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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность работы. Нанобиокомпозиты имеют широкий спектр 

направлений практического применения, в частности в области формирования 

материалов медицинского и фармацевтического назначения. Биодеградируемые 

нанокомпозиты, обладающие способностью к магнитному наведению, являются 

новым классом функциональных материалов с управляемыми параметрами, 

способствующих расширению возможностей их клинического приложения.         

При этом использование полисахаридов в таких системах в качестве альтернативы 

синтетическим полимерам позволит исключить применение токсичных 

растворителей [1], а наличие в их структуре нескольких реакционноспособных 

групп на каждое звено – формировать устойчивые комплексы со многими 

соединениями. Подобные гибридные полисахарид-неорганические системы в 

сочетании с управлением магнитным полем применимы в качестве носителей 

биологически активных веществ в таргетной терапии. Причем применение для 

целевой доставки именно магнитного наведения имеет ряд приимуществ по 

сравнению с некоторыми другими методами активного таргетинга. Во-первых, 

магнитное поле, например в отличие от ультразвуковых волн, не имеет 

ограничения глубины проникновения в ткани [2,3], во-вторых, не повреждает 

клетки нервных и мышечных тканей, как сильные электрические поля [2,4]. 

Использование в качестве матрицы нанобиокомпозита такого полисахарида, 

как фукоидан, даст возможность получить уникальный биоактивный, 

биосовместимый, биоразлагаемый материал. Фукоидан представляет собой 

высокосульфатированный гетерополисахарид, где основным моносахаридным 

остатком выступает L-фукоза, обладает широким спектром биологической 

активности в частности благодаря своей способности выступать        в качестве 

миметиков природных лигандов белковых рецепторов и применяется как 

компонент в разработке системы доставки лекарственных средств [5,6], в том числе 

в комбинации с наночастицами магнетита, где полисахарид выступает только в 

роли гидрофильного покрытия, изменяющего физико-химические характеристики 
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поверхности [7,8]. Для этих целей используется низкомолекулярный полисахарид. 

Однако в нативной форме фукоидан, как правило, имеет высокий молекулярный 

вес, что ограничивает его применение и снижает эффективность действия. Поэтому 

актуальной является проблема поиска способа получения низкомолекулярного 

фукоидана путем деполимеризации полисахарида с сохранением его 

биологической активности. 

В то же время магнитные частицы, в частности наночастицы магнетита, 

являются перспективным компонентом при разработке системы доставки 

благодаря биосовместимости, низкой стоимости, простоте синтеза позволяющим 

осуществлять активный таргетинг [9]. Однако, несмотря на физиологическую 

инертность магнитных частиц, они мало применимы как носители лекарственных 

веществ (ЛВ), так как в связи с малыми размерами, а также в результате 

опсонизации могут легко поглощаться ретикулоэндотелиальной системой [10] при 

попадании в кровяное русло. В свою очередь, при функционализации фукоидана 

такими частицами возможно продлить время циркуляции в кровотоке наночастиц 

магнетита за счет ингибирования этого процесса [11]. Важно и то, что в литературе 

отсутствуют сведения о формировании нанобиокомпозита, применимого в 

качестве систем доставки ЛВ, в том числе тканевого активатора плазминогена 

(ТАП), путем функционализации макромолекул фукоидана неорганическими 

наночастицами.  

Активный таргетинг тканевого активатора плазминогена к целевому участку 

с помощью магнитного воздействия позволит осуществить его локальное действие, 

снизив системную токсичность препарата и риск возникновения ТАП-

индуцированного кровоизлияния, а также повысить эффективность действия 

фермента. Кроме того, с одной стороны, фукоидан обладает тромболитическим 

действием [12], повышает активность ТАП [13] и стимулирует ТАП-

индуцированный плазменный лизис тромба [14], основанный, во-первых, на 

большей аффинности и конкурентном связывании фукоидана с ингибитором 

инактивации плазминогена (ИАП1) [15], во-вторых, на изменении плазминогена в 

результате сопряжения с полисахаридом, что приводит к увеличению 
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чувствительности плазминогена к ТАП [16]. С другой стороны, иммобилизация 

ТАП позволит увеличить «кажущийся» молекулярный размер фермента, что 

приведет к увеличению периода полувыведения ТАП, а наличие фукоидана в 

применяемой для этого системе таргетинга позволит защитить ТАП от 

взаимодействия с ингибитором ИАП1, так как разработка системы доставки и 

протекции ТАП необходима в связи с коротким временем действия фермента в 

плазме крови. В то же время существующие системы доставки ТАП с 

использованием фукоидана ограничены в применении, так как основаны на 

пассивном таргетинге, где в качестве молекулярной мишени используется                 

P-селектин, к которому полисахарид проявляет высокую аффинность [17]. 

Фукоидан не обладает иммуногенной активностью, что выгодно отличает его от 

применяемых для этих целей антител. Однако фукоидан связывается с                          

Р-селектином, образуемым на поверхности активированных тромбоцитов, которые 

локализируются помимо тромбов в области повреждений тканей, например в 

результате эрозии или отрыва атеросклеротической бляшки [18], активированной 

эндотелиальной ткани после острого ишемического инсульта [19].  

Таким образом, нанокомпозиты, формируемые на основе фукоидана, 

функционализированного магнетитом, не рассматривались и не были изучены 

ранее. Такие системы могут быть применимы как, обладающие синергизмом 

свойств полимерного и неорганического компонента, магнитоуправлемые средства 

активного таргетинга тромболитического агента с сохранением его биоэффекта и с 

низким уровнем содержания неорганических компонентов. 

Цель исследования: разработка эффективной системы активного таргетинга 

клинически важного тромболитического фермента (тканевого активатора 

плазминогена) на основе низкомолекулярного фукоидана 

функционализированного наночастицами магнетита. 

Задачи исследования: 

 – провести анализ влияния высокоинтенсивной низкочастотной 

ультразвуковой обработки фукоидана на ультраструктуру макромолекул, их 

гидродинамические параметры и биологическую активность, а также подобрать 
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оптимальные условия для получения воспроизводимой методики создания 

наноразмерных частиц фукоидана; 

 – разработать метод функционализации фукоидана магнетитом 

применимого для формирования биокомпозитов близких к наноразмерному ряду, 

с исследованием особенностей условий формирования и влияния соотношения 

компонентов процесса; 

– протестировать полученные нанобиокомпозиты в качестве носителей 

такого ферментного тромболитического агента как тканевого активатора 

плазминогена; 

– исследовать эффективность взаимодействия «фермент-носитель» путем 

иммобилизации ТАП за счет образования связей ковалентной и не ковалентной 

природы, провести анализ полученных систем, а также определить каталитическую 

активность иммобилизированного фермента in vitro; 

– изучить физико-химические свойства и цитотоксичность полученных 

нанобиокомпозитов при варьировании способа иммобилизации фермента. 

Научная новизна. Впервые получены наночастицы фукоидана (со средним 

диаметром 38±5 нм) в результате высокоинтенсивной низкочастотной 

ультразвуковой обработки нативного полисахарида, выделенного из бурой 

водоросли Fucus vesiculosus. Проведено систематическое исследование такого 

воздействия на ультраструктуру, степень сульфатированности, а также 

биологическую активность полисахарида. Кроме того, впервые рассмотрено 

применение фукоидана как самостоятельного носителя, предварительно 

функционализированного магнетитом, путем формирования нанобиокомпозита 

для таргетной доставки тромболитического агента. Обнаружена корреляция 

величины размера полученных композитов с количеством иммобилизованного 

фермента. 

Разработанная схема получения нанобиокомпозита с иммобилизованным 

тромболитическим ферментом позволяет пролонгировать действие 

терапевтической дозы препарата с сохранением биоэффекта после иммобилизации. 

Данный способ получения нанобиокомпозитов с иммобилизованным тканевым 
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активатором плазминогена совместно с магнитным наведением позволяет 

повысить восприимчивость фибриновых сгустков к лизису благодаря локализации 

тромболитического агента в области тромба с проникновением его 

непосредственно в тело сгустка. Такие системы доставки с активным таргетенгом 

и низким токсическим действием позволяют получать тромболитические 

препараты с пролонгированным действием для направленного восстановления 

кровотока в сосуде. 

 Научно-практическая значимость работы: 

– оптимизирована система деполимеризации фукоидана путем 

систематического исследования условий высокоинтенсивной низкочастотной 

ультразвуковой обработки полисахарида в водной среде; 

– разработан метод формирования фукоидансодержащего композита, 

применимого в таргетной доставке ферментного препарата, соответствующий 

принципам «зеленой химии». Исследована зависимость физико-химических 

свойств от состава материала; 

– осуществлена иммобилизация тромболитического агента на полученные 

носители путем ковалентного и нековалентного взаимодействия «фермент – 

носитель». Изучены физико-химические и морфологические характеристики 

полученных композитов, а также каталитические возможности 

иммобилизованного тканевого активатора плазминогена. 

Полученная эмпирическая база позволит усовершенствовать существующие 

системы активного таргетинга. Результаты работы могут быть использованы для 

нужд медицинской и фармацевтической промышленности при разработке 

тромболитической инъекционной лекарственной формы. 

Положения, выносимые на защиту: 

1) Разработана эффективная воспроизводимая методика контролируемой 

деполимеризации фукоидана с образованием наноразмерных частиц в водной 

среде. 

2) Анализ биологических и физико-химических исследований 

продемонстрировал зависимость изменения размера, биологической активности и 
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степени сульфатированности от условий ультразвуковой деградации и состава 

среды. 

3) Разработан метод получения эффективной магнитоуправляемой таргетной 

системы доставки ферментативного препарата на основе полученных наночастиц 

фукоидана, функционализированных магнетитом.  

4) Предложен метод синтеза нанобиокомпозитов с иммобилизованным 

тромболитическим агентом на основе природного полимера, имеющих высокую 

степень загрузки и намагничиваемости, низкую степень полидисперсности. 

 5) Доказано сохранение каталитической активности иммобилизованного 

тромболитического агента и низкая цитотоксичность полученных препаратов. 

Достоверность полученных результатов обеспечена использованием 

комплекса взаимодополняющих физико-химических методов исследования с 

применением современного оборудования, в частности сканирующей электронной 

микроскопии (СЭМ), динамического рассеивания света (ДРС), коагулологического 

анализа, спектрофлуориметрии, метода вибрационной магнитометрии, 

цитологических исследований, а также с применением апробированных 

экспериментальных методов и методик с высокой воспроизводимостью 

результатов экспериментов. Интерпретация результатов исследования основана на 

современных представлениях о физико-химических свойствах микро- и 

наночастиц. 

Апробация работы. Результаты диссертации доложены на четырех 

региональных, одной всероссийской и двух международных конференциях:           

XIX Международная научная конференция студентов, аспирантов и молодых 

учёных «Ломоносов» по направлению «Химия живых систем, нанобиоматериалы 

и нанобиотехнологии» (г. Москва, 2013); региональная научно-практическая 

конференция «Инновационные идеи молодежи Ставропольского края – развитию 

экономики России», проводимая в рамках программы «УМНИК» Федерального 

фонда содействия развитию малых форм предприятий в научно-технической сфере 

(победитель в номинации «Умник РФ») (Ставрополь, 2015); Региональная научно-

практическая конференция «Биотехнологии будущего в медицине, фармации             
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и пищевой промышленности» (г. Ставрополь, 2016); XV Курчатовская 

междисциплинарная молодежная научная школа (Москва, 14–17 ноября 2017 г.); 

Региональная научно-практическая конференция «Университетская наука –  

региону» (г. Ставрополь, 2011, 2017); Международная научно-практическая 

конференция «Фармацевтическая технология: вчера, сегодня, завтра» (Пятигорск, 

2019). Некоторые аспекты работы разрабатывались в рамках школ и стажировок в 

ведущих научных организациях: центр «Биоинженерия» РАН (г. Москва, 2012), 
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1. ЛИТЕРАТУРНЫЙ ОБЗОР 

 

1.1. Фукоидан в разработке таргетных систем доставки лекарственных 

веществ: основные положения 

 

1.1.1. Структурные особенности фукоидана 

 

Фукоидан(ы) – это термин, используемый для обозначения группы 

высокосульфатированных полисахаридов. Изначально предполагалось, что этот 

полисахарид состоит лишь из остатков фукозы [20]. Однако позднее было 

установлено присутствие в структуре также различных количеств остатков 

глюкозы, маннозы, ксилозы [21] и глюкуроновой кислоты [22], а также наличие 

фукозы не только в более термодинамически выгодной форме α-L-фукопиранозы, 

но и в форме другого изомера – α-L-фукофуранозы (для фукоидана, выделенного 

из Chordaria flagelliformis) [23]. Можно выделить два наиболее часто встречаемых 

структурных типа: α-1→3-связанные (А) и чередующиеся α-1→3- и α-1→4-

связанные (B) линейные полисульфатированные фукозы с повторяющимися 

тетрасахаридными блоками, отличающимися по типу сульфатирования [24] 

(Рисунок 1). 

 

 

Рисунок 1 – Типы структурных скелетов фукоидана [25,26] 
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 Первое упоминание о фукоидане встречается в 1913 г. работе H. Kylin [27–

29], который определяет этот полисахарид как «fucosan», а cовременный термин 

впервые встречается в работах W. McNeely «Фукоидан» [30] и B. Larsen 

«Сульфатированные полисахариды бурых водорослей» [31].  

В литературе существует некоторая путаница в определениях понятий 

«фукоидан» и «фукан». Общим является представление о фуканах как 

собирательном термине, включающем и такие сульфатированные полисахариды, 

как гомофуканы и гетерофуканы (фукоиды или фукоиданы) [32]. Cогласно 

ИЮПАК, высокосульфатированные полисахариды, главные цепи которых состоят 

из L-фукозы и содержащие менее 10 % других углеводных остатков, относят к 

высокосульфатированным фуканам [33]. При этом в работе O. Berteau [33] 

отмечается, что высокосульфатированные фуканы, выделенные из морских 

беспозвоночных (например, из панциря морского ежа или его икры [34], стенок 

тела морского огурца [35]), именуют просто фуканами, а высокосульфатированные 

фуканы, полученные из красных морских водорослей определяют как каррагинаны 

и галактаны [36], из бурых водорослей – фукоиданы. Поэтому под понятием 

«фукоидан» в данной работе понимается высокосульфатированный фукан, 

выделенный из бурых водорослей и имеющий гетерополимерное строение. 

Фукоиданы в отличие от фуканов, выделенных из морских беспозвоночных 

и имеющих зачастую линейную гомогенную структуру, гетерогенны по своему 

составу, включают помимо нерегулярно расположенных сульфогрупп ацетильные 

группы, а также имеют разветвленную структуру, поэтому методы химического и 

структурного анализа не дают полной картины о строении полисахарида [37]. 

Вследствие этого точное соотношение между структурой и биологической 

активностью установить крайне сложно. Более того, существуют споры 

относительно структуры наиболее тщательно изученных представителей. 

Например, самым простым представителем фукоиданов является полисахарид, 

выделенный из Fucus vesiculosus [38]. Он является коммерчески доступным 

препаратом [39], и ежегодная стоимость продукции, связанной с производством 

или переработкой фукоидана, превышает 100 миллионов долларов США в год [40]. 
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Так, изначально предполагалось, что этот полисахарид состоит из 4-О-

сульфатированных остатков фукопиранозы, связанных -(1→2) гликозидными 

связями [41,42]. Однако позднее было установлено наличие -(1→3) гликозидных 

связей, причем 4-О-сульфатированные остатки фукопиранозы встречаются через 

2–3 остатка фукозы [41,43]. 

Проблеме изучения структуры и строения фукоиданов посвящено множество 

исследований [44–49]. Так, структура фукоиданов, выделенных из Laminaria 

saccharina, Clodosiphon okamuranus, Fucus vesiculosus, охарактеризована в работах 

A. Cumashi, N. A. Ushakova, M.E. Preobrazhenskaya и др. [25] и A. D. Holtkamp, S. 

Kelly, R. Ulber и др. [26]. Строение фукоидана детерминировано температурой 

извлечения, временем экстракции, рН экстрагента, а также видом и размером 

водорослей, местным климатом и другими факторами окружающей среды [38].  

Макромолекулы фукоидана формируются в результате ферментативного 

синтеза. Анализ генома макроводорослей Ectocarpus siliculosus и Saccharina sp. 

продемонстрировал присутствие генов, которые кодируют ферменты, 

участвующие в биосинтезе фукоидана [50,51]. Некоторые ферменты, участвующие 

в образовании фукоидана, и основные направления синтеза показаны на Рисунке 2. 

 

 

Рисунок 2 – Пути биосинтеза фукоидана в водорослях [50–52] 
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Как было отмечено, фукоиданы гетерогенны по своему составу, включают 

помимо нерегулярно расположенных сульфогрупп ацетильные группы, а также 

имеют разветвленную структуру и молекулярную массу, для высокомолекулярных 

представителей более 100 кДа, поэтому получить полную картину о строении 

полисахарида затруднительно [37]. Низкомолекулярные фукоиданы могут иметь 

молекулярную массу от 5 кДа. На сегодняшний день описана первичная структура 

фукоиданов, выделенных из Fucus vesiculosus [41,43], Laminaria saccharina [25], 

Clodosiphon okamuranus [25,26], построена молекулярная модель (для фукоидана, 

выделенного из Turbinaria ornata (Рисунок 3(а)) [47].  

 

    
 

 
 

 

а) б) в) 
 

Рисунок 3 – Молекулярная модель фукоидана, выделенного из Turbinaria 

ornata (а) [47]; АСМ-изображение (б) [53] и РЭМ-изображение (в) фракции 

фукоидана [54] 

 

Однако ультраструктура данного биополимера изучена слабо. С помощью 

атомно-силовой микроскопии установлено, что по макромолекулярной 

конфигурации низкомолекулярный полисахарид представляет собой сферолиты и 
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одиночные линейные цепи (Рисунок 3 (б)) [53], ширина которых может достигать 

0,77 нм [55], в некоторых случаях 1 нм [53]. При более детальном изучении с 

помощью растровой эмиссионной микроскопии стало известно, что фукоидан 

может иметь хорошо организованную структуру с полигональной формой частиц 

(Рисунок 3 (в)), причем сами кристаллиты расположены линейно [54]. 

Десульфатированный сильноразветвленный фукоидан, как и исходный, также 

принимает сфероподобную конформацию в воде [56]. 

 

1.1.2. Зависимость биологической активности фукоидана                                   

от структурных характеристик 

 

Фукоиданы являются полифункциональными соединениями, обладающими 

рядом биологических действий, например противомикробным [57], 

противовоспалительным [58], антикоагулянтным [59,60], противовирусным, [61–

63], иммуномодулирующим [64], противоопухолевым и противораковым [65,66], 

являются прямыми ингибиторами тромбина [67]. Фукоидан может быть 

использован для лечения многих заболеваний, таких как диабетическая 

ретинопатия, почечная и церебральная ишемии-реперфузии [68], в терапии 

онкологических заболеваний [69–71]. Перспективен для применения в качестве 

иммуномодулятора, причем более эффективен в форме индивидуального вещества, 

а не в коммерчески доступных смесях [72]. Иммуностимулирующее действие 

фукоидана осуществляется через влияние на макрофаги, Nk-киллеры,     В-

лимфоциты, дендридные клетки [73], повышая и гуморальный, и клеточный 

иммунитет. Все больше растет интерес к возможности его применения как 

адъюванта. Адъювантный эффект проявляется при пероральном введении после 

осуществления вакцинации благодаря иммуномодуляции [74] в результате 

всасывания в тонкой кишке, а включение в состав вакцины при инъекционном 

введении позволяет осуществить не только стимулирующее действие на иммунную 

систему, но и адсорбировать антиген, выступая в качестве его депо [75]. Показано, 

что использование фукоидана в комбинации с поверхностным антигеном вируса 
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гепатита В (HBs-AG) обнаружило его высокую адъювантную эффективность, 

превышающую таковую наиболее широко применяемого Al(OH)3 [76]. Причем 

фукоидан не вызывает, но стимулирует образование противовоспалительных 

цитокинов (интерлейкина (IL)-10 TNF-a, IFN-g, IL-2) [77].  

Фукоидан обладает противомикробным и противовоспалительным 

действием [78], способствует восстановлению повреждённой ткани благодаря 

взаимодействию с факторами роста (основным фактором роста фибробластов 

(bFGF) и трансформирующим фактором роста-β (TGF-β) [79–82], увеличивает 

скорость регенерации и реэпитализации [83], что дает ему существенные 

преимущества по сравнению с другими используемыми для этих целей 

полисахаридами. Может выступать как противораковый агент. Биополимер, 

имитируя гликопротеиновый лиганд Р-селектина 1 (PSGL-1) [84], обладает 

возможностью связывания с L- и P-селектином [25], причем эта способность 

(связывать Р-селектин) сохраняется и при фиксировании полисахарида в структуре 

наночастиц [85]. Имитируя молекулы адгезии CD15, полисахарид обладает 

возможностью связывания с гликопротеинами, экспонированными на поверхности 

активированного тромбоцитарного эндотелия [84,86]. Кроме того, полисахарид 

способен ингибировать интегрины, находящиеся на поверхности опухолевых 

клеток [87], что может привести к их апоптозу. В работе U. Roza, A. Stanislav,              

I. Irina и др. [88] подтверждено, что фукоидан, выделенный из бурой водоросли 

Padina boryana, подавляет рост колоний раковых клеток при концентрации выше 

200 мкг/мл.  

На биологическую активность фукоидана влияют ряд факторов, в том числе 

структурные особенности (степень сульфатирования, расположение сульфатных 

групп и т. д.), молекулярная масса, моносахаридный состав [41,89]. Так, 

низкомолекулярный фукоидан (7±2кДа) по сравнению с высокомолекулярным 

существенно увеличивает жизнеспособность клеток 7F2, стимулирует 

остеогенную дифференцировку in vitro и минерализацию костей in vivo [90], но не 

проявляет прямого антитромбинового действия [91].  
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Антикоагулянтная активность находится в прямой зависимости от 

количественного содержания остатков фукозы [92], степени полимеризации [93] и 

сульфатирования [91], с увеличением которых, а также с приближением 

конформации молекул полисахарида к правильной происходит повышение 

антикоагулянтной активности полисахарида [93]. Однако J. Wang с соавторами 

отмечает высокую антикоагулянтную и антиоксидантную активность также для 

низкомолекулярных фукоиданов [59]. Данное положение объясняется тем, что 

низкомолекулярные полисахариды имеют более высокую растворимость, что 

способствует их проникновению в клетку для выполнения определенных функций. 

В работе T. Zuo, X. Li, Y. Chang и др. [94] подтверждено, что с увеличением массы 

молекул степень их поглощения уменьшается и меняется эффективность 

фукоидана.  

Одинаково эффективно проявили себя фукоиданы, имеющие разную степень 

сульфатированности и молекулярную массу в отношении ингибирования                    

-амилазы. В исследовании использовали фукоидан Fucus vesiculosus (степень 

сульфатированности 15,5 %, молекулярная масса 2351 кДа) и Ascophyllum nodosum 

(20,6 % и 637 кДа соответственно). Но полностью десульфатированный 

полисахарид ингибирующим действием относительно -амилазы не обладал [95]. 

 В работе L. Chevolot, B. Mulloy, J. Ratiskol и др. [39] отмечается, что важно 

не только количество сульфогрупп, но и их расположение. В целом наличие 2-O-

сульфатированных и 2,3-О-дисульфатированных остатков фукозы приводит к 

увеличению антикоагулянтной активности в большей степени, чем 4-О-

сульфатированных [41]. Полученный с помощью ультразвуковой экстракции 

фукоидан, имеющий регулярное строение (1 → 3;1 → 4-α-L-фукан), а также 

сульфо- и ацетогруппу в C2 и C3 положении соответственно, показал высокую 

противоопухолевую активность в отношении клеток рака толстой кишки человека 

[96].  

Иммуностимулирующая же функция фукоидана обусловлена присутствием 

в структуре не только сульфатных, но и ацетильных групп. Деацетилирование и 

десульфатирование привело к снижению активности. Так, десульфатированный 
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фукоидан привел к снижению выработки цитокинов BMDCs мыши на 35–70 % по 

сравнению с нативным фукоиданом и пролиферации макрофагов костного мозга 

(BMMs) (на 60–90 %). Секреция также значительно снизилась при применении 

деацетилированого фукоидана (на 50–60 % для BMDCs, 50–70 % для BMMs по 

сравнению с нативным фукоиданом) [97]. 

Исследование противовирусной активности фукоиданов выявило, что на 

ингибирование ВИЧ-1-инфекции не влияет степень сульфатированности и 

структура биополимеров (на примере фукоиданов, выделенных из Sargassum 

mcclurei, Sargassum polycystum и Turbinara ornata) [98]. Фукоиданы эффективно 

взаимодействуют с вирусом, препятствуя его проникновению в клетки-мишени. 

Найдено некоторое ингибирующее действие в отношении вируса герпеса (HSV-1), 

вируса Коксаки (CVB3) [99], а также в отношении вируса Ньюкасла [100] 

фракциями фукоидана, выделенными из Dictyota dichotoma и богатыми остатками 

галактозы.  

На структурные особенности фукоиданов большое влияние оказывает способ 

извлечения, в свою очередь, способ извлечения и технология очистки зависят 

напрямую от целей применения полисахарида. Не во всех случаях существует 

необходимость получения химически чистых препаратов фукоидана. Так, 

Schneider с соавторами установили, что растворы фукозы, содержащие фукоидан, 

в большей степени тормозят развитие лимфомы Брекитта путем блокирования 

активации CXCR4-рецептора по сравнению с «чистым» полисахаридом. Но в обоих 

случаях, и для раствора полисахарида, и для раствора фукозы, содержащего 

фукоидан, активность была на порядок выше, чем у гепарина [101]. 

 При выделении фукоидана происходит очистка от низкомолекулярных и 

высокомолекулярных соединений, таких как полисахариды (например, 

альгинатов), остаточные белки и вещества полифенольной природы [102]. Как 

отмечает А. М. Урванцева с соавторами, последние могут сшивать несколько 

молекул полисахарида между собой либо как нити окутывать их, поэтому авторами 

была предложена стадия очистки, при которой происходит разрушение побочных 

http://glycob.oxfordjournals.org/search?author1=Tino+Schneider&sortspec=date&submit=Submit
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взаимодействий с сохранением полисахаридной цепи путем обработки 30 % Н2О2 

с последующей ионообменной хроматографией на DEAE-целлюлозе. 

Немалое значение при получении полисахарида играет температура, при 

которой осуществляется процесс выделения. Так, повышение температуры от 90 до 

150 ºС и времени экстракции от 5 до 30 мин приводит к уменьшению молекулярной 

массы, степени сульфатированности, а также антиоксидантной активности 

фукоидана, выделенного из Ascophyllum nodosum. Более того, наблюдался 

различный моносахаридный состав: экстракция при 90 ºС способствовала 

получению фукоидана с высоким содержанием остатков фукозы, а при 150 ºС –  

увеличению количественного содержания остатков глюкуроновой кислоты [103]. 

В последние годы для извлечения биологически активных веществ из 

биомассы стал использоваться метод СВЧ-экстракции [104]. Этот способ 

экстракции заключается в обработке растительного сырья СВЧ-излучением, в 

результате чего внутриклеточная вода переходит в парообразное состояние, 

осмотическое давление увеличивается, клетка разрушается, а активные вещества 

через устьица выходят на поверхность. Этот метод имеет множество достоинств, в 

частности отсутствие необходимости внесения внешних растворителей, а, 

следовательно, и дальнейшей очистки от них. При введении дополнительных 

стадий данный метод применим для выделения сахаров и полисахаридов [105–107]. 

Более того, существуют исследования по применению метода СВЧ-экстракции для 

получения веществ из бурых водорослей [108], и лишь небольшая их часть 

рассматривает извлечение именно фукоидана [109]. Так выделение фукоидана с 

выходом до 38 % с помощью СВЧ-экстракции описано в работе Y. Yuan,                      

D. J. Macquarrie [110]. Для этого бурая водоросль изначально обрабатывалась 80 % 

раствором этанола и лишь затем подвергалась микроволновому воздействию с 

последующим отделением альгината раствором СаСl2 и осаждением фукоидана 

спиртом. Для нахождения оптимальных температурных и временных условий 

экстракцию проводили при варьировании температурного режима (90–150 ºС) и 

времени (5–30 мин). Наблюдалась обратно пропорциональная зависимость 

температуры и степени сульфатированности полученного полисахарида. 
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Еще одним методом экстракции фукоиданов является ультразвуковая водная 

экстракция [96]. Такой способ извлечения позволяет сократить время экстракции с 

6 ч (при «классическом методе») до 15 мин, проводить процесс при комнатной 

температуре (вместо требуемых 60 °С) и исключает необходимость проведения 

диализа с сохранением выхода продукта [96,111]. 

Выделение фукоидана возможно с помощью ферментативной экстракции, 

например при использовании папаина [112] экзо- и эндоферментов морских 

бактерий или моллюсков [113], и экстракции, основанной на формировании 

комплекса с дополнительно вводимым полисахаридом, например хитозаном. 

Разрушение такого комплекса осуществляется хлоридом натрия. Использование 

экстракции с помощью комплекса «фукоидан – хитозан» позволяет уменьшить 

количество используемого NaOH и сточных вод, что способствует снижению 

негативного воздействия на окружающую среду [70]. 

Таким образом, фукоиданы могут быть извлечены из бурых морских 

водорослей с помощью различных многоступенчатых процессов с применением 

химических, и/или физических, и/или ферментативных методов, очищены 

хроматографией, фракционированием и т. д. [22,26]. Наиболее приемлемыми 

являются способы с мягкими условиями обработки для сохранения нативных 

свойств фукоидана [103]. 

Как было рассмотрено, физико-химические характеристики, а также 

строение фукоидана зависят от ряда факторов: во многом от температуры 

извлечения, времени экстракции, рН экстрагента, а также вида и размера 

водорослей, местного климата и других факторов окружающей среды [38]. 

Последние условия влияют и на количественное содержание полисахарида.               

В зависимости от сезона сбора сырья содержание фукоиданов изменяется                     

в 2–2,6 раза [114] и может достигать 20 %. Установлено, что среднее содержание 

фукоидана в Fucus serratus, Fucus vesiculosus и Ascophyllum nodosum составляет 6,0; 

9,8 и 8,0 % соответственно. Причем более высокий процент выявлен для каждого 

вида сырья, собранного осенью и весной. В структуре также варьировалось 

содержание фукозы (от 18 % (время сбора – осень) до 28 % (время сбора – весна), 
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от 26 до 39 %, от 35 до 46 % соответственно) и сульфогрупп (от 30 до 40 %, от 9 до 

35 % и от 6 до 22 % соответственно)[115], что, возможно, связано с их 

спорообразованием [116].  

Таким образом, существует необходимость исследования взаимосвязи 

молекулярной массы, степени сульфатированности и других структурных 

характеристик и биологической активности. Однако остается важным и то, что 

выявленные соотношения соответствуют определенному, исследуемому 

фукоидану и не распространяются на другие фукоиданы [117,118]. 

 

Методы деполимеризации фукоидана 

 

Как было отмечено выше, нативный фукоидан имеет высокую молекулярную 

массу, что приводит к низкой проницаемости через клеточную мембрану, 

снижению биодоступности, эффективности его действия, а соответственно, и 

клинического потенциала. Например, низкомолекулярный фукоидан по сравнению 

с высокомолекулярным существенно увеличивает жизнеспособность линии 

остеобластных клеток 7F2, способствует остеогенной дифференцировке in vitro и 

минерализации костей in vivo [90], имеет более высокую ранозаживляющую 

активность даже в самых низких концентрациях, используемых в исследовании (50 

мг/мл) [119] по сравнению с нормальным фукоиданом. Подтверждена 

эффективность действия выделенного из Laminaria japonica 

низкомолекулярного фукоидана в отношении заболевания периферических 

артерий, основанного на изменении гиперреактивной агрегации тромбоцитов и 

улучшении реваскуляризации. Терапевтическое действие продемонстрировано на 

ишемии задних конечностей при сахарном диабете 2 типа у крыс [120]. Кроме того, 

влияние фукоидана в ангиогенезе также сильно зависит от молекулярной массы. 

Высокомолекулярный полисахарид обладает выраженной антиангиогенной 

активностью, а полисахарид с более низкой степенью полимеризации может 

выступать в качестве проангиогенного агента [118], т. е. низкомолекулярный 

фукоидан (5 кДа) за счет высокого сродства с цитокинами А5 и белками SDF-1 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/laminaria-japonica
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/fucoidan
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стимулирует пролиферацию клеток и увеличивает миграцию эндотелиальных 

клеток, усиливая образование сети микрососудов [121]. Это открывает 

перспективы использования низкомолекулярного фукоидана в методах лечения, 

связанных с восстановлением сосудов. 

Открытие высокой биологической активности низкомолекулярного 

фукоидана требует поиска оптимального способа его деполимеризации с 

возможностью применения полисахарида в фармацевтических целях. 

 Вследствие чего существует два подхода: деполимеризация макромолекул 

нативного высокомолекулярного полисахарида, в том числе в момент его 

экстракции, или химический синтез как самого полисахарида, так и его миметиков. 

Деполимеризация макромолекул фукоидана осуществима химическим 

(кислотным, основным) или ферментативным гидролизом [122], гамма-

облучением [123,124], радикальным методом (например, с помощью Н2О2 [125]), 

синергетически объединёнными методами (например, ультразвуковая или 

радиационная деструкции в присутствии H2O2 [126], гамма-облучением при 

ультразвуковом воздействии) и т. д. Однако в ходе деполимеризации изменяется и 

биологическая активность фукоидана, так как в результате побочных процессов 

происходит изменение в том числе таких структурных особенностей, как степень 

сульфатирования, расположение сульфатных групп, моносахаридный состав             

и т. д. [41,89]. 

Самым простым способом деполимеризации фукоидана является его 

гидротермальная обработка при 120 °С в герметичном флаконе в результате 

аутогидролиза. Изменение молекулярной массы регулируется варьированием 

времени обработки [117]. Для получения низкомолекулярного фукоидана с 

контролируемой молекулярной массой без десульфатации осуществляют 

гидротермальную обработку при 100–121 ° C с pH 5–6 [127]. 

Радикальная деполимеризация осуществима H2O2 в присутствии ацетата 

меди (II) и приводит к получению фракции с 7±2кДа [128]. Деградация с 

применением 0,5–3,0 % H2O2 позволяет устранить примеси в виде фенольных и 

терпеноидных соединений, влияющих на антиоксидантное и антипролиферативное 
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действие [129], и не приводит к существенным изменениям в качественном составе 

цепи фукоидана [125]. При этом скорость деградации увеличивается с ростом 

температуры от 60 до 100 °С и концентрации H2O2 с 0,15 до 4,5 %, однако 

повышение рН от 1 до 8 оказывает отрицательное влияние, что может быть связано 

с медленным образованием свободных радикалов в щелочных условиях [130]. 

Деполимеризация в условиях введения низких концентраций H2O2 (≤ 3 %) 

позволила получить фракции фукоидана от 4,9 до 21,4 кДа. Это оказалось более 

эффективно, чем применение концентрации пероксида водорода более 10 % (19,9–

25,3 кДа), а также гидротермальной обработки (10,3–34,4 кДа) [117,129]. Важно, 

что во всех случаях наблюдается сохранение моносахаридного состава [117]. 

Для проведения кислотного гидролиза используются HCl, H2SO4, 

пировиноградная, уксусная кислоты, что более подробно рассмотрено в обзоре 

Flórez-fernández с соавторами [131]. Кислотный гидролиз в 0,01 М НCl в течение 

60 мин позволяет получить низкомолекулярный фукоидан 15–30 кДа из нативного 

(160 кДа) со степенью сульфатированности 8,2–33,2 % [132]. При этом менее 

устойчивыми к отщеплению являются остатки фукозы, так как их содержание в 

деполимеризованном полисахариде значительно снижается, в то время как 

молярное соотношение галактозы к маннозе в гидролизованном и нативном 

фукоидане остается одинаковым [133]. 

Недостатками кислотного гидролиза являются частичная или полная 

десульфатация фукоидана [126], частичное разрушение фукозы в структуре 

полисахарида [134]. Кроме того, методы химической деструкции, как правило, 

требуют применения высокой температуры, длительны во времени и требуют 

последующей очистки полученных продуктов. Ферментативный гидролиз 

позволяет исключить эти явления [122]. Для ферментативного гидролиза 

фукоиданов используют эндофукоиданазы, выделенные из морских моллюсков, 

которые требуют стабилизации [135]. Фукоиданаза катализирует расщепление 

фукоидана с образованием низкомолекулярных продуктов с выходом более 50 % 

[136]. Бактерия Fucobacter marina позволяет получить фракции с молекулярной 

массой 95,2 кДа и степенью сульфатированности 21 % [131,137]. Тем не менее 
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коммерчески доступной формы фермента, специфически лизирующегося 

гликозидные связи цепи сульфатированных полисахаридов, на данный момент не 

разработано [125]. 

Ультразвуковая деградация характеризуется высокой скоростью разложения 

крупных молекул с узким распределением по молекулярной массе [138], позволяет 

получить водный раствор полимера без введения дополнительных стадий очистки. 

С другой стороны, сонолиз перспективен в получении наноразмерных материалов. 

Механизм ультразвуковой деструкции обусловлен формированием кавитационных 

пузырей, при схлопывании которых может возникать интенсивный локальный 

нагрев (около 5000 °С) и высокое давление (около 1000 атмосфер) [139].                        

В результате коллапса таких пузырей (Рисунок 4) высвобождается энергия, 

достаточная для разрыва химических связей в любых полимерных материалах 

[140]. Выделяют первичный, вторичный и физический сонохимический эффект. 

Первичный эффект связан со всеми процессами, протекающими в газовой фазе 

внутри пузыря, вторичный – в фазе раствора, и физический эффект вызван ударной 

волной, возникающей при практически адиаботичном коллапсе кавитационных 

пузырьков [141]. Предполагается, что разрыв полимерных цепей в результате 

сонолиза не носит рандомный характер, а осуществляется в середине молекулы, 

причем больший эффект – при воздействии низкочастотного ультразвука [142]. 

Также выявлено, что полисахариды быстрее деполимеризуются в разбавленных 

растворах, а также степень деградации возрастала с увеличением длительности 

ультразвукового воздействия [143] и с уменьшением степени разветвленности 

биополимера.  
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Рисунок 4 – Виды эмиссий при коллапсе кавитационного пузыря [144] 

 

При сонохимической обработке в водной среде фукоидан, выделенный из 

морского огурца, при интенсивности 508 Вт/см2 и частоте 21–25 кГц сохранил 

повторяющиеся линейные тетрасахаридные блоки лишь с частичным разрушением 

несульфатированных звеньев фукозы [145]. После 220 мин такой обработки 

средняя молекулярная масса фукоидана снизилась с 338 до 91 кДа. 

Деполимеризация фукоидана из S. fulvellum высокоинтенсивной низкочастотной 

обработкой (25 кГц, 200 Вт) в присутствии Н2О2 имела радикальный механизм. 

Полученный продукт сохранил структурные особенности исходного    

биополимера [126]. ИК-спектры обработанного фукоидана были идентичны 

спектру нативного полисахарида, за исключением максимума пика полосы 

поглощения растяжения связи C=O (1730 cм−1) и диапазона асимметричных 

валентных колебаний СО-связей карбоксильной группы (1630 cм−1). 

Таким образом, ультразвуковая деструкция является одним из простых и 

эффективных методов деполимеризации полисахарида. 

 

1.1.3. Фукоидан как компонент при создании таргетных систем 

доставки лекарственных веществ 

 

На сегодняшний день существует множество направлений приложения 

фукоидана в медицинской и фармацевтической промышленности. Основные 

векторы исследования связаны с применением его в разработке лекарственных 

препаратов для противораковой терапии, применением как гепариноподобного 
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вещества, а также как медицинского средства и материала, применимых в 

диагностических целях и/или в качестве системы доставки лекарственных средств 

(Рисунок 5) [146]. 

 

 

Рисунок 5 – Статистические данные о количестве публикаций,        

связанных с исследованием фукоидана (БД: Pub Med, дата обращения: 24.03.2019) 

 

Благодаря использованию таргетных систем доставки наблюдается усиление 

терапевтического эффекта фармацевтических средств, улучшение их 

фармакокинетического профиля, увеличение биодоступности с одновременным 

снижением побочного действия, а также повышение их химической и 

конформационной стабильности. Для адресной системы доставки лекарственных 

средств могут быть сформированы системы с контролируемым высвобождением 

веществ [147]. Само высвобождение лекарственного вещества осуществимо путем 

диффузии и/или эрозии и/или биодеградации носителя [148], что зависит от 

молекулярной массы иммобилизируемого агента. Так, для крупных молекул 

(белки, ДНК и т. д.) характерно высвобождение, сопровождаемое биодеградацией 
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полимера оболочки, для малых молекул – диффузией. Сама же скорость 

высвобождения лекарственного компонента контролируется балансом между 

скоростью высвобождения лекарственного средства через градиент концентраций, 

в некоторых случаях – скоростью релаксации материала, используемого при 

формировании таких систем, в результате диффузионных процессов [149], а также 

пористостью и толщиной стенки частиц-носителей. 

Основными видами систем таргетинга, созданных с использованием 

фукоидана, являются объекты: формируемые за счет сил электростатического 

притяжения разноименно заряженных полиэлектролитов (послойная адсорбция, 

полиэлектролитные комплексы) [150], эмульсии [151], металл-полимерные 

комплексы [152], а также образованные с помощью методов химической сшивки. 

Однако для последнего в связи с высокой растворимостью фукоидана и низкой 

способностью к гелеобразованию зачастую осуществляется его предварительная 

физическая/химическая модификация [30].  

Системы доставки, созданные за счет взаимодействия макромолекул 

хитозана и фукоидана, были впервые описаны в работе A. D. Sezer, J. Akbuǧa  [153] 

и определены как «фукосферы». Движущей силой образования таких конъюгатов 

является электростатическое взаимодействие между макромолекулами, на которое 

могут влиять как внешние (соотношение биополимеров, рН системы, ионная сила 

раствора и температура), так и внутренние (молекулярный вес и структура, 

суммарный заряд и гибкости цепей биополимеров) факторы [154]. Так, 

взаимодействие молекул фукоидана и хитозана при рН 2 приводит к 

формированию комплексов с высоким содержанием свободных сульфатных групп 

двух видов: малостабильных с низкой плотностью сшивания и стабильных с 

высокой плотностью заряда. С повышением рН до 6 число свободных сульфатных 

групп уменьшается и формируются стабильные, с высокой плотностью сшивания 

и высоким выходом частицы [155]. Диаметр фукосфер, как правило, составляет 

230–250 нм, иногда 110–140 нм (Рисунок 6) [6]. Для выравнивания распределения 

по размерам, придания формы микросферы осуществляют обработку ультразвуком 

[156]. Частицы стабильны в фосфатно-солевом буфере (ФСБ) с рН ниже 6,5 [157], 
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в растворе 20 % трегалозы, а конъюгаты с весовым соотношением 

фукоидан:хитозан = 1:1 при значении рН 2,5 [158]. В нормальных же 

физиологических условиях (рН выше 6,5), происходит разрушение частиц в связи 

с депротонированием аминогрупп хитозана [159], что является их основным 

недостатком.  

 

 

Рисунок 6 – СЭМ-изображение фукосфер [153] 

 

Фукосферы малого размера могут быть использованы для решения проблемы 

перорального введения терапевтических белков благодаря биодеградируемости и 

биосовместимости используемых полимеров. В качестве стандартных белков были 

использованы БСА, инсулин, овальбумин, показавшие высокую эффективность 

инкапсуляции [160]. Наибольшая эффективность инкапсуляции пептидных 

структур (89,5 %) наблюдалась при использовании раствора фукоидана с 

концентрацией 2,5 %, где размер частиц колеблется в пределах 0,61–1,28 мкм [153].  

Фукосферы проявили себя перспективными матрицами при рассмотрении 

систем доставки плазмидной ДНК, кодирующей GM-CSF [5,161]. Степень 

инкапсуляции зависит от молекулярной массы используемых полисахаридов и 

варьируется от 84,2 до 94,7 % при размере частиц 151–401 нм. Полное 

высвобождение плазмидной ДНК наблюдалось через 90–140 дней. Контроль за 

целостностью молекулы ДНК осуществлялся с помощью электрофореза в 

агарозном геле, где изменений не наблюдалось [161].  
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Таким образом, эффективность инкапсуляции фукосферами, их размер 

зависит от соотношения используемых полисахаридов, а также их молекулярной 

массы, а использование фукоидана позволяет увеличить инкапсулирующую 

эффективность, что было доказано с использованием офлоксацина [162]. 

Однако фукосферы имеют жесткую структуру вследствие доминирования на 

поверхности частиц положительно заряженного хитозана, поэтому малопригодны 

для доставки веществ через стенку клеток. Решение этой проблемы возможно 

благодаря введению дополнительных компонентов.  

Внесение хондроитинсульфата позволило создать биосовместимые частицы, 

способные к проницаемости через монослой клеток Сасо-2 и кишечный эпителий, 

что открывает широкие перспективы перорального введения таких систем [163]. 

Интересно и то, что фукоидан в данных частицах проявляет бóльшую 

антикоагулянтную активность относительно фукоидана в свободной форме в той 

же концентрации. Возможно, это происходит вследствие того, что в растворе 

полисахарид может изменять конформацию, меняя активность (в данном случае 

снижая её), в то время как в наноструктурах конформация фиксирована и 

осуществляется более эффективное взаимодействие [164]. С этой точки зрения da 

Silva с соавторами объясняет и изменение влияния на свертываемость крови. Так, 

фукоидан, находящийся в наночастицах «фукоидан – хитозан –

хондроитинсульфат», приводит к уменьшению свертываемости до 2 раз даже при 

низкой концентрации частиц [163]. Тиолирование фукоидана и модификация 

хитозана аргенином позволяют формировать в результате самосборки наночастицы 

для усиления транспорта как гидрофильных, так и гидрофобных молекул (на 

примере декстрана и куркумина) [165]. 

Модификацией способа получения систем доставки за счет сил 

электростатического взаимодействия является формирование путем послойной 

адсорбции на темплатах различной природы (LbL-метод). После удаления матрицы 

образуются полые многослойные микро- или нанокапсулы с сохранением формы и 

незначительным изменением их размера. Так, в работе A. C. Pinheiro, A. I. Bourbon, 

M. A. Cerqueira и др. [166] нанокапсулы были получены адсорбцией 10 слоев 
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хитозан/фукоидан на наночастицах полистирола. С помощью сканирующей и 

трансмиссионной электронной микроскопии было установлено уменьшение 

размера и сохранение сферической структуры частиц после удаления ядра. 

Системы поли-L-орнитин/фукоидан, сформированные на микрочастицах 

карбоната кальция, инкапсулировали доксорубицин с высокой степенью загрузки, 

69,7 % [167], а на микрочастицах поли (лактид-со-гликолида) – 42,5 % [168]. 

Кроме того, применимо использование сшивающих агентов, где самыми 

простыми являются ионы Ca2+. Ионная сшивка фукоидана и                                                 

O-карбоксиметилхитозана с помощью Ca2+ позволяет формировать рН 

чувствительные наночастицы размером 100–200 нм с инкапсулирующей 

способностью 92,8 %. В качестве активного компонента использовали куркумин. 

Потенциально эти частицы применимы для пероральной доставки куркумина, а 

также других фенолов и терпенов [169].  

Еще одной схемой формирования систем доставки с применением фукоидана 

является метод распылительной сушки. Он позволяет получать микрочастицы на 

основе фукоидана, применимые для ингаляционного способа доставки 

низкомолекулярных противотуберкулезных препаратов [170]. Однако 

распылительная сушка наряду с достоинствами (отсутствие токсических 

растворителей, легкость формирования и т. д.) имеет свои недостатки.                             

Для приготовления такого рода полиэлектролитных комплексов используются 

кислые растворы полисахаридов, что подходит не всем капсулируемым 

биологически активным компонентам. Кроме того, сушка распылением может 

привести к денатурации включаемых компонентов, а также широкому диапазону 

разброса размеров полученных частиц. С помощью коаксиальной 

электрораспылительной сушки возможно получить гелеобразные композитные 

хитозан-фукоидановые частицы с высокой степенью загрузки (на примере 

липоевой кислоты) с варьированием размера от 5 до 9 μм [171,172].  

Синтез носителей на основе фукоидана возможен также в результате 

самоорганизации молекул полисахарида в растворе, для этого полисахарид 

подвергают химической модификации, например ацетилированию, в результате 
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чего образуются частицы диаметром около 140 нм, которые возможно 

использовать как систему доставки доксорубицина. Эффективность загрузки и 

высвобождения модельным лекарственным препаратом составила 71,1 и 3,6 %, 

соответственно. Полное высвобождение средства наблюдалось через 5 дней, что 

делает перспективным применение таких систем при лечении раковых заболеваний 

в сочетании имунно- и химиотерапии [173]. 

 

Функционализация поверхности нанобъектов формированием 

фукоидансодержащего покрытия 

 

Применение фукоидана в таргетинге может быть осуществлено через 

функционализацию поверхности наночастиц различной природы. Так, 

наночастицы биомагнетиков, поверхность которых функционализирована 

фукоиданом, могут выступать в роли миметиков лейкоцитов; контрастного 

вещества для молекулярной визуализации при обследовании с помощью магнитно-

резонансной томографии (МРТ) для диагностики аневризмы брюшной аорты или 

любого другого артериального заболевания, связанного с экспрессией Р-селектина 

[174], и для усиления иммунотерапии [175]. 

Функционализация фукоиданом осуществима несколькими способами: 

– формирование покрытия на поверхности готовых нанообъектов. 

Полисахарид может использоваться при последовательном нанесении в 

комбинации с другим биополимером (например, декстраном [174], 

карбоксиметилдекстраном [18,176], хитозаном [177], гидрохлорид 

полиаллиламином [178]), при этом возможна первоначальная химическая 

модификация биополимера, например аминирование [18,176]. Покрытие может 

быть нанесено на наночастицы серебра [179], золота, поли(изо-бутилакрилата) 

[180], сульфида меди [178], оксида железа [181], комплексных частиц                    

оксида железа/диоксида кремния [182]. 

Фукоидан на поверхности частиц способствует их связыванию с 

активированными тромбоцитами, а также проявляет антиагригатные свойства, что 
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не позволяет слипаться сформированным частицам. Покрытые таким образом 

наночастицы оксида железа потенциально применимы в качестве контрастного 

вещества Т2 в МРТ и для визуализации активированных тромбоцитов [18]. Так, в 

работе M. Suzuki, L. Bachelet-Violette, F. Rouzet и др. [176] внутрипросветный 

тромб аневризмы крыс был идентифицирован с помощью МРТ через час после 

введения ультраразмерных гамма-Fe2O3 частиц, поверхность которых была 

функционализирована фукоиданом. При этом применение частиц оксида железа 

без нанесенного фукоидана аневризмы не выявило. В отсутствие тромба сигнал не 

обнаружен. Присутствие молекул фукоидана на поверхности наночастиц оксида 

железа было доказано с помощью инфракрасной Фурье-спектроскопии. 

Наночастицы ZnO, легированные железом, позволяют проводить МРТ и 

оптическую визуализацию с помощью флуоресценции при ультрафиолетовом 

возбуждении, а благодаря фукоидановому покрытию возможно обнаруживать 

ранний тромбоз вследствие связывания с активированными тромбоцитами [183]. 

Покрытие фукоиданом наностержней золота позволяет осуществить 

конъюгацию с моноклональными антителами против рецептора эпидермального 

фактора роста и рассматривать такую систему в качестве новых фототермических 

абляционных агентов для нанотераностиков рака (Рисунок 7) [184], покрытие 

наночастиц MnO2 – открывает их терапевтический потенциал в лечении 

радиорезистентного рака поджелудочной железы [185], наночастиц хитозана с 

загруженным ципрофлоксацином – показало повышенную антибактериальную 

активность таких частиц в отношении биопленки сальмонеллы [186]; 

 

 

 

Рисунок 7 – Схематическое изображение покрытия наностержней золота       

с последующей конъюгацией с анти-EGFR моноклональными антителами 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/antibacterial-activity
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/antibacterial-activity
https://www.sciencedirect.com/topics/physics-and-astronomy/biofilms
https://www.sciencedirect.com/topics/physics-and-astronomy/biofilms
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– функционализация в момент синтеза наночастиц. Фукоидан может быть 

нанесен на различные частицы, в том числе и в момент их получения, например 

методом анион-эмульсионной, радикальной полимеризации, с использованием     

ox-red инициаторов [81, 146,180], причем количество включенного фукоидана в 

образуемую им оболочку зависит от способа полимеризации. Покрытие частиц 

фукоиданом приводит к увеличению стабильности полученных систем, а также 

позволяет им взаимодействовать с макрофагами, что, в свою очередь, может быть 

подвергнуто модуляции [180]. Таким методом осуществляется также 

функционализация полимерных полисахарид-поли(изо-бутилцианоакрилат) 

наночастиц [187], которые возможно применять самостоятельно как 

ультразвуковой контрастный агент для визуализации венозного тромба [136] или 

как носитель. Так, последующая загрузка таких частиц, например рекомбинантным 

тканевым активатором плазминогена (ТАП), приводит к возможности их 

использования для таргетного тромболизиса [17]. В присутствии фукоидана 

возможно получение наночастиц серебра методами «зеленой химии», а 

последующее нанесение молекул хитозана позволяет сформировать на 

поверхности комплексное покрытие фукоидан/хитозан [177]. В присутствии 

фукоидана также были получены наночастицы золота, покрытые полисахаридом с 

контролируемым распределением по размерам [188]. 

 

Нанокомпозиты на основе фукоидана для медицинского применения 

 

Изначально фукоидан нашел широкое применение как антикоагулянтный 

агент благодаря некоторым структурным сходствам с гепарином, в частности 

связанным с наличием сульфогрупп. Однако позднее эта структурная особенность 

обеспечила фукоидану ключевую роль в тканевой инженерии за счет способности 

регулировать ангиогенез, выступать в качестве миметика гликозаминогликанов, 

способствуя остеогенной дифференцировке и минерализации костей. Так 

фукоидан способствует регенерации костной ткани за счет увеличения экспрессии 

[154] и дифференциации остеобластов [3], экспрессии остеопонтина, коллагена, 
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остеокальцина; повышению уровня щелочной фосфатазы [190]; индукции 

пролиферации мезенхимальных стволовых клеток костного мозга человека. 

Поэтому фукоидан активно используется в разработках новых направлений 

исследования проблемы создания искусственной костной ткани. Композит 

фукоидан/поли(ε-капролактона) имеет большой потенциал в разработках, 

направленных на повышение регенерации костной ткани. После 14 дней 

культивирования остеобластов на поверхности подложки из композита 

фукоидан/поли(ε-капролактона), увеличилась их пролиферация и минерализация 

клеточных оболочек до 30 % по сравнению с клетками на подложке из поли(ε-

капролактона), не содержащей полисахарид [191]. Формирование композита 

возможно в виде прядей путем электрораспыления [192]. Для контроля 

высвобождения фукоидана в композит фукоидан/поли(ε-капролактона) может 

быть введен альгинат [193]. 

Значительные результаты костеобразования на модели кролика были 

выявлены для нанокомпозита гидроксиапатит/фукоидан [194] in vitro для систем на 

основе желатина, содержащих фукоидан и MTN-пептид [195], и нанокомпозитных 

скаффолдов фосфат кальция/хитозан /фукоидан [196], высокая биосовместимость 

определена для композита хитозан/наногидрогсиапатит/фукоидан [197] и N,O-

карбоксиметилхитозан/фукоидан/гидрогсиапатит [198]. Внесение фукоидана в 

уже исследованные композитные системы позволяет увеличить способность к 

адсорбции белка и минерализации в два раза по сравнению с исходными формами 

[199], что свидетельствует об усилении активности композита в отношении 

регенерации костной ткани.  

Существуют также работы, направленные на создание нанотераностических 

агентов с применением фукоидана. Композит, содержащий наночастицы золота и 

загруженный доксирубицином Dox-Fu@AuNPs, показал высокую 

цитотоксичность в отношении клеток опухоли кроличьего глаза in vivo в результате 

синергетического действия химиотерапии и фототермии. Рецидива не 

наблюдалось. 
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1.2. Проблема разработки и применения систем доставки                  

тканевого активатора плазминогена 

 

Основными тромботическими явлениями в медицинской практике являются 

ишемический инсульт, инфаркт миокарда, тромбоэмболия легочной артерии, 

венозный тромбоз [200]. Кроме того, проблема тромбоза проявляется при введении 

устройств, контактирующих с кровью, например сосудистых трансплантатов, 

сердечных клапанов, коронарных стентов и т. д. [201].  

Тромб представляет собой сгусток, состоящий из стабилизированного 

фибрина с включенными кровяными клетками (Рисунок 8). Структура 

фибринового сгустка представляет собой трехмерную нитевидную сеть [202]. 

Формирование тромба вызывается активацией тромбоцитов, что приводит к 

изменению их формы, выработке факторов коагуляции, последующей агрегации и 

образованию фибриновых нитей [203].  

 

 

 

Рисунок 8  – Трехмерная реконструкция гидратированной фибриновой 

сети, полученной с помощью флуоресцентной конфокальной микроскопии [204] 

 

 Существует две стратегии в борьбе с тромбозом: введение веществ, 

ингибирующих фибриногенез (например, гепарин) или индуцирующих 
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фибринолиз (путем активации плазминогена или использования пептидаз, 

расщепляющих фибрин) [205]. Фибринолиз сгустка осуществим с помощью 

протеолитического фермента – плазмина, который существует в неактивной форме 

– форме плазминогена. В медицинской практике в качестве активаторов 

плазминогена используют либо рекомбинантные формы тканевого активатора 

плазминогена, либо бактериальные тромболитики (стрептокиназа).  

Самым распространенным подходом в тромболитической терапии является 

использование в качестве тромболитического агента рекомбинантного тканевого 

активатора плазминогена, который эффективно лизирует тромбы при условии 

своевременного введения в рамках терапевтического окна [206]. Под его 

воздействием осуществляется фибринолиз за счет катализирования перехода 

плазминогена в плазмин [207]. Но, несмотря на эффективность данного метода, 

существуют некоторые проблемы в его применении. Так, например, для 

своевременного восстановления кровотока путем повышения эффективного 

растворения тромба производится увеличение терапевтической дозы в связи с тем, 

что при внутривенном введении действие ТАП инактивируется ингибитором 

активации плазминогена (ИАП1) и для решения этой проблемы ТАП вводится в 

количестве, превышающем концентрацию ИАП1. Однако высокие 

терапевтические дозы могут привести к повреждениям сосудов и внутренних 

органов, фибринолитическому кровотечению в результате опосредованного 

действия ТАП на интактный фибрин [208], так как при повышении дозировки ТАП 

оказывает ферментативное воздействие не только на плазминоген, фиксированный 

в тромбе, но и на свободно циркулирующий в кровотоке [209], и как следствие 

возникают гематоосложнения, которые в клинической практике встречаются               

в 20 % случаев [210]. Поэтому проблема локального повышения концентрации 

ТАП с очаговой активацией тромболитической активности непосредственно в 

месте тромбинового сгустка является актуальной. Однако существующие 

катеторные, или эндоваскулярные методы местной доставки ТАП являются 

технически сложными и дорогостоящими [211], выполнимы 
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высококвалифицированными неврологами, а также применимы только к 

«легкодоступным» тромбам [17]. 

Таким образом, увеличение селективности действия ТАП со снижением 

побочного воздействия осуществимо через разработку эффективного способа 

доставки. В качестве носителей и средств протекции ТАП могут быть 

использованы микрочастицы, липосомы, металлосодержащие и кремневые 

частицы. Применение липосом на основе фосфотидилхолина, стабилизированных 

ПЭГ, позволило увеличить время полувыведения фермента в 21 раз по сравнению 

с ТАП в свободной форме [212], т. е. увеличить время циркуляции ТАП в 

кровотоке. Однако низкая стабильность и эффективность нацеливания 

липосомальных систем ограничивают их применение в клинических условиях 

[212,213]. 

В общем случае инкапсуляция фибринолитического агента позволяет 

осуществить проникновение фермента в более глубокие слои окклюзионного 

сгустка крови, в результате чего осуществляется более полный лизис тромба, а не 

только на границе раздела фаз фибриновый сгусток – кровь [214]. Однако в то же 

время вследствие инкапсуляции возникают стерические затруднения 

взаимодействия фермента с фибрином и увеличение терапевтического эффекта 

фермента при использовании микро- и наноразмерных систем доставки, что более 

обусловлено блокированием ингибирующего действия ИАП1 ферментов и 

улучшением проникновения в кровяные сгустки при наличии внешнего 

воздействия. Например, комбинация адресной доставки ТАП с ультразвуковым 

воздействием предполагает усиление диффузии фермента в фибриновый сгусток и, 

как следствие, улучшение тромболизиса [215,216]. Установлено, что такое 

синергетическое воздействие стимулирует активность ТАП [217], однако остается 

невыясненным влияние ультразвукового воздействия на целостность белковой 

структуры. 

Существует несколько способов иммобилизации фермента, в том числе 

инкапсуляция, физическая адсорбция на поверхности носителя и ковалентное 

взаимодействие с ней [218]. При этом последний способ может привести к 
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увеличению стабильности иммобилизируемого фермента, но с одновременным 

снижением эффективности его действия за счет блокирования сайта связывания 

или конформационных ограничений [218,219]. Иммобилизацию с помощью 

ковалентных связей позволяет осуществить широкий спектр веществ, варьируемых 

в зависимости от рН среды, температурных режимов, свойств матрицы [220]. Так, 

иммобилизация рекомбинантного ТАП на силанизированный магнетит 

осуществима с помощью N-гидроксисульфосукцинимида [221]. Инкапсуляция 

может быть осуществлена, например, в микросферы                                                

поли(лактид-со-гликолида) [210]. Кроме того, для иммобилизации могут быть 

использованы в качестве магнитных носителей не только магнетит (Fe3O4), одним 

из достоинств которого является отсутствие остаточного магнетизма [222], но и 

маггемит (γ-Fe2O3), при этом для повышения коллоидной стабильности и 

биосовместимости их предварительно покрывают оболочкой органической или 

неорганической природы [223]. Использование магнитных никелевых 

наностержней приводит к увеличению эффективности действия ТАП, однако 

вследствие своей токсичности они не могут применяться в клинических        

условиях [8]. Данные по разработке некоторых систем доставки ТАП представлены                     

в Таблице 1.  

 

Таблица 1 – Данные по разработке некоторых систем доставки ТАП 

Состав носителя 

Способ 

включения 

ТАП 

Размер 

частиц,  

нм 

Степень 

включения, 

% 

Ссылка 

Липосомы 

Фосфатидилхолин/холе

стерин/холестерин-3-

сульфат натрия/ 2000 

(DSPE-PEG 2000) 

Инкапсуляция 

112,9±6,2 

 

 

145 

 

21 

 

 

- 

[82] 

 

 

[224] 

DPPC/DSPE-PEG 

2000/холестерол + 

наночастицы магнетита 

(термочувствительные) 

Инкапсуляция 443 - [225] 
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Состав носителя 

Способ 

включения 

ТАП 

Размер 

частиц, нм 

Степень 

включения, 

% 

Ссылка 

Полимерные носители 

Микросферы PLGA 

покрытые: 

 

хитозаном 

 

 

хитозан/GRGD пептид  

 

 

 

Инкапсуляция 

 

 

Инкапсуляция 

 

 

 

260–320 

 

 

265,2±7,4 

 

 

 

65,5±0,5 

 

 

– 

 

 

 

[210] 

 

 

[226] 

Эритроцит-подобные 

структуры 

PLGA/поли(этиленгли-

коль)диакрилат 

Иммобилизаци

я 
803±15 – [200] 

Полисахарид-

поли(изобутилцианоак-

рилатные) наночастицы 

Адсорбция 136±4 – [17] 

Zn2+ - желатиновые 

наночастицы 

Иммобилиза-

ция 
100 – [227] 

ПЭГ/поли(ε-

капролактон) 

 

Иммобилиза-

ция за счет 

образования 

амидных 

связей 

129±3,8 54,6±2,8 [228] 

Неорганические носители 

Наностержни 

магнетита 

 

Ковалентно, с 

помощью 

глутарового 

альдегида 

 

 

 

l = 

1,02±0,03 

μм;  

d = 300 нм 

 

l =  

1,3±0,2 µм;  

d = 0,5±0,1 

µм 

6 масс. % 

 

 

 

12,9 

[229] 

 

 

 

[213] 

Наночастицы 

магнетита, покрытые 

хитозаном 

Инкапсуляция 

 
357,5±15,7 82,6 

[230, 

231] 

Наночастицы 

магнетита, покрытые 

декстраном 

Адсорбция 

 

Ковалентно,       

с помощью 

EDC и NHS 

166±4 

 

170±6 

 

 

91±4 

 

98±3 

 

 

 

[232] 

 

 

 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?interface=All&term=poly%28%CE%B5+-caprolactone&N=0&focus=product&lang=en&region=US
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?interface=All&term=poly%28%CE%B5+-caprolactone&N=0&focus=product&lang=en&region=US
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Состав носителя 

Способ 

включения 

ТАП 

Размер 

частиц, нм 

Степень 

включения, 

% 

Ссылка 

Неорганические носители 

Наночастицы 

силанизированного 

магнетита 

 

Ковалентно,            

с помощью 

sulfo-NHS 

 

Ковалентно,       

с помощью          

3-

аминопропил-

триэтоксиси-

лана 

250–365 

 

 

 

200,5±3,1 

52–63 

 

 

 

До 94 

[221] 

 

 

 

[233] 

Наночастицы 

магнетита, покрытые 

полиакриловой 

кислотой 

Ковалентно, 

посредством 

образования 

карбодиимид-

опосредованно

й амидной 

связи 

46±11 74,7 мг 

 

 

 

 

[222] 

 

 

 

 

Наночастицы 

магнетита, покрытые 

поли(акриловой 

кислотой-со-

малеиновой кислотой) 

Адсорбция 

 

Ковалентно, с 

помощью 

этилкарбоди-

имид 

гидрохлорида и 

NHS 

130–250 

 

 

 

 

47,7±0,4 

 

 

98,6±0,8 

 

 

 

[234] 

 

 

 

 

Кластерные нанокубы 

Fe3O4, 

покрытые БСА 

Иммобилизаци

я в покрытие 
150 66±5,6 [235] 

Наночастицы 

магнетита/PLGA/ 

хитозан/циклический 

аргининглицин-

аспарагиновый пептид 

Инкапсуляция 395,2±12,2 63,7±1,5 [236] 

 

Еще одним методом, позволяющим увеличить эффективность действия ТАП, 

является использование тромб-направленного вектора, в качестве которого могут 

выступать полисахариды. Благодаря свойствам, рассмотренным ранее, для этих 
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целей применим и фукоидан. Эксперименты in vivo продемонстрировали его 

положительное влияние на тромболизис при использовании в качестве вектора для 

ТАП с усилением тромболитической активности фермента путем простой 

ассоциации с вектором и без радикальной химической модификации структуры 

полисахарида [86]. 

Таким образом, магнитные носители позволяют повышать количество частиц 

в заданной области при локальном воздействии внешнего магнитного поля, что 

является важным свойством при разработке систем селективного тромболизиса.  

Существующие методы защиты ТАП направлены на подавление его 

ферментативной активности в кровяном русле и предполагают его активацию при 

взаимодействии с тромбином. Маскировка ТАП осуществима с помощью БСА 

через линкерный пептид, расщепляемый при контакте с тромбином. Данная 

конструкция (Рисунок 9) делает ТАП недоступным для циркулирующего 

плазминогена в кровотоке, при этом накопление на поверхности тромба 

осуществляется за счет имеющегося в конструкции CTγF пептида, связываемого с 

интегирином GPIIb/IIIa, экспрессируемым неактивированными тромбоцитами 

[237]. 

 

 

 

Рисунок 9 – Способ маскировки ТАП: 

А) – конструкция замаскированного тканевого активатора плазминогена;   

В) – предполагаемый механизм действия [237] 
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С учетом вышеизложенного, решение проблемы создания системы доставки 

ТАП, приводящей к минимуму побочного действия, является необходимым, и, в 

соответствии с последними исследованиями, полимерные носители в сочетании с 

магнитным воздействием могут увеличить эффективность и безопасность ТАП как 

тромболитического агента. 

Выводы: 

 

– фукоидан получают из возобновляемого источника биологически активных 

веществ – бурых водорослей, имеющих широкое распространение; 

– фукоидан обладает широким спектром биологической активности и 

является перспективным полимером для разработки материалов медицинского и 

фармацевтического назначения, но свойства полисахарида зависят от структурных 

характеристик полисахарида, определяемых группой факторов (место 

произрастания сырья, время его сбора, способ извлечения и т. д.), и требуют 

подбора оптимального метода получения его низкомолекулярных фракций; 

– полисахарид применим в разработке носителей как для пассивного, так как 

не проявляет иммуногенную активность, что выгодно его отличает от 

применяемых для этих целей антител, так и активного таргетинга. Однако высокий 

молекулярный вес ограничивает его использование. Существующие методы 

деградации имеют различную эффективность и ряд недостатков, в их числе 

изменения в качественном составе цепи; 

 – необходима разработка системы доставки тромболитического агента для 

локального повышения концентрации ТАП с очаговой активацией 

тромболитической активности непосредственно в месте тромбинового сгустка, 

увеличения селективности действия ТАП со снижением побочного воздействия. 

Существуют различные подходы к созданию таких систем, где в качестве 

носителей и средств протекции тромболитического агента могут быть 

использованы микрочастицы, липосомы, металлосодержащие и кремневые 

частицы, однако на сегодняшний день эффективного способа доставки ТАП не 

разработано. 
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2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

 

2.1. Методики получения материалов 

 

2.1.1. Выделение очищенного фукоидана 

 

В ходе работы был использован фукоидан, выделенный из Fucus vesiculosus 

по методике, описанной в работе T. N. Zvyagintseva, N. M. Shevchenko,                            

I. B. Popivnich и др. [238], с некоторыми изменениями.  

К тонкоизмельченной водоросли вносили экстрагент в соотношении 1:25 и 

перемешивали в течение 3 ч при 60 °С. В качестве экстрагента выступала 

дистиллированная вода (60 °С), содержащая 0,01 М СаСl2 [239]. СаСl2 был внесен 

для удаления альгината. Экстракт осаждали 5 % спиртом, последующую очистку 

производили в соответствии с работой А. М. Урванцева, И. Ю. Бакунина,                    

Н. Ю. Ким и др. [102]. Полученный препарат имел белый цвет с бежевым оттенком. 

 

2.1.2. Ультразвуковая обработка раствора фукоидана 

 

Образцы водного раствора фукоидана концентрацией 10 мг/мл подвергали 

ультразвуковой обработке, используя ультразвуковой процессор UIP1000hd 

(Hielscher Ultrasonics GmbH, Германия) с максимальной интенсивностью                 

250 Вт/см2 и частотой 20 кГц. Охлаждение осуществлялось с помощью ледяной 

бани. Для исследования изменения морфологии ультрастуктурированного 

фукоидана осуществляли варьирование амплитуды с величиной 20, 40, 80 % от 

рабочего цикла, что соответствует интенсивности 100, 133, 200 Вт/см2 

соответственно с периодами 1, 5, 10, 20, 40 мин (t) в условиях отсутствия и введения 

ПАВ. Температура отслеживалась с помощью термодатчика и не превышала 313 К. 

Энергия (E) рассчитывалась как произведение полезной мощности на время 

ультразвукового воздействия [240] (Таблица 2). 
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Таблица 2 – Изменение ультразвуковой энергии при варьировании полезной 

мощности и времени воздействия, Вт⋅ч 

Время, 

мин 

Интенсивность ультразвука, Вт/см2 

100 133 200 

1 1,67 2,22 0,14 

5 8,33 11,08 16,67 

10 16,67 22,17 33,33 

20 33,33 44,33 66,67 

40 66,67 88,67 133,33 

 

2.1.3. Способы функционализации фукоидана магнетитом 

 

Способ 1. К 10 мг/мл раствора фукоидана заданного объема при комнатной 

температуре и перемешивании прикапывали 1 мл 2 % суспензии Fe2O3. 

Полученный объем доводили до 10 мл и перемешивали на шейкере в течение 2 ч. 

Объём раствора полисахарида рассчитывали исходя из изменения соотношения 

магнетит:фукоидан 1:2,5 (ФМ25); 1:5 (ФМ50); 1:100 (ФМ100); 1:150 (ФМ150). 

Раствор фукоидана готовили используя полисахарид, подвергнутый 

высокоинтенсивному низкочастотному воздействию (20 кГц, 133 Вт/см2) в течение 

40 мин, в 0,1 М фосфатно-солевом буфере (рН 7,4). 2 % суспензию Fe2O3 готовили 

в соответствии с методом химического соосаждения ионов Fe2+ и Fe3+ в 

присутствии NH3·H2O при комнатной температуре [241]. 

Способ 2. К 50 мл 10 мг/мл исходного полисахарида при перемешивании 

вносили 5 мл 2 % водной суспензии магнетита. Полученную систему подвергали 

ультразвуковому воздействию в течение 40 мин (20 кГц, 133 Вт/см2) с 

формированием образца Ф-УЗ. 

Синтезированные композиты отделяли центрифугированием при 9 000 

об/мин в течение 5 мин и промывали трижды 10 мл 0,1 М ФСБ. Затем готовили 

раствор с конечной концентрацией нанокомпозита 10 мг/мл. Концентрацию 

несвязанного фукоидана оценивали в промывных водах спектрофотометрически с 
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применением метиленового синего. Количество магнетита в нанобиокомпозитах 

определяли гравиметрическим анализом. Выход нанобиокомпозита рассчитывали 

относительно массы исходных компонентов. 

 

2.1.4. Иммобилизация тромболитического агента 

 

0,05 г нанобиокомпозита (Ф25; Ф-УЗ) диспергировали в 5 мл 0,1 М ФСБ (рН 

7,4), содержащего 1 мг/мл ТАП, и смешивали на шейкере (ПЭ-6500) при 150 об/мин 

в течение 1 ч, с образованием образцов ФМА и ФМУз, после чего при 

необходимости вносили додецилсульфат натрия (ДСН) до конечной концентрации 

0,1 %, промывали 0,1 М ФСБ (рН 7,4) трижды.  

Связывание носителя и фермента с помощью ковалентного взаимодействия 

осуществлялось посредством глутарового альдегида по оптимизированной 

методике J. Hu с соавторами [213]. 0,05 г нанобиокомпозита (Ф50) диспергировали 

в 5 мл 0,1 М ФСБ, содержащего 0,5 % глутарового альдегида, и перемешивали в 

течение 30 мин при 30 °С, затем промывали 0,1 М ФСБ (рН 7,4) трижды. После 

этого вносили 5 мл 0,1 М ФСБ (рН 7,4) содержащего 1 мг/мл ТАП, и перемешивали 

при 4 °С в течение 12 ч, с образованием образца ФМГа. При необходимости 

вносили ДСН до конечной концентрации 0,1 %, промывали 0,1 М ФСБ (рН 7,4) 

трижды.  

Для всех образцов также варьировали концентрацию вносимого ТАП от 0,1 

до 1 мг/мл с измерением гидродинамического диаметра. 

 

2.2. Физико-химические методы исследования 

 

2.2.1. Оценка параметров и распределения частиц 

 

Диаметр частиц фукоидана после УЗ-обработки и сформированных 

нанобиокомпозитов оценивали методом динамического рассеивания света, 

методом сканирующей электронной микроскопии. 
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Измерение дзета-потенциала и гидродинамического диаметра 

осуществлялось с помощью Photocor Compact Z (ООО «Фотокор», Россия) при          

23 °С с применением программного обеспечения Dynals. Измерение проводили при 

23 °С под углом 20° и мощности излучения 10 мВ. При определении дзета-

потенциала был применен углеродный электрод и напряжение 10 В/см. 

Исследование ультраструктуры, изучение формы, степени агрегации и оценка 

размера созданных частиц были осуществлены с помощью сканирующего 

электронного микроскопа Scanning system Tescan Vega 3 (Чехия) с напряжением     

5 кэВ. Перед микроскопией образцы наносили на углеродный скотч, высушивали в 

вакуумном эксикаторе в течение 30 мин, после чего напыляли золото-платиновым 

покрытием с помощью настольной установки напыления SC7620 Mini Sputter 

Coater/Glow Discharge System. 

Определение вязкости осуществлялось по методике Wei с соавторами [56] в 

0,15 М водном растворе NaNO3 при 25 °С с использованием капиллярного 

вискозиметра. Приведенную вязкость рассчитывали по уравнению Хаггинса (1): 

 

                                                        
𝜂уд 

𝑐⁄ = [𝜂] + 𝑘′[𝜂]2𝑐.                                                (1) 

 

Расчет молекулярной массы осуществлялся из предположения, что 

мономерным звеном является остаток фукозы. 

 

2.2.2. Определение степени сульфатированности фукоидана 

 

Определение степени сульфатированности осуществляли как описано в 

работе A. N. O’Neill [242]. 

 К 0,2 мл образца полисахарида вносили 3,8 мл 3 % трихлоруксусной кислоты 

и 1 мл BaCl2-желатиновый раствор, приготовленный по методике H. Saito, T. 

Yamagata, S. Suzuki [243] с последующим измерением абсорбции при 360 нм [244]. 

Количественное содержание сульфогрупп определяли по калибровочному графику 

относительно Na2SO4 [245]. При использовании ПАВ в качестве раствора 
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сравнения был взят образец ПЭГ или ДСН после сонолиза при тех же условиях, что 

и образец полисахарида.  

 

2.2.3. Определение антиоксидантной активности фукоидана                    

до и после ультразвуковой обработки 

 

Хемилюминесценцию системы «образец полисахарида-Н2О2-люминол» 

определяли при 25 °С c помощью спектрофлуориметра Cary Eclipse (Agilent 

Technologies, США) с мощностью лампы накаливания 900 Вт. Измеряемым 

параметром выступала максимальная интенсивность хемилюминесценции.          Для 

снятия спектра флуоресценции использовали реакционную среду общим объёмом 

2 мл, включающую 1,5 мл рабочего раствора люминола, 0,25 мл образца фукоидана 

и 250 мл 10 мМ Н2О2. Рабочий раствор люминола готовили растворением 0,02 г 

люминола в 50 мл 0,05 М NaOH. Для построения калибровочной кривой 

использовали растворы Н2О2 с концентрацией 1·10–6, 1·10–5, 1·10–4, 1·10–3,               

1·10–2 моль/л. Спектры хемилюминесценции снимали в интервале 390–600 нм. 

Интенсивность хемилюминесценции определяли, как соотношение I/I0, где I – 

интенсивность хемилюминесценции в присутствии образца полисахарида, I0 – 

интенсивность хемилюминесценции холостой пробы. 

 

2.2.4. Коагулологический анализ плазмы крови человека                  

в присутствии фукоидана 

 

Все клоттинговые тесты проводились с использованием коагулометра ЭМКО 

(АПГ4-03-Пх). По окончании коагуляции измеренное время свертывания 

выражали в секундах. В качестве контроля было взято 50 мкл плазмы крови 

человека, содержащей 10 мкл 0,9 % NaCl. 

Определение протромбинового времени. 100 мкл тромбопластин-

кальциевой смеси прогревали в течение 30 мин при 37 °С, затем вносили 50 мкл 

плазмы крови человека, содержащей 10 мкл раствора образца полисахарида.  

http://phct.ru/agilent-technologies/
http://phct.ru/agilent-technologies/
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Определение активированного частичного тромбопластинового 

времени. К 50 мкл АЧТВ-реагента, являющегося водным раствором эллаговой 

кислоты комнатной температуры вносили 50 мкл плазмы крови человека, 

содержащей 10 мкл раствора образца полисахарида, затем к полученной системе 

прибавляли 50 мкл 0,025 М раствора СаСl2, прогретого при 37 °С в течение 30 мин. 

Определение тромбинового времени. В 50 мкл плазмы крови человека, 

содержащей 10 мкл раствора образца полисахарида, вносили 50 мкл тромбина. 

 

2.2.5. Определение содержания тромболитического агента  

 

Степень (СВ) и эффективность вовлечения (ЭВ) ТАП в нанокомпозиты 

определяли по отношению включенного фермента к количеству белка, 

используемого для подготовки (2), и к исходной массе частиц образцов (3) 

соответственно, где количество ТАП, содержащееся в нанобиокомпозите, 

устанавливали через измерение остаточного фермента в супернатанте и 

промывных водах после центрифугирования при 9 000 об/мин. Определение ТАП 

осуществляли спектрофотометрически окрашиванием по Бредфорду при 595 нм с 

использованием калибровочного графика по БСА. В качестве ТАП использовали 

коммерчески доступный препарат Actilyse® (Actilyse Cathflo, Boehringer Ingelheim, 

Германия). Спектрофотометрические измерения проводились с помощью 

спектрофотометра Cary 8454 UV-Vis Diode Array System (Agilent Technologies 

Bayan Lepas Free, Малайзия). 

 

СВ( %) =  
𝑚 (исходного ТАП) − 𝑚(несвязанного ТАП)

𝑚 (исходного ТАП)
· 100 %.       (2) 

ЭВ( %) =  
𝑚 (исходного ТАП) − 𝑚(несвязанного ТАП)

𝑚 (нанобиокомпозита)
· 100 %.       (3) 

 

Исследование количества иммобилизированного фермента на полученные 

носители, его целостность и отсутствие агломерации осуществлялось также 
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электрофоретически в полиакриламидном геле. Кассеты заполняли сначала 

разделяющим, затем концентрирующим гелем с концентрацией 8 и 10 % 

соответственно (Таблица 3), которые затем помещали в камеру, заполненную    

0,025 трис-0,192 М глициновым буфером (рН 8,3). Напряжение варьировали от 90 

до 120 В. Электрофорез проводили в течение 40 мин. 

 

Таблица 3 – Состав концентрирующего и разделяющего геля 

 

 

 

      Вид геля 

К
о

н
ц

ен
тр

ац
и

я
 

ге
л
я
, 
%

 
Состав 

40 % 

АА, 

мл 

2М 

Трис-

HCl рН 

6,8/8,8, 

мл 

20 % 

ДСН, 

мл 

10 % 

ПСА, 

мкл 

ТEMEД, 

мкл 

Н2О 

Концентрирующий 10  2,46 1,88 0,06 100 10 5,46 

Разделяющий 8  2 1,88 0,06 100 10 5,96 

 

Пробы готовили в соответствии с работой  E. Maltas, M. Ozmen, H. C. Vural  

и др. [246]. 1 мл образца нанобиокомпозита, содержащего 58 ед/мг ТАП, кипятили 

в течение 3–5 мин с 3·SDS-Sample буфером. 3·SDS-Sample буфер состоял из 1,5 мл 

1 М Трис-HCl (pH 6,8), 0,6 г ДСН, 3,45 г глицерина (87 %), 0,3 мл β-меркаптоэтанола 

и 4 мл 10 % бромофенолового синего. В качестве контроля выступал раствор ТАП с 

концентрацией 0,1 мг/мл. Полученные гели окрашивали Кумасси G-250. 

Изображение фиксировали с помощью системы гель-документирования ChemiDoc 

Imaging System. 

 

2.2.6. Определение магнитных свойств нанобиокомпозитов 

 

Магнитные свойства полученных нанобиокомпозитов измеряли с помощью 

вибрационного магнитометра Lake Shore Cryotronics VSM 7410-S (LakeShore 

Cryotronic, США). 
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100 мкл водной дисперсии МНЧ и нанобиокомпозитов ФМА, ФМГа, ФМУз 

помещали в поликарбонатную капсулу и измеряли намагниченность в 

приложенных полях в диапазоне от 0 до 6000 кА/м при комнатной температуре. 

  

2.2.7. Определение каталитических свойств иммобилизированного ТАП 

 

Определение амидолитической активности. Амидолитическую 

активность ТАП определяли спектрофотометрически с применением хромогенного 

субстрата в стандартизированной плазме крови человека [234]. 

Свежеприготовленные золи образцов нанобиокомпозитов (0,5 мл) с конечной 

концентрацией ТАП 58 ед/мг смешивали с 0,5 мл плазмы крови человека и 

инкубировали в течение 10 мин при 37 °С. После этого вносили 0,5 мл 

хромогенного субстрата и выдерживали 120 с. Затем добавляли 0,5 мл 30 % 

уксусной кислоты и вновь инкубировали в течение 5–10 мин. Измерение 

поглощения проводили в кювете с величиной оптического пути 1 см с помощью 

спектрофотометра Cary 8454 UV-Vis Diode Array System (Agilent Technologies 

Bayan Lepas Free, Малайзия) относительно физиологического раствора 0,15 М 

NаСl. Используемая длина волны – 405 нм. В качестве рабочего раствора выступал 

0,5 мл 0,05 М Трис-HCl буфером (рН 7,4) с внесенным 0,5 мл раствором 0,1 мг/мл 

ТАП, который предварительно разводили в соотношении 1:0,5; 1:2; 1:2,5; 1:4, 1:5. 

В качестве контроля выступали образцы золей нанобиокомпозитов, не содержащие 

ТАП. 

Кинетику реакции регистрировали путем измерения поглощения раствора 

без остановки реакции. Для этого свежеприготовленные золи образцов 

нанобиокомпозитов (0,5 мл) с конечной концентрацией ТАП 0,1 мг/мл и 

контрольный раствор смешивали с 0,5 мл плазмы крови человека, инкубировали в 

течение 10 мин при 37 °С, после чего вносили 0,5 мл хромогенного субстрата и 

измеряли поглощение в течение 1 ч с диапазоном в 30 с. Из полученных значений 

величин оптической плотности образцов нанобиокомпозитов вычитали величину 

оптической плотности контрольного образца. 
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Определение фибринолитической активности. Модельные системы 

фибриновых сгустков готовили с применением раствора тромбина 50 ед/мл в 

физиологическом (0,9 %) растворе NaCl и стандартной плазмы, в качестве которой 

была использована плазма крови человека с концентрацией плазминогена               

102 мг/мл, фибриногена 2,8 мг/мл. Для приготовления модельных фибриновых 

сгустков на предметном стекле смешивали 0,5 мл стандартной плазмы и 0,5 мл 

раствора тромбина при 37 °С, оставляли на 5 мин для формирования сгустка. После 

этого плазменный сгусток промывали 0,1 М ФСБ (рН 7,4), помещали на чистое 

предметное стекло и вносили 100 мкл золя полученных нанокомпозитов с конечной 

концентрацией ТАП 58 ед/мг (в качестве контроля был использован 0,1 мг/мл 

раствор ТАП в 0,1 М ФСБ (рН 7,4)). Морфологические изменения сгустка 

наблюдали с помощью оптической микроскопии с отслеживанием и 

фотофиксированием состояния через каждые 10 мин. 

Исследование фибринолитической активности иммобилизированного ТАП в 

плазме крови осуществляли фиксированием плазменных сгустков в агарозном геле. 

Фибринсодержащие агарозные гели готовили путем смешивания 1 % раствора 

легкоплавкой агарозы в 0,1 М Трис-HCl буфере (рН 7,4) и 5 ед/мг раствора 

тромбина, полученного разбавлением 50 ед/мг тем же буфером (0,1 М Трис-HCl). 

Полученную систему перемешивали и инкубировали в течение 10 мин при 37 °С. 

Затем вносили стандартную плазму человека с концентрацией фибриногена            

2,8 мг/мл, быстро перемешивали (в течение 30 с) и разливали по криовиальным 

пробиркам в равных объемах. После этого пробирки вновь инкубировали в течение 

2 ч при 37 °С. В полученные фибрин-агарозные гели вносили 30 мкл образцов золей 

композитов с концентрацией ТАП 58 ед/мг, 30 мкл 0,1 мг/мл ТАП в качестве 

положительного контроля, 30 мкл 0,1 М Трис-HCl буфера в качестве 

отрицательного контроля. Системы, содержащие образцы золей нанокомпозитов, 

делали в двух параллельных измерениях в условиях наличия магнитного поля и его 

отсутствия. Пробирки укупоривали и оставляли на 8 ч при 37 °С. В результате 

оценивали высоту агарозного геля, не содержащего фибриновые сгустки. 

Измерения проводились трижды. 
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2.2.8. Оценка высвобождения тромболитического агента 

 

ТАП-содержащие нанокомпозиты ФМА, ФМГа, ФМУз диспергировали в       

1 мл 0,1 М ФСБ (рН 7,4) до конечной концентрации ТАП 1 мг/мл, перемешивали 

при 37 °С на шейкере (ПЭ-6500) при 400 об/мин. Пробы объёмом 0,1 мл отбирались 

через заданные промежутки времени после магнитного осаждения с последующим 

ресуспендированием и добавлением свежего буфера. Супернатант анализировали 

на содержание белка окрашиванием по методу Бредфорда при 595 нм по 

калибровочному графику по БСА.  

 

2.2.9. Определение цитотоксичности с помощью МТТ-анализа 

 

 Для оценки цитотоксичности полученных нанобиокомпозитов в качестве 

клеток-мишеней были выбраны клетки опухолевых линий рака шейки матки 

человека HeLa (Biolot, Санкт-Петербург, Россия). Их культивировали в среде 

DMEM с низким содержанием глюкозы (1 г/л) с добавлением 10 % 

инактивированной фетальной бычьей сыворотки (Gibco), 50 мкг/мл гентамицина 

(Biolot) в СО2-инкубаторе при 37 °C, 5 % CO2.  

Клетки в логарифмической фазе роста высевали в 96-луночные планшеты. 

Вносили образцы нанобиокомпозитов, ресуспендированных в культуральной 

среде, с конечной концентрацией 1,531; 3,063; 6,125; 12,25; 24,5 μг/мл, где объем 

добавленных золей не превышал 10 % культуральной среды в лунках, и 

инкубировали в течение 72 ч. 

После 3 суток среду с частицами удаляли и в каждую лунку вносили 180 мкл 

свежей ростовой среды и 20 мкл раствора 5 мг/мл МТТ (3-(4,5-диметилтиазол-2-

ил)-2,5-дифенилтетразолия) в ФСБ (рН 7,4). После инкубации в течение 2 ч              

при 37 °С в СО2 ростовую среду удаляли и вносили 200 мкл ДМСО для растворения 

гранул формазана. Измерение оптической плотности осуществляли при длине 

волны 570 нм с помощью микропланшетного фотометра Infinite 50 (Tecan, 

Австрия). По изменению оптической плотности оценивали цитотоксичность 
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композитов, где жизнеспособность клеток определяли, как процент отношения 

оптической плотности в лунках к оптической плотности необработанных клеток. 

Все измерения проводили трижды. 
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3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 

3.1. Подбор оптимальных условий контролируемой ультразвуковой 

деградации фукоидана 

 

Использование фукоидана в системах доставки сводится к созданию 

покрытий или функционализации поверхности темплатов различной природы, а 

также формированию таргетных систем в комбинации с другими полимерами как 

природного, так и синтетического происхождения. В литературе имеются данные 

о применение фукоидана в качестве «вектора» тромболитического агента, однако 

в этом случае требуется многостадийная химическая модификация фукоидана с 

введением в структуру полисахарида аминогрупп [86]. Создание объектов на 

основе фукоидана наноразмерного уровня с формой, приближенной к сферической, 

применимого в качестве носителя ЛВ, явилось нашей первой задачей, для решения 

которой предполагалось использовать подход «сверху-вниз». Была предложена 

деполимеризация фукоидана меньшей молекулярной массы из 

высокомолекулярного полисахарида, где способом получения оптимального 

размера частиц является применение ультразвуковой энергии. Известно, что 

сонолиз используется для получения низкомолекулярных полимеров, в частности 

природного происхождения. Так, ультразвуковая деградация изучена для таких 

водорастворимых полимеров, как хитозан [247], пектин [248,249], декстран 

[142,250], агароза [251], целлюлоза[252], фукоидан, выделенный из морского 

огурца [145], однако большая часть этих работ направлена на изучение 

реологических свойств полученных систем [253] и молекулярно-массовое 

распределение [138]. 

В ходе работы предполагалось исследование влияния высокоинтенсивного 

низкочастотного ультразвукового воздействия на ультраструктуру и 

биологическую активность фукоидана, выделенного из бурых водорослей. Для 

оценки эффекта сонолиза во времени высокомолекулярный фукоидан был 

диспергирован в концентрации 10 мг/мл в деионизированной воде и подвергнут 
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ультразвуковому воздействию в течение 1, 5, 10, 20 и 40 мин при варьировании 

ультразвуковой мощности.  

На следующем этапе работы ультразвуковая деградация осуществлялась при 

внесении ионогенных (ДСН) и неионогенных (ПЭГ) поверхностно-активных 

веществ. При этом для каждого образца производилось исследование размера, 

дзета-потенциала, степени сульфатированности, антиоксидантной и 

антикоагулянтной активности продуктов сонолиза.  

 

3.1.1. Анализ ультраструктуры и гидродинамические параметры 

образцов фукоидана 

 

Модификация ультраструктуры полисахарида после ультразвукового 

воздействия может лежать в основе изменения его физико-химических свойств. 

Поэтому для определения механизма данных изменений важно изучить 

трансформацию ультраструктуры полисахарида при ультразвуковой обработке в 

условиях варьирования мощности воздействия. СЭМ-изображения и ДРС 

позволяют получить информацию о форме частиц, их размере и распределении. 

В ходе работы был использован фукоидан, выделенный из Fucus vesiculosus, 

по методике, описанной в работе А. М. Урванцева, И. Ю. Бакунина, Н. Ю. Ким         

и др. [102]. Сонохимическая обработка осуществлялась при частоте 20 кГц с 

варьированием амплитуды с величиной 20, 40, 80 % от рабочего цикла, что 

соответствовало интенсивности 100, 133, 200 Вт/см2 (рисунок 10 А, Б). Масса 

фукоидана после ультразвуковой обработки без осуществления фильтрации 

составила 47,5±0,84, 32,6±1,32, 11,4±0,68 % соответственно. 

 Определено бимодальное распределение частиц, включающее 

недеполимеризованный фукоидан, а также частицы, подверженные 

ультразвуковой деструкции. Поэтому для анализа более низкомолекулярной 

фракции методом ДРС осуществлялась фильтрация пробы через фильтр с 

диаметром пор 500 нм. 
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Анализ СЭМ-изображений может дать более полную картину изменений 

полисахарида после ультразвукового воздействия. Исходный 

высокомолекулярный фукоидан имеет организованную структуру с полигональной 

формой частиц (Рисунок 10 В). 

 

Рисунок 10 – Схема получения образцов (А) и изображение применямой 

ультразвуковой установки (Б);  

СЭМ-изображение раствора исходного фукоидана (В) 

 

Схожее строение выявлено для низкомолекулярного фукоидана, помимо 

него он может иметь форму сферолитов и одиночных линейных цепей [53,55]. 

Структуры исходного биополимера и подверженного ультразвуковому 

воздействию различны по размеру, однако полигональная форма частиц, близкая 

к сферолитам, сохраняется при варьировании мощности воздействия (Рисунок 11 

А). 
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По предположению R. L. Andrade с соавторами именно кристаллическая 

форма является одной из причин существенных различий в биологической 

активности фукоиданов и сульфатированных фуканов, имеющих схожую 

химическую структуру цепей [2].  

 

Рисунок 11 – Распределение частиц фукоидана после УЗ-обработки: 

А) – СЭМ-изображения фукоидана после УЗ-обработки в течение 40 мин (20 кГц)                          

при варьировании мощности воздействия; 

 Б), В) – гидродинамический диаметр частиц деполимеризованного фукоидана 

после УЗ-обработки в течение 40 мин (20 кГц) 

при варьировании мощности воздействия 

 

По данным СЭМ, первоначальный размер частиц полисахарида достигал 

8,21±3,17 μм (10,4±2,7 µм – по данным ДРС), однако по мере роста интенсивности 
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ультразвукового воздействия наблюдается увеличение доли частиц значительно 

меньшего диаметра (Рисунок 11 Б, В). При амплитуде в 20 % размер частиц 

варьируется от 395,7±69,4 до 1702,3±166,6 нм, при 40 % – от 73,6±14,5 до 423±58 

нм (крупные конгломераты частиц в расчете не были учтены),            при 80 % – от 

38,4±5,4 до 119,6±17 нм. Интересно, что после обработки ультразвуком 

интенсивностью 100 и 133 Вт/см2 наблюдаются конгломератные структуры, 

которые могут быть связаны со сшиванием деградированного полисахарида под 

действием высокоинтенсивного низкочастотного ультразвука [249]. Процессом 

сшивания также объясняется нелинейный характер изменения размера частиц в 

процессе УЗ-обработки (Рисунок 12 в). 

В результате сонолиза наблюдается значительное уменьшение размера 

молекул фукоидана начиная с первой минуты воздействия по сравнению с 

нативным полисахаридом, подтвержденное методом лазерной корреляционной 

спектроскопии. Первичное разрушение частиц полисахарида облегчает доступ 

растворителя к частям макромолекул и приводит к увеличению площади 

ультразвукового воздействия. Средний гидродинамический диаметр молекул 

фукоидана был рассчитан с помощью уравнения Эйнштейна – Стокса. При 80 % 

рабочем цикле ультразвука он составил 85,9±33 нм, в то время как при 20 % 

рабочем цикле 113,5±69,9 нм (Рисунок 12 в), т. е. при четырехкратном увеличении 

рабочего цикла размер молекул уменьшился в 1,3 раза, что может быть связано с 

достаточным временем для образования кавитаций. При 40 % рабочем цикле 

средний размер частиц составил 101,5±41,3 нм. Причем дальнейшее повышение 

времени ультразвукового воздействия (до 80 мин) не привело к существенному 

изменению размера. Измерения, полученные с помощью ДРС, показали 

логарифмически нормальное распределение частиц c ростом доли более 

низкомолекулярных компонентов в условиях повышения мощности 

ультразвукового воздействия для всех образцов (см. Рисунок 10 Б, В). Таким 

образом, увеличение мощности ультразвукового воздействия имело 

положительную корреляцию с размером частиц низкомолекулярного фукоидана, т. 

е. с увеличением мощности наблюдается уменьшение размера частиц.  
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Рисунок 12 – Кривые изменения гидродинамического диаметра и дзета-

потенциала при варьировании интенсивности ультразвукового воздействия 

 

Кривые изменения дзета-потенциала показали аналогичные зависимости для 

всех интенсивностей воздействия, однако при интенсивности 100, 133 Вт/см2 

обладали более сглаженным видом (Рисунок 12 а, б). Нелинейный характер 

изменения дзета-потенциала может быть связан с в том числе двумя поочередными 

процессами: а) частичной потерей функциональных групп (например, 

десульфатацией полисахарида при ультразвуковом воздействии, ox-red процесса и 

т. д.); б) увеличением количества доступных сульфогрупп вследствие 

деполимеризации фукоидана. 
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Кривые изменения размера при интенсивности 133 и 200 Вт/см2 имели 

схожий вид (Рисунок 12 в, г), а именно положение пиков и форму кривой. Причем 

это изменение в течение времени имеет нелинейный осцилляционный характер для 

всех образцов. Повышение размера частиц на 5 и 20 мин для 20 % рабочего цикла 

и на 10 мин для 40 и 80 % рабочего цикла может свидетельствовать о 

несистематичности деполимеризации цепи полисахарида, характерной для 

радикальной атаки. Однако в работе S. Koda с соавторами отмечается, что такое 

явление наблюдается лишь при ультразвуковой обработке полимеров с частотой 

выше 500 кГц, имеющей большую эффективность [254]. В то же время в работе G. 

Portenlänger и H. Heusinger [142] и P. Pirkonen с соавторами [255] более высокая 

эффективность сонолиза отмечается и при низкочастотном воздействии в 35 и 23 

кГц соответственно. Эти различия связаны с варьированием рабочей мощности 

ультразвука (в работе S. Koda она имеет постоянное значение в 20 Вт, а в работе G. 

Portenlänger и H. Heusinger возрастала до 500 Вт), в данном исследовании мощность 

ультразвука также не была постоянной, а максимально могла повыситься до           

500 Вт. Поэтому допустимо преобладание радикальных механизмов 

деполяризации фукоидана в водном растворе, возможно, связанных в том числе с 

образованием молекул Н2О2. 

С другой стороны, изменение размера может зависеть от интенсивности 

кавитации. В ходе сонолиза в жидкости формируются полости – кавитационные 

пузыри, содержащие растворенные газы, вещества с высокой упругостью пара и 

пары воды, которые в таких полостях под действием тепловой или электрической 

активации подвергаются кавитационному расщеплению.  

Под действием звукового поля кавитационные пузыри испытывают циклы 

высокого и низкого давления, что приводит к их осцилляции. При низкочастотном 

воздействии в отличие от высокочастотного (более 350 кГц) наблюдается 

инерционная кавитация, где кавитационные пузырьки проходят меньшее 

количество осцилляций, однако увеличиваются до большего размера, в результате  

их коллапса наблюдается усиление механического эффекта и увеличение 

производства свободных радикалов [256]. 
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Деградация при сонохимической обработке обусловлена механическим, 

термическим и радикальным воздействием акустической кавитации. Причем для 

полимеров именно механический эффект выходит на первый план и увеличивается 

с ростом полимерной цепи [142]. Коллапс кавитационных пузырьков создает 

ударную волну, достаточную для разрушения слабых химических связей и 

повышения до высоких скоростей частиц жидких систем, которые в результате 

столкновений могут изменять морфологию и реакционную способность [139]. 

Поэтому нелинейный характер изменения размера частиц может быть обусловлен 

осцилляцией кавитационных пузырьков, ударная волна которых при схлопывании 

приводит к изменениям микроструктуры и морфологии частиц, т. е. кавитация 

может способствовать как уменьшению размера частиц, так и их росту [257]. 

Однако такой подход оставляет открытым вопрос о несоответствии времени 

осцилляции кавитационных пузырьков и частоты колебания размера частиц [257]. 

Характеристическая вязкость отражает гидродинамический объём, 

занимаемый макромолекулами полимера в растворе [258]. Однако в 

дистиллированной воде макромолекулы кислотного полисахарида 

полиэлектролитно набухают, в результате электростатического эффекта 

отталкиваются друг от друга, и, как следствие, при разведении пониженная 

вязкость непрерывно растет [56]. Для устранения этой проблемы измерение 

вязкости осуществляется в присутствии низкомолекулярных электролитов – солей 

[259].  

Для всех образцов наблюдается нормальная линейная зависимость. 

Константа Хаггинса (k') рассчитывали по формуле (1). Средневесовая 

молекулярная масса обработанного фукоидана, рассматривается в первом 

приближении (Таблица 4). 
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Таблица 4 – Экспериментальные показатели средневесовой молекулярной 

массы деполимеризованного фукоидана 

Мощность УЗ, 

Вт/см2 

η (уд), мл/г k' Mw×10–4 , 

г/моль 

Степень 

полимеризации 

100 1,72 0,43 3,31 202,05 

133 1,43 0,72 2,6 158,72 

200 1,11 0,42 1,88 114,42 

  

Низкие показатели значения константы Хаггинса (<2) могут говорить об 

игольчатой форме полученных структур. Также подтверждается снижение 

молекулярной массы с ростом интенсивности ультразвукового воздействия. 

 

Гидродинамические параметры фукоидана после УЗ-обработки                          

в условиях введения ПАВ 

 

ПАВ позволяют увеличить растворимость полисахаридов в воде [260], 

поэтому их введение позволит увеличить степень смачиваемости частиц и 

эффективность ультразвука. Кроме того, ПАВ могут привести к стабилизации, 

образующейся в ходе сонолиза Н2О2, что позволит снизить влияние радикального 

эффекта ультразвукового воздействия. 

В работе использовалось неионогенное и ионогенное ПАВ (ПЭГ-400 и ДСН) 

при постоянной интенсивности ультразвукового воздействия в 133 Вт/см2. 

Введение ПАВ при сохранении условий ультразвуковой обработки привело 

к постепенному снижению гидродинамического диаметра с увеличением времени 

ультразвуковой обработки по экспоненциальной зависимости, характерного для 

механического эффекта сонолиза (Рисунок 13).  



63 
 

 

Рисунок 13 – Зависимость размера частиц фукоидана от времени 

воздействия (а, б) и их распределение в условиях сонолиза в течение 40 мин     

(133 Вт/см2 с амплитудой 40 %) в присутствии ионогенного (А) и неионогенного 

(Б) ПАВ 

 

После первой минуты обработки размер частиц в условиях введения ПАВ 

сократился значительно меньше (до 6,5±0,4 мкм для ПЭГ и до 5,8±0,3 мкм для 

ДСН) (Рисунок 13 а, б), чем при тех же условиях, но без внесения ПАВ                        

(до 135,1±45 нм), падение значения дзета-потенциала также может быть 

обусловлено частичной десульфатацией полисахарида после первой минуты 

ультразвукового воздействия (Рисунок 14).  
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Рисунок 14 – Изменение электрохимического потенциала частиц фукоидана 

в результате сонолиза в присутствии ПАВ 

  

При этом с увеличением времени воздействия эффективность ультразвука 

снижается, что может быть связано с образованием фрагментов с низкой 

молекулярной массой, являющихся более жесткими и требующих больших затрат 

энергии на их дальнейшую деполимеризацию. Эффективность воздействия 

максимальна в течение первых 10 мин, в то время как последующая обработка не 

привела к значительным изменениям гидродинамического диаметра молекул 

биополимера. Размер частиц после 40 мин обработки в присутствии ПАВ составил 

123,6±36,5 и 83,1±25,4 нм.  

Это может свидетельствовать о малой роли радикальных механизмов с 

преобладанием механических факторов сонолиза. Данное положение согласуется с 

результатами работы А. Henglein, где показано что присутствие ПАВ в водном 

растворе приводит к уменьшению первичных радикалов за счет их связывания 

молекулами ПАВ [261,262].  

Введение ПАВ препятствует силе Бьеркнеса, приводя к электростатической 

репульсии кавитационных пузырьков [263] при применении ионогенных ПАВ за 

счет адсорбции молекул ПАВ на их поверхности либо за счет увеличения 

поверхностного натяжения кавитационный пузырь – жидкость, а при применении 

неионогенных ПАВ предотвращается их коалесценция, в результате 
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осуществляется более равномерное распределение пузырьков по размеру и 

усиливается акустическая энергия, а следовательно, и эффективность ультразвука. 

Отсутствие коалесценции замедляет рост кавитационных пузырьков, 

увеличивается срок их жизни, и большинство радикалов, образуемых в пределах 

активного пузырька и конденсированных на внутренней поверхности [264], 

рекомбинируют либо лишь частично диффундируют. Это приводит к меньшему 

количеству химических превращений за счет снижения активных радикалов по 

сравнению с условиями более быстрого роста и коллапса кавитационных пузырей, 

а также уменьшения силы ударной волны и вероятности роста частиц жидкой 

среды. Все сказанное приводит к предположению о преобладании механического 

эффекта кавитации при сонолизе фукоидана в условиях введения ПАВ. 

Таким образом, к ингибированию деградации фукоидана, а также снижению 

эффективности ультразвукового воздействия в условиях введения анионогенных 

(ДСН) и неионогенных (ПЭГ) ПАВ на первых минутах сонолиза, приводит, во-

первых, конкурентная адсорбция ионогенных ПАВ на поверхности раздела 

кавитационный пузырь – жидкость, во-вторых, энергия, генерируемая 

ультразвуковой установкой, расходуется не только на деструкцию полисахарида, 

но и на деструкцию молекул ПАВ [265].  

С другой стороны, возможна стабилизация образуемой в процессе сонолиза 

перекиси водорода с помощью ПАВ через смещение равновесия                 

ассоциированная/диссоциированная форма Н2О2 в сторону последней, что ведет к 

взаимодействию пероксида водорода с макромолекулами с образованием 

комплексов «ПАВ – Н2О2» [266] и способствует превалированию механического 

эффекта при сонолизе полисахарида. 

Таким образом, из рассмотренного следует, что деполимеризация фукоидана 

в результате сонолиза в водной среде возможна в результате преобладания 

радикального эффекта ультразвукового воздействия, присутствие же ПАВ 

приводит к преобладанию механического эффекта. 
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3.1.2. Изменение степени сульфатированности фукоидана                     

при сонохимической обработке 

 

Задачей следующего этапа работы было определение влияния изменения 

параметров акустических условий на степень сульфатированности фукоидана. 

Степень сульфатированности является важной характеристикой в том числе 

биологической активности, например одним из основных факторов 

антикоагулянтного, антипролиферативного действия фукоидана [111].  

Содержание сульфогрупп в макромолекуле фукоидана зависит от ряда 

факторов, в том числе от вида водоросли, из которой происходит добыча 

полисахарида. Так, например, для Sargassum muticum максимальное содержание 

составляет 39,54±0,001 мг сульфат-иона/г извлечения [111], Fucus vesiculosus – 

44,1±0,16 г сульфат-иона/100 г сухого сырья [267], Padina gymnospora – 

27,57±0,18 г сульфат-иона/100 г сухого сырья [267]. 

Для всех интенсивностей сонохимической обработки наблюдается 

периодический характер зависимости степени сульфатированности от времени 

воздействия, схожий с изменением размера во времени. Так, при варьировании 

интенсивности ультразвукового воздействия и вида ПАВ во всех случаях после 

первой минуты обработки наблюдается снижение степени сульфатированности 

(Рисунок 15), о чем свидетельствует также и повышение электрокинетического 

потенциала. Такое снижение степени сульфатированности может быть 

обусловлено протекаемыми окислительно-восстановительными процессами в 

результате влияния УЗ. С 1-й по 5-ю мин обработки (а также на 20-ю мин при 

обработке без применения ПАВ) могут быть выражены в большей степени 

процессы восстановления сульфогрупп, причем молекулы ПАВ способствуют их 

протеканию, а с 10-й по 40-ю – окисления продуктов, выраженные в разной 

степени. Поэтому при длительном ультразвуковом воздействии наблюдается 

увеличение количества сульфогрупп (по сравнению с 1-й мин обработки), что 

согласуется с результатами, полученными в работе X. Guo, X. Yе, Y. Sun с 

соавторами [145]. Степень сульфатированности после 40 мин обработки при 40 и 
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80 % рабочей мощности без присутствия ПАВ упала на 3,63 и 3,12 % 

соответственно по сравнению с исходным полисахаридом. Исключение 

составляет обработка полисахарида при 100 Вт/см2 (Рисунок 15 а), где 

наименьшая степень сульфатированности наблюдается после 40 мин                       

УЗ-обработки (степень сульфатированности снизилась на 12,09 %), что может 

быть связано с недостаточной приложенной энергией для red-ox процесса.          

При введении ПАВ степень сульфатированности снизилась на 9,61 % в 

присутствии ДСН и на 12,32 % в присутствии ПЭГ. 

 

 

Рисунок 15 – Изменение степени сульфатированности: 

 (а) – при варьировании интенсивности (I) ультразвукового воздействия;  

(б) – в условиях введения поверхностно-активных веществ (ДСН, ПЭГ)     

без изменения интенсивности сонохимической обработки  

 

На начальных этапах ультразвукового воздействия осуществляется 

деградация молекул большей молекулярной массы, причем предполагается, что 

разрыв полимерных цепей в результате сонолиза не носит рандомный характер, а 

осуществляется в середине молекулы [142], и разрушение начинается со слабых 

связей, таких как Ван-дер-Ваальсовые. Известно, что наиболее чувствительны к 

сдвиговой силе ударной волны гликозидные связи (1) и водородные (2) [268],              
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в нашей работе показана также некоторая чувствительность и сульфогрупп (3) 

(Рисунок 16).  

 

Рисунок 16 – Вероятный механизм сонолиза фукоидана в водной среде: 

(1) – гликозидные связи; (2) – водородные связи; (3) – сульфогруппы 

 

3.1.3. Влияние высокоинтенсивного низкочастотного ультразвукового 

воздействия на биологическую активность фукоидана 

 

Изменение антиоксидантной активности фукоидана 

 

Варьирование степени сульфатированности, молекулярной массы влияет на 

антиоксидантную активность сульфатированных полисахаридов, которые 

являются наиболее важными параметрами для данной активности [116,269]. Связь 

между размером макромолекул фукоидана и антиоксидантной активностью может 

не иметь линейного характера вследствие пространственной структуры 

полисахарида, влияющей на положение активных групп [270,271].  

При рассмотрении антиоксидантной активности необходимо отметить, что 

фукоидан оказывает ингибирующее действие на образование гидроксильных 

радикалов и супероксидных радикалов [38,267], его можно отнести к классу 
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первичных антиоксидантов за счет высокой молекулярной массы и наличия 

подвижного атома водорода, что позволяет выступать в качестве внешнего            

«Н-donors» на стадии отрыва водорода перекисным радикалом. Присутствие 

электроноакцепторной сульфатной группы изменяет полярность соединения              

и приводит к активированию водорода аномерного атома углерода, что позволяет 

усилить антиоксидантную активность [59,272].  

Одним из способов определения антиоксидантной емкости является 

хемилюминесцентный метод с измерением степени тушения хемилюминесценции 

(TAR-метод), где в качестве активатора хемилюминесценции выступает люминол 

[273]. 

С повышением времени ультразвуковой обработки интенсивность свечения 

падала для всех образцов фукоидана. Однако максимальное падение наблюдалось 

только для образца, полученного после 40 мин ультразвукового воздействия с 

интенсивностью 100 Вт/см2, что указывает на бóльшую его антиоксидантную 

активность. Кроме того, наблюдается уменьшение антиоксидантной активности с 

повышением интенсивности ультразвука (Рисунок 17), а также относительно 

нативного фукоидана (интенсивность хемилюминесценции для природного 

фукоидана составила I/I0 = 0,79±0,026). 
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Рисунок 17 – Влияние времени сонохимической обработки фукоидана         

на интенсивность хемилюминесценции системы «полисахарид-Н2О2-люминол»    

(* по результату 5 измерений) 

 

 Такое снижение может быть обусловлено процессами, связанными со 

снижением степени сульфатированности полисахарида. Повышение же 

антиоксидантной активности может быть связано с увеличением количества 

восстанавливающих сахаров на единицу объёма при той же концентрации 

вследствие снижения молекулярной массы фукоидана, а также указывает на 

возможность присутствия механического эффекта сонолиза фукоидана в 

деионизированной воде. Данные результаты подтверждают положение о большей 

антиоксидантной активности низкомолекулярных фукоиданов [125].  
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Влияние УЗ-обработанного фукоидана на коагуляционную активность 

плазмы крови человека 

 

Для определения антикоагулянтной активности обработанного фукоидана 

были использованы следующие клоттинговые тесты: определение 

протромбинового времени (ПВ), активированного частичного тромбопластинового 

времени (АЧТВ) и тромбинового времени (ТВ). Тест ПВ позволил оценить влияние 

образцов фукоидана на внешний путь свертывания крови, тест АЧТВ – на 

внутренний, а тест ТВ выявил воздействие фукоиданов на скорость образования 

фибрина из фибриногена. В ходе работы был использован раствор 0,1 мг/мл 

исходного фукоидана  (1А), и обработанного при варьировании интенсивности УЗ-

обработки: при интенсивности ультразвука 100 Вт/см2 (2А), 133 Вт/см2 (2В),          

200 Вт/см2 (2С); обработанного при постоянной интенсивности (100 Вт/см2), но 

варьировании ПАВ: при использовании ионогенного (2В´) и неионогенного        

ПАВ (2В ˝). 

При ультразвуковой обработке наблюдается потеря активности 

полисахарида в тестах ТВ, АЧТВ по сравнению с нативным фукоиданом. АЧТВ-

тест показал, что антикоагулянтная активность возрастает с увеличением 

интенсивности ультразвукового воздействия. Более высокая активность при этом 

отмечена для образца 2С, который удлинил время коагуляции в 1,18 раза по 

сравнению с отрицательным контролем. Антикоагулянтная активность в тесте ТВ 

была снижена для 2А на 4,12, 2В – на 8,25 % относительно активности образца 

исходного фукоидана (Таблица 5). Наблюдаемое снижение активности для 2А и 

2В, т. е. при снижении размера, а соответственно молекулярной массы,  

подтверждается в работе E. Lahrsen, A.-K. Schoenfeld, S. Alban [117]. 
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Таблица 5 – Антикоагулянтная активность фукоидана в зависимости           

от интенсивности ультразвукового воздействия и присутствия ПАВ 

 

Образец Условия 

получения 

(I Вт/см2; ПАВ) 

ПВ, с TВ, с АЧТВ, с 

1А – 22,2±1,02 16,49±0,29 51,9±1,71 

2А 100 28,7±0,98 15,81±0,49 45,7±1,51 

2В 133 32,8±1,44 15,13±0,53 44,5±1,47 

2С 200 33,4±1,49 20,15±0,34 52,8±1,78 

2В´ 133; ДСН 50,6±1,73 20,63±0,98 51,1±1,69 

2В ˝ 133; ПЭГ 53,2±1,77 23,12±0,54 52,4±1,73 

0,9 % NaCl – 19,3±0,82 8,40±0,14 28,8±0,95 

10 мг/мл 

гепарина 
– 37,6±0,95 <300 276,6±9,15 

 

 Время формирования тромба в ТВ-тесте увеличивается для образцов в 

порядке 2В>2А>2С>2В´>2В˝. Активность полисахарида после обработки 

ультразвуком с величиной амплитуды 20, 40, 80 % от рабочего цикла, падает в 

связи с понижением степени сульфатированности, что согласуется с результатами,  

полученными J.Wang c соавторами [59]. Однако при интенсивности ультразвука 

200 Вт/см2 наблюдается увеличение, что может быть связано с понижением 

размера и соответственно молекулярной массы полисахарида с ростом 

соотношения общего количества сахаров к количеству сульфатных групп. Все 

образцы показали способность продлевать время свертывания плазмы человека        

in vitro. 

Более высокие показатели антикоагулянтной активности для полисахаридов, 

полученных в результате УЗ-обработки в присутствии ПАВ, могут быть связаны, с 
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одной стороны, с увеличением отрицательного заряда поверхности 

полисахаридных частиц, что, в свою очередь, приводит к снижению 

функциональной эффективности ферментных комплексов факторов свертывания 

крови, а с другой – с увеличением кинетической гибкости цепи полисахарида. 

В целом, все образцы показали высокую антикоагулянтную активность с 

использованием нормальной плазмы человека, однако значительно меньшую по 

сравнению с гепарином, как и в работе K. Matsubara, Y. Matsuura, A. Bacic                      

и др. [274]. Из литературных данных известно, что фукоидан способен 

ингибировать как внутренние, так и внешние пути свертывания крови [275]. 

Механизм влияния фукоидана на тромбиновое время связан с ингибированием 

активности тромбина или фибрина, а именно ингибированием реакции         

тромбин-фибриноген через гепарин-кофактор II-опосредованную активность [276] 

и ингибированием биологической активности сериновых протеаз II, X и VII [277]. 

В то же время при агрегации тромбоцитов фукоидан воздействует только на 

тромбин без оказания проагрегационного эффекта [278,279]. Однако в поздних 

исследованиях указывается, что механизм антикоагулянтного действия 

полисахарида не вызван изменением активности антитромбина III и кофактора II 

гепарина [274], а связан со степенью сульфатированности, молекулярной массой, 

количественным соотношением остатков сахаров и сульфатных групп [280].         

Для проявления антикоагулянтной активности фукоидану необходима длинная 

полисахаридная цепь с высокой молекулярной массой и конформацией, удобной 

для связывания тромбина [38]. Так, низкомолекулярный фукоидан ингибирует 

тромбин посредством активации антитромбина и кофактора II гепарина, тогда как 

высокомолекулярный фукоидан взаимодействует непосредственно с тромбином 

[278]. Благодаря более низкой антикоагулянтной активности по сравнению с 

гепарином, а также лучшей абсорбционной способности [278] полученный 

фукоидан может быть использован в разработке средств для тромболитической 

терапии. 
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Выводы 

 

Таким образом, при ультразвуковой обработке фукоидана с варьированием 

состава среды и интенсивности воздействия наблюдается различный механизм 

сонолиза. В присутствии ПАВ в системе наблюдается преобладание механического 

процесса деструкции, в то время как при их отсутствии помимо механического 

эффекта сонолиза проявляется и радикальный механизм деполимеризации. Также 

выявлено влияние высокоинтенсивного низкочастотного ультразвукового 

воздействия на степень сульфатированности, а также биологическую активность 

фукоидана. Предложен механизм деполимеризации. Выявлено достоверное 

снижение степени сульфатированности независимо от способа проведения 

ультразвуковой обработки. При определении пути ингибирования коагуляционных 

процессов подтверждено влияние обработанного фукоидана на внешний и 

внутренний пути свертывания крови. В результате были определены и подобраны 

оптимальные условия ультразвукового воздействия (интенсивность, время, ПАВ) 

для деструкции полисахарида. 

Сонохимическая обработка фукоидана является экологически чистым, 

дешевым и эффективным методом модификации полисахарида, может быть 

использована для получения его наноразмерных молекул с предсказуемой 

активностью. 

 

3.2. Стратегии функционализации фукоидана                  

наночастицами магнетита 

 

Нанобиокомпозиты как нанокомпозиты, содержащие природные полимеры в 

сочетании с неорганическими фрагментами, представляют собой отдельный класс 

соединений, обладающих улучшенными функциональными свойствами, и 

представляют собой новую группу наноструктурированных гибридных материалов 

[281,282]. Использование полисахаридов для создания таких структур позволит 

соответствовать принципам «зеленой химии» при их формировании, выступая в 
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качестве альтернативы синтетическим полимерам, и исключает применение 

токсичных растворителей [1]. Из литературных данных известно о широком 

спектре биологической активности полисахаридов, а наличие в их структуре 

нескольких реакционноспособных групп на каждое звено позволяет формировать 

устойчивые комплексы со многими соединениями. В то же время создание 

композитов с применением наночастиц металлов, их оксидов также вызывает 

повышенный интерес благодаря проявлению уникальных физико-химических 

свойств, в том числе наличие неорганического компонента позволяет осуществлять 

регуляцию системы нацеливания с помощью ультразвукового, магнитного или 

иного воздействия [1,283].  

Поэтому вопрос создания нанобиокомпозитов, содержащих полисахарид в 

качестве матрицы в сочетании с неорганическими наночастицами магнетита, 

представляет большой интерес в области разработок систем доставки 

лекарственных средств. 

Наиболее применяемым способом получения нанобиокомпозитов с 

применением полисахаридов можно выделить синтез магнитных наночастиц 

(МНЧ) в структуре полисахарида [284]. Однако синтез наночастиц в условиях 

введения макромолекул полисахарида приводит к формированию композита, 

имеющего достаточно большие размеры частиц (0,4–0,7 мкм [285]) в результате 

неоднородной кластеризации и агрегации частиц, что приводит к изменению 

свойств конечного продукта и является существенным ограничением их 

применения в разработке систем доставки лекарственных веществ. Спрей-метод 

позволяет получить сферические гранулы размером 4–20 нм с наночастицами 

магнетита внутри [286]. Однако такой метод применим только к полисахаридам, 

способным образовывать гелеобразные структуры. 

Еще одним способом формирования нанобиокомпозитов на основе 

полисахаридов является электростатическое взаимодействие с неорганическими 

наночастицами. В водных системах поверхность наночастиц магнетита                       

вследствие гидратации полностью покрыта Fe-OH группами [287]. В свою очередь, 

фукоидан способен взаимодействовать своими функциональными группами с 
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поверхностными гидроксильными группами магнетита с образованием стабильных 

соединений, поэтому возможна самоорганизация при механическом смешивании 

готовых наночастиц и раствора полисахарида после сонохимической обработки с 

образованием нанобиокомпозитов с контролируемым размером. В связи с этим в 

последующей работе была выбрана именно данная стратегия синтеза 

нанобиокомпозита фукоидан/магнетит (Рисунок 18). Важно и то, что в разработке 

систем доставки в комбинации с наночастицами магнетита фукоидан 

использовался лишь как покрытие последних и не было проведено исследований 

по включению его в структуру полисахарида. В ходе поиска системы доставки 

нами были получены фукоидансодержащие носители на основе 

электростатического взаимодействия с белком, реакцией Майяра, путем внешнего 

и внутреннего гелеобразования, а также с помощью сшивающих агентов, 

включением в ниосомальную структуру однако добиться необходимой 

размерности и степени включения модельного белка, а также таргетности доставки 

не удалось. 

При разработке таргетной магