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ВВЕДЕНИЕ 
К настоящему времени описано большое 

количество полимерных соединений различно-
го химического строения, проявляющих биоло-
гическую активность как за счет макромолеку-
лярной природы (полимеры с собственной 
биологической активностью), так и за счет спе-

циально вводимого компонента, который мо-
жет постепенно выделяться из полимера и по-
ступать в биологический объект (системы с 
контролируемым выделением активного веще-
ства). В последнем случае определяющее зна-
чение имеет не только тип выделяющегося 
активного вещества и характер связи его с по-
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лимерным носителем, определяющей скорость 
выделения, но и строение самого полимерного 
носителя, который должен обладать высоким 
уровнем безвредности (особенно для систем, 
вводимых инъекционно). Поэтому во многих 
случаях в качестве основы для создания по-
лимерных носителей лекарственных веществ 
используются полимеры, хорошо изученные 
как компоненты ранозаживления, взаимодей-
ствие которых с организмом исследовано до-
статочно глубоко, в том числе хитозан (Хт), 
входящий в состав различных медицинских 
препаратов. Важнейшим элементом создания 
лекарственных полимеров с контролируемым 
выделением активного вещества является вы-
бор иммобилизуемого объекта, определяюще-
го характер и уровень биологической активно-
сти, что отражено в громадном числе публика-
ций. В то же время такие важные группы био-
логически активных полимеров как ферменты, 
в первую очередь, гидролазы, в сочетании с 
полисахаридами в качестве матрицы и биоци-
дами, которые могут явиться основой целого 
ряда терапевтических систем, исследованы 
явно недостаточно [1]

1
. 

Одно из направлений современной меди-
цинской химии – концепция «многофункцио-
нальных лекарств». В рамках этой парадигмы 
понятию лекарственного средства как «маги-
ческой пули» с максимальной селективностью, 
действующего на одну, строго определенную 
мишень, противопоставлена широта фармако-
логического действия и способность лекар-
ственного вещества взаимодействовать одно-
временно с несколькими мишенями. Мно-
гофункциональные лекарства содержат в сво-
ей структуре несколько фармакофоров, дей-
ствие которых дополняет друг друга. Такие 
препараты имеют более предсказуемый фар-
макокинетический профиль, у них существенно 
снижен риск несовместимости с другими пре-
паратами за счет уменьшения количества про-
писываемых пациенту лекарств

2
. 

Полимерные композиции в качестве 
средств для заживления ран, полученные на 
основе Хт, применяют в виде сшитых гелей, 
микросфер, губок, пленок. В хитозан могут 

быть импрегнированны различные классы ве-
ществ, такие как клетки, биологически актив-
ные вещества (в том числе ферменты, ингиби-
торы, гормоны, антибластомогенные веще-
ства) и многие другие без значительной потери 
их биологических свойств [1, 2–4]. 

Хитозан является прекрасным носителем 
для иммобилизации ферментов (наиболее ла-
бильными биологически активными вещества-
ми), так как обладает высокой химической и 
биологической стойкостью, высокой механиче-
ской прочностью, достаточной проницаемо-
стью для самого фермента и субстратов, ха-
рактеризуются высокой гидрофильностью и 
малой растворимостью, легко активируются 
для ковалентного связывания с БАВ [4]. 

Хитозан в виде растворов, гелей или пле-
нок используют для лечения ран, ожогов и дру-
гих травматических повреждений кожи. Искус-
ственная кожа – пленка, изготовленная на ос-
нове хитозана, не вызывает реакции отторже-
ния, нанесенная на ожоговые поверхности, она 
легко срастается с тканями, нет необходимо-
сти удалять ее, так как она (и продукты ее де-
градации) является питательной средой для 
роста собственных клеток кожи. Установлено, 
что препараты на основе хитозана активизи-
руют заживление ожоговой и раневой поверх-
ности без образования  рубцов, так как стиму-
лируют рост коллагеновых волокон кожи, 
обеспечивающих эластичность кожных покровов 
[2, 5].  

Таким образом, весьма актуальной явля-
ется разработка медицинских перевязочных 
материалов, содержащих различные терапев-
тические агенты (в том числе и такие лабиль-
ные соединения как ферменты), а в качестве 
макромолекулярных носителей используются 
полимеры с высоким уровнем биологической 
безвредности для человеческого организма. 

