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Аннотация Получение липосомальных препаратов подразумевает производство и уменьшение липо-
сом до размеров от 50 до 200 нм. В основном для этого используют либо метод озвучивания липосо-
мального раствора, либо его экструзию. При озвучивании получаются частицы размером около 
200 нм, экструзия же позволяет получить частицы любого размера в заданном диапазоне. Размер 
получаемых частиц определяет мембрана, через которую проходят липосомы, подвергаемые гомоге-
низации. В статье рассматривается способ получения мембран на основе пористого анодированного 
оксида алюминия ивозможность использования их для гомогенизации липосом. Мембраны, получен-
ные в ходе работы, анодировались в электролите на основе щавелевой кислоты в потенциостатиче-
ском режиме при пониженных температурах. Слои барьерного оксида алюминия и самого алюминия, 
закрывающие обратную сторону пор, удалялись методом химического травления в растворе фос-
форной кислоты и насыщенном растворе хлорида меди, соответственно. Конечный размер диаметра 
пор в образцах оказался равным ~ 100 нм, толщина мембраны ~ 100 мкм. Экспериментальные дан-
ные параметров толщины были подтверждены теоретическими расчётами. 
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Abstract The production of liposomal preparations involves the production and reduction of liposomes to 
sizes ranging from 50 to 200 nm. For these purposes, either the method of sonicating the liposomal solution 
or its extrusion is used. When using the sonication method, particles with a size of about 200 nm are ob-
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tained. At the same time, the extrusion method makes it possible to obtain particles of any size within a given 
range. The size of the homogenized liposomes is determined by the geometric characteristics of the mem-
brane through which the liposomes pass. The article considers a method for obtaining membranes based on 
porous anodized alumina and the possibility of using them for homogenization of liposomes. The mem-
branes obtained during the work were anodized in an oxalic acid-based electrolyte in a potentiostatic mode 
at low temperatures. The layers of barrier aluminum oxide and pure aluminum, covering the reverse side of 
the pores, were removed by chemical etching in a solution of phosphoric acid and a saturated solution of 
copper chloride, respectively. As a result, aluminum oxide membranes with a pore diameter of ~100 nm and 
a thickness of ~100 µm were obtained. The experimental data on the thickness parameters were confirmed 
by theoretical calculations. 

Keywords: nanoporous aluminum oxide, membrane, liposomes, extrusion, homogenization 
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Введение 

Одним из способов увеличения терапевтического индекса лекарства является 
заключение действующего лекарственного вещества в систему целевой доставки ле-
карств (СЦДЛ). Это направление является одним из востребованных [1], так как поз-
воляет снизить побочные эффекты, возникающие при воздействии препарата на тка-
ни организма, не нуждающиеся в лечении, и наоборот повысить воздействие на нуж-
дающиеся лечении участки. Одной из реализаций такой системы могут быть липосо-
мы [2-6].  

Липосомы, представляющие собой сферически замкнутый липидный бислой, 
позволяют заключить внутри себя, либо на поверхности, различные вещества, такие 
как неорганические ионы, нуклеиновые кислоты, белки, токсины и низкомолекулярные 
органические соединения. При достаточно малой толщине липидный бислой отлича-
ется хорошей гибкостью и механической прочностью. Липидная мембрана способна к 
самозалечиванию дефектов, а сама липосома способна сохранять целостность струк-
туры при различных повреждениях. Это связано с жидкокристаллическим состоянием 
липидов, в котором бислой представляет собой текучую жидкую фазу благодаря вы-
сокой молекулярной подвижности [7]. В зависимости от размера образовавшихся ли-
посом они могут содержать один или несколько бислоев [8]. 

В СЦДЛ используются только малые одноламеллярные, реже большие одно-
ламелярные липосомы. Это связано с размером частиц, который должен быть в диа-
пазоне от 50 до 200 нм. При размерах более 200 нм затруднено движение частиц 
внутри организма, а при размерах меньше 50 нм липосомы обладают малой прочно-
стью, из-за чего могут не дойти до цели. Также малые липосомы способны образовы-
вать агломераты, что препятствует их движению. 

Для получения везикул такого размера применяют, в основном, три метода: ме-
тод гидратации тонкой плёнки (конвекционный), метод «озвучивания» и метод экстру-
зии [9].  

