра ЯМР 1Н эритроцитов в фосфат'
но'солевом буфере, pH 7.4.
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чистой ГК кинетика носит моноэкспоненциальный
характер, для смеси наблюдается биэкспоненциаль'
ная зависимость. Кроме того, в кинетике для смеси
не наблюдается присутствия медленной компоненты
со временем, близким к времени релаксации свобод'
ной ГК. Это означает, что вся ГК находится в связан'
ном виде.

Влияние ГК на подвижность липидов в липосомах.
В экспериментах с липосомами для анализа был вы'
бран сигнал от липида при δ 3.2 м.д. Для всех трех образ'
цов (чистый липид, липид + холестерин (5 ммоль•л–1),
липид + ГК (5 ммоль•л–1)) наблюдалась биэкспо'
ненциальная кинетика спада сигнала эха. Времена
релаксации приведены в таблице 2. Следует отметить,
что на модели липосом также происходит увеличение
времени релаксации в присутствии ГК.

Наблюдаемая биэкспоненциальная кинетика для
сигнала от липида может быть связана с тем, что
в экспериментах использовались многослойные ли'
посомы и подвижность N+(CH3)3'групп в разных сло'
ях могла различаться. Следует отметить, что воздей'
ствие ГК на подвижность N+(CH3)3'групп липида
аналогично действию холестерина. Указанная группа
находится в полярной «голове» липида, и при встраи'
вании как ГК, так и холестерина в бислой происходит
«раздвижение» полярных «голов» друг относительно
друга, что обусловливает бóльшую подвижность, чем
в исходном бислое. В то же время воздействие холес'
терина и ГК на подвижность гидрофобных «хвостов»
липида может различаться: известно, что встраива'
ние холестерина делает мембраны более жесткими
и упорядоченными29, в то время как под действием
ГК мембраны становятся менее жесткими19,20.

Таким образом, нами установлено, что воздей'
ствие ГК приводит к увеличению времени спин'спи'
новой релаксации липида при ее избытке и к умень'
шению времени спин'спиновой релаксации самой ГК
при ее недостатке. Время спин'спиновой релакса'
ции — параметр, тесно связанный с вращательной
подвижностью молекул. Короткое время релаксации
соответствует менее подвижным молекулам или свя'
занному состоянию, а длинное время релаксации —
более подвижным молекулам или свободному состо'
янию. Полученные данные подтвердили связывание
ГК с клеточными мембранами. Кроме того, можно
объяснить установленный в предыдущих работах факт
увеличения проницаемости мембран эритроцитов для
малых молекул в присутствии ГК: локальное увели'
чение подвижности липидов позволяет малым моле'
кулам слегка «раздвинуть» липидный слой и облег'
чить диффузионное проникновение молекулы внутрь
клетки.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследований
(проект № 15'04'02538).
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