 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 
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менее 383,7 сСт; молекулярная масса – около 

500 кДа; протеолитический комплекс из гепа-

топанкреаса краба (ПК) (г. Щелково, МО, Рос-

сия): ТУ 9281-004-11734126-00, протеолитиче-

ская активность по казеину – 0,9 ПЕ/мг; актив-

ность по BApNa – 43 нМоль/мг*мин, активность 

по азоколлу – 28 ЕД/мг, НПО «Биопрогресс»; 

трипсин (Тр) из поджелудочной железы круп-

ного рогатого скота («Самсон Мед», Россия):  

протеолитическая активность по казеину – 7,0 

± 0,5 ПЕ/мг; активность по BApNa – 800 ± 38 

нМоль/мг*мин; активность по азоколлу –  3200 

± 80 ЕД/мг. Все остальные реактивы, если не 

оговорено особо, отечественного производства 

квалификации не ниже "ХЧ". 

Ферментативные активности определяли 

аналогично [1, 6], используя в качестве суб-

страта либо казеин, либо азоколл, либо BApNa 

в 1/15 М фосфатном буфере рН – 8,0.  

Для получения пленок Хт-фермент полу-

ченный гель (после полного растворения фер-

мента) наносили (обычно 100µl раствора) на 

полиэтиленовую подложку. Для определения 

ферментативной активности вырезали  под-

ложку с высохшим гелем и помещали в про-

бирки с субстратом. В специально проведен-

ных опытах было установлено, что подложка 

является инертной и не оказывает влияния на 

ферментативную активность исследуемых 

препаратов. 

УФ-Вид измерения выполнялись с помо-

щью регистрирующего спектрофотометра 

фирмы Shimadzu UV-2600 (Япония). 

ИК-спектры ИК-Фурье получали с помо-

щью спектрометра Nicolet 380 с приставкой 

НПВО (Thermo Scientific, США). 

Дзета потенциал и средний размер частиц 

были измерены на приборе Zetasizer Nano ZS 

(Malvern Instruments, Великобритания). 

Для изучения характеристик поверхности 

был использован атомно-силовой микроскоп 

Ntegra Prima (NT-MDT, г. Зеленоград, Россия), 

который  был оснащен сканером и кремниевым 

кантелевером HA_NC Etalon (длина консоли – 

124 мкм, силовая константа – 3,5 Н/м, резо-

нансная частота – 140 кГц). Радиус закругле-

ния иглы менее 10 нм в соответствии с  произ-

водственной спецификацией. 

 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ  

Иммобилизация ферментов путем обра-

зования новых химических связей является в 

настоящее время доминирующим способом 

получения перевязочных медицинских препа-

ратов пролонгированного действия [1]. Важ-

нейшим условием получения высокоактивных 

препаратов иммобилизованных ферментов 

является участие в образовании химических 

связей с носителем тех функциональных групп 

белка, которые не являются ответственными 

за его биологические свойства (в случае им-

мобилизованных ферментов – каталитические 

свойства), иными словами, не входят в состав 

активного центра фермента и не располагают-

ся в непосредственной близости от него [1].  

Нами было исследовано взаимодействие 

структурных единиц хитина и хитозана  

(N-ацетиглюкозамина и глюкозамина соответ-

ственно) с изучаемыми ферментными препа-

ратами и показано [8], что N-ацетилглюкозамин 

не влияет на ферментативную активность ис-

следованных ферментов, в то время как глю-

козамин способен снижать  активность при 

концентрациях более 5 мМоль. 

Было изучено взаимодействие хитозана 

с различными ферментами и ферментными 

комплексами: трипсин (Тр), панкреатин, ПК и 

бромелаин (Брм). Полученные данные пред-

ставлены на рис. 1. При изучении связывания 

белков с хитозансодержащими носителями, 

было установлено, что Хт незначительно вли-

яет на протеолитическую активность препара-

тов Тр и Брм. Отличный вид зависимости ПК от 

других систем может быть объяснен низкой 

изоэлектрической точкой ферментов комплек-

са (ниже – 3,5) [8, 9], – наличие большого ко-

личества кислотных концевых групп. Для дру-

гих изученных ферментов изоэлектрические 

точки белков лежат в интервале 8–10.  

Как нами было показано в работах [4, 8, 

9], взаимодействие белков с хитозаном может 

проходить по схеме, показанной на рис. 2. 

Путь, по которому протекает взаимодей-

ствие, может определяться концентрацией 

находящегося в среде хитозана: при малых 

концентрациях хитозана происходит образова-

ние полиэлектролитного комплекса (ион-

ионное взаимодействие), при ее увеличении – 

инкапсулирование белков в хитозановый гель, 

и при больших концентрациях хитозана 

наблюдается его агрегирование, в результате 

чего молекулы белков адсорбируются на по-

верхности сформировавшихся хитозановых 

агрегатов. Анализ дзета потенциала и геомет-

рических параметров исследуемых систем 

(таблица) также подтверждает предложенные 

варианты взаимодействия ферментов и хито-

зана. 

Таким образом, отсутствие сильного вза-

имодействия (образование ионных или иных 
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Рис. 1. Влияние хитозана на ферментативную активность некоторых протеиназ  
(Ао – ферментативная активность препарата в отсутствии хитозана) 

 

 
 

Рис. 2. Возможные типы взаимодействий белка (фермента) с хитозаном 
 

сильных связей) между Хт и исследованными 

белками (кроме ПК) и отсутствие инкапсулиро-

вания молекул фермента в Хт по-видимому и 

приводит к отсутствию потери ферментатив-

ной активности при растворении фермента в 

Хт. Это также может быть подтверждено с по-

мощью анализа ИК-спектров исследуемых об-

разцов (рис. 3 и 4), где отсутствие различий 

между характеристическими спектрами от-

дельных соединений и их смесей может свиде-

тельствовать об образовании небольшого ко-

личества слабых не химических связей. 
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Средние гидродинамические диаметры (d)  
и дзета потенциал (ζ) исследуемых образцов 

 

Образец 
Параметры 

d, нм ζ, мВ 

ПК в 0,1М NaCl 
789,0 (84,1%) 
33,1 (10,5%) 

5,2 (5,4%) 
-12,0 

Хитозан 
5237 (2,7%) 
1449 (97,3%) 

+48,9 

ПК-Хитозан (50:1) 
138,8 (57,4%) 
330,0 (42,6%) 

-24,0 

ПК-Хитозан (1:5) 1635 (100%) +60,2 

ПК-Хитозан (1:50) 4386 (100%) +63,5 

Бромелаин в 0,1М NaCl 
342,82 (94,18%) 

2,51 (5,82%) 
-5,7 

Бромелаин-Хитозан 
879,3 (75,2%) 
240,8 (24,8%) 

+34,2 

 

 
 

Рис. 3. ИК-спектры Хт и ферментов ПК 
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Рис. 4. ИК-спектры Хт и бромелаина 
 

Для получения более эластичных матери-
алов при получении производных Хт перед вы-
сушиванием часто добавляют в раствор гли-
церин (Гл) [12]. Хт по данными литературы 
имеет диаметр (гидродинамический радиус, 
умноженный на 2) от 0,515 нм (структурная 
единица – глюкозамин) до 90 нм (MМ около 
500 кДа) для единичных молекул и более 250 
нм, так как в растворе особенно концентриро-
ванном могут образовываться различные ас-
социаты молекул Хт [11]. При наличии Гл в Хт 
происходит упорядочивание структуры, 
наблюдается отсутствие формирования кон-

гломератов, что показано в [11] на основании 
снимков атомно-силовой микроскопии высох-
ших пленок Хт, содержащие и не содержащие 
Гл (рис. 5). Было показано, что увеличение 
концентрации Гл в хитозане не ведет к паде-
нию ферментативной активности ферментов 
(ПК) при разработанном оптимальном методе 
иммобилизации, при этом в отсутствии хитоза-
на глицерин практически полностью снижает 
ферментативную активность исследуемых 
ферментов (ПК) (рис. 6). Полученные данные 
могут быть объяснены образованием аддуктов 
Хт-Гл [11]. 

 

 
 

а                                                                                    б 
 

Рис. 5. AСM полученных пленок образцов Хт (а) и Хт-Гл (б) 
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Рис. 6. График зависимости ферментативной активности исследованных систем  
от концентрации глицерина (Ао – ферментативная активность ПК  

в отсутствии глицерина и хитозана) 
 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Таким образом, в ходе исследования раз-

личными методами было изучено взаимодей-
ствие хитозана с ферментами. Было показано, 
что в ходе взаимодействия Хт не влияет на 
субстрат и фермент-субстратный комплекс, а 
оказывает воздействие только на сам фер-
мент. Анализ результатов изучения взаимо-
действия ферментов с мономерами хитозана и 
хитина (глюкозамина и N-ацетилглюкозамина 
соответственно) показывает, что глюкозамин 
значительно снижает активность фермента, 
что по-видимому объясняется ион-ионным 
взаимодействием между соединениями. С по-
мощью различных методов (дисперсионный 
анализ, ИК-спектроскопия, исследование из-
менения ферментативной активности) было 
показано, что взаимодействие хитозана с изу-

ченными ферментами протекает по адсорбци-
онной модели, что в свою очередь и служит 
объяснением отсутствия падения фермента-
тивной активности созданных терапевтических 
систем.  

Полученные результаты являются осно-
вой для дальнейшей разработки лечебных ма-
териалов на основе хитозана, ферментов и 
других биологически активных соединения для 
применения в медицине для лечения ран раз-
личной природы. Изучение взаимодействия 
компонентов, входящих в созданные системы, 
дает возможность вводить в материалы новые 
соединения с новыми свойствами при сохра-
нении оптимального значения активности пре-
парата для разработки универсальных ране-
вых покрытий с комплексным действием. 
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