Суть получения липосом методом гидратации тонкой плёнки заключается в 
растворении фосфолипидов внутри круглодонной колбы с помощью органического 
растворителя (хлороформ, этанол, метанол). Во время этого можно добавить реагент, 
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увеличивающий время жизни готовых липосом, например, холестерол. После этого 
данный раствор ставится на роторный испаритель, где в условиях вакуума и повы-
шенной температуры (около 40 ºС) на стенках круглой колбы образуется тонкая про-
зрачная пленка. Добавляется буферный раствор с содержащимся в нём лекарством. 
В течение некоторого времени, при встряхивании и вращении колбы плёнка сходит, и 
образуются липосомы, захватившие внутрь себя лекарство. На скорость исчезнове-
ния пленки влияет много факторов, таких как: скорость и метод встряхивания, состав 
буфера, растворяющего плёнку, влажность и температура. Время гидратации плёнки 
может занимать от получаса до нескольких десятков часов. В результате данного ме-
тода образуются липосомы с размерами от 150 до 1000 нм с большим разбросом по 
однородности. Из-за большого разбора частиц по однородности применяют и другие 
методы.  

При «озвучивании» полученные липосомы подвергаются воздействию пульси-
рующих ультразвуковых волн высокой частоты, в результате чего из-за эффекта кави-
тации частицы разрываются и образуют липосомы меньших размеров и однослойной 
структуры. Данный метод позволяет получить частицы около 200 нм, но разброс зна-
чений по размерам вс равно заметен. Так же стоит учитывать вероятность разруше-
ния везикулы в процессе озвучивания. Существенным плюсом данного метода явля-
ется простота его реализации, для него требуется лишь источник ультразвука. 

Получение липосом методом экструзии [10] так же подразумевает использова-
ние раствора, полученного конвекционным методом. Липосомальный раствор пропус-
кается через фильтрующую мембрану, находящуюся в специальном приборе – экс-
трудере [11, 12]. Экструдер представляет собой систему, которая с помощью опреде-
ленного давления заставляет двигаться липосомы через мембрану, с конкретным 
диаметром пор, тем самым определяя размер прошедших липосом. Существенным 
преимуществом данного метода является возможность получения частиц любого 
размера в заданном диапазоне, так как он определяется диаметром пор мембраны, 
используемой в экструзии. Так же большим плюсом по сравнению с другими метода-
ми является высокая однородность полученных липосом по размеру. 

Мембраны, используемые в экструзии, в основном изготавливаются на основе 
поликарбоната, полиэфирсульфона и нейлона [13]. В данной работе рассмотрена 
возможность использовать пористый анодированный оксид алюминия (ПАОА) [14-17], 
который представляет собой упорядоченный плотноупакованный массив пор в матри-
це оксида алюминия, синтезируемый методом электрохимического анодирования 
[18, 19]. Такой оксид обладает высокой химической стойкостью и механической проч-
ностью, что позволяет использовать его при больших давлениях. 

Условия анодирования алюминия [20], такие как электролит, напряжение и тем-
пература, влияют на структуру и свойства полученных слоёв ПАОА. 

Целью работы являлось развитие способа получения мембран на основе пори-
стого анодированного оксида алюминия для гомогенизации размеров липосом, 
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управление размерами пор и аттестация пористых наносистем методами сканирую-
щей зондовой микроскопии. 

Экспериментальная часть 

Для формирования мембран на основе ПАОА необходимо решить 3 задачи: 
1.  Выбрать исходный материал. От толщины используемой алюминиевой 

фольги зависят время травления и характеристики будущей мембраны, такие как 
толщина и механическая прочность. Также алюминиевые фольги могут быть различ-
ной чистоты, что влияет на однородность размеровобразующихся пор. Чем чище ис-
ходный материал, тем однороднее распределение пор по размерам и по поверхности. 
Однако, стоимость такой фольги напорядок выше.   

2.  Синтезировать слой ПАОА с помощью методом электрохимического аноди-
рования, с предварительной подготовкой исходного материала к травлению, и его 
специальной постобработкой. 

3.  Удалить дно пор (барьерный слой) для создания сквозных отверстий. В зави-
симости от толщины исходной фольги, иногда сначала, бывает, необходимо удалить 
слой оставшегося алюминия, закрывающего поры, а потом уже сам барьерный слой. 

В данной работе мембраны ПАОА изготавливались в Удмуртском федеральном 
исследовательском центре Уральского отделения РАН. В качестве исходного матери-
ала использовались пластинки алюминия (99,99%) размером 2,5х2,5 см и толщиной 
0,5 см. Создавая мембрану из такой пластинки можно регулировать толщину пористо-
го слоя с помощью времени травления. При этом мембрану формируют как часть це-
лостной конструкции с исходной пластиной. Это обеспечивает достижение достаточ-
ной прочности без создания дополнительного каркаса. 

Для снятия механических напряжений в исходной фольге после прокатки пла-
стины отжигались в печи при температуре 450 ºС в течение 8 часов. Затем проводи-
лась электрохимическая полировка в растворе следующего состава: CrO3 (из расчё-
та 185 г/л) + H3PO4 (из расчёта 1480 г/л) +H2O (дист.) при температуре раствора 
80 ºС и постоянном перемешивании. Ток подавался в циклическом режиме: 30 цик-
лов подачи тока в течение 7 секунд с паузами в течение 40 сек. 

Полированный образец закрепляли на электрохимической ячейке прижимного 
типа. Пластину укладывали на уплотнитель, сверху располагали пластину меди тол-
щиной 5 мм и диаметром 15 см (для лучшего теплоотвода от образца, поскольку 
впервые секунды анодирования значение тока через электролит и образец достигало 
2,5 А), затем электрод прижимался к медной пластине. Необходимый диаметр мем-
браны получали путём регулирования размера окна в электрохимической ячейке. 

Далее в ячейку заливали электролит 0,3М раствор щавелевой кислоты 
(0,3М(СООН)2), сверху устанавливали крышку с катодом и устройством перемешива-
ния электролита в процессе анодирования. Ячейку помещали в морозильную камеру 
холодильника (Т= –10 ºС) и выдерживали 50 минут, затем запускали процесс аноди-
рования (использовался программируемый источник постоянного тока АКИП 1134-
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300-5) при напряжении 120 В. Через 10 минут анодирования в морозильной камере 
ячейку перемещали в холодильную камеру (Т≈0 ºС) и продолжали процесс в течение 
4 часов, что позволило получить плёнку пористого оксида алюминия толщиной 90-100 
мкм. 

Формирование сквозной мембраны 

Необходимо удалить оставшийся алюминий на месте роста оксидной пленки 
[21]. Для этого использовалась та же ячейка, но с нижней крышкой меньшего диамет-
ра. Вместо щавелевого электролита заливался пересыщенный водный раствор хло-
рида меди, и образец закреплялся стороной алюминия внутрь ячейки.  

В процессе химической реакции хлорид алюминия растворяется в воде, а медь 
восстанавливается на образце в виде пористой «губки», которая легко удаляется ме-
ханическим путем.  

 
С целью получения сквозных пор плёнки оксида алюминия барьерный слой 

удалялся в специализированной ячейке (рисунок 1). 

 
Рисунок 1. Электрохимическая ячейка для контролируемого 
удаления барьерного слоя 

 
Образец закрепляли между двумя резервуарами с отверстиями с резиновыми 

уплотнителями, в резервуар на стороне барьерного слоя заливали 5% раствор фос-
форной кислоты (H3PO4), с другой стороны – 0,2М раствор поваренной соли (NaCl). В 
резервуары помещали платиновый анод и нержавеющий катод, соответственно, на 
них подавали потенциал величиной 5В с потенциостата для контроля за величиной 
протекающего тока.  

По мере удаления барьерного слоя и дальнейшего процесса увеличения диа-
метра пор, ток изменялся, как показано на рисунке 2. 
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Рисунок 2. Зависимость тока от времени при процеду-
ре удаления барьерного слоя образца 

 
При достижении тока насыщения образец выдерживали в ячейке ещё в течение 

30 минут для гарантированного открытия всех пор. 

Расширение пор 

Полученные мембраны уже в таком виде можно использовать для экструзии. 
Но если размер пор окажется недостаточным (около 40 нм), то нужно будет прикла-
дывать большое давление для разделения липосом. Кроме того, у полученных в этом 
случае липосом небольшого размера будет меньшая прочность и высокая вероят-
ность образования в агломераты, чем у липосом с большим размером.  

Чтобы этого избежать, в ходе выполнения работы проводилось дополнитель-
ное химическое травление образцов с целью растравить поры, то есть сделать их 
шире. Мембраны помещались в стакан с раствором 5% фосфорной кислоты на час 
(рисунок 3) при комнатной температуре. Раствор перемешивался с помощью магнит-
ной мешалки так, чтобы не образовывалась воронка.  

 
Рисунок 3. Растравление пор 
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Результаты и обсуждения 

В результате анодирования и удаления барьерного слоя с обратной стороны 
фольги были получены прозрачные в оптическом диапазоне мембраны пористого ок-
сида алюминия, представленные на рисунке 4.  

 
Рисунок 4. Фотомембраны пористого 
оксида алюминия 

 
Структуру полученных мембран исследовали методом растровой электронной 

микроскопии (РЭМ) на микроскопе ZEISS Supra 25 (Carl ZEISS, Germany). Результаты 
исследования показали, что были получены образцы с толщиной 90 мкм со сквозными 
порами диаметром около 40 нм (рисунок 5). 

 
Рисунок 5. Слева РЭМ изображение поверхности 
мембраны ПАОА, справа РЭМ изображение попе-
речного сечения мембраны ПАОА 

 
Результаты электронной микроскопии показали, что разработанный режим до-

полнительного этапа химического растравливания пор позволил расширять их диа-
метр до 90 нми более (рисунок 6). 
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Рисунок 6. РЭМ изображение поверхности мембраны 
ПАОА после расширения пор 

 
В результате была получена серия мембран ПАОА диаметром 2 см, толщиной 

порядка 90 мкм, с диаметром пор 90 нм.  

Теоретический расчёт толщины пленки оксида алюминия 

Используя данные В. А. Сокола [22] и Г. Г. Саковича [23], можно предваритель-
но оценить толщину выросшей пленки на поверхности алюминия.  

Пусть Q – количество электричества во время анодирования, которое расходу-
ется на образование, растворение оксида, а также на побочные реакции: 

𝑄𝑄 = 𝑄𝑄обр + 𝑄𝑄раств + 𝑄𝑄поб, 

где Qобр, Qраств, Qпоб – количества электричества, затрачиваемого на образование, 
растворение оксида и побочные реакции соответственно. 

Из выражения для соотношения значений токов на образования оксида алюми-
ния Iобр и   на растворение Iраств [22, 23]: 

𝛾𝛾2 = 𝐼𝐼обр

𝐼𝐼раств
, где γ≈3, 

определяем, что десять процентов от суммарного значения тока анодирования I тра-
тится на растворение оксида 𝐼𝐼обр = 9𝐼𝐼раств = 9

10
𝐼𝐼 , 

Тогда толщина образовавшегося оксида, с учётом растворенного, будет равна 

ℎ =
9

10
𝐼𝐼
𝑆𝑆 ∗ 𝑡𝑡 ∗ 𝐾𝐾э
𝜌𝜌

∗ 104 =
9

10
𝑄𝑄обр
𝑆𝑆 ∗ 𝐾𝐾э
𝜌𝜌

∗ 104 

где h – толщина образовавшегося оксида в мкм, S – площадь образца в см2, равная 
7 см2, ρ – плотность оксида алюминия, равная 3,96 г/см3t-время анодирования, Кэ- 
электрохимический эквивалент оксида алюминия, равный 
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𝐾𝐾э =
𝑀𝑀𝐴𝐴𝐴𝐴2𝑂𝑂3
𝑧𝑧 ∗ 𝐹𝐹

=
27 ∗ 2 + 16 ∗ 3
3 ∗ 9,65 ∗ 104

= 3.52 ∗ 10−4
г
кл

, 

𝑀𝑀𝐴𝐴𝐴𝐴2𝑂𝑂3 – молярная масса оксида алюминия, 𝑧𝑧 – количество молей эквивалентов в мо-
лекуле оксида алюминия, 𝐹𝐹 – константа Фарадея. 

Qобр найдем как площадь под графиком зависимости тока анодирования от 
времени анодирования (рисунок 7). 

 
Рисунок 7. Зависимость тока анодирования от времени анодирования 

 
Итак, заряд потраченный на анодирование будет равен Q= 900 Кл. 

ℎ =
9

10
900

7 ∗ 3.52 ∗ 10−4

3,96
∗ 104 = 102,85 мкм 

Полученные в ходе теоретического расчёта данные по толщине мембран хоро-
шо согласуются экспериментальными данными. 

Заключение 

В результате работы получена серия мембран ПАОА диаметром 2 см, толщиной 
порядка 90 мкм, с диаметром пор 90 нм. Проведены теоретические расчёты толщины 
плёнки оксида алюминия, которые хорошо согласуются с экспериментальными данны-
ми. Полученные образцы соответствуют требованиям для гомогенизации липосом.  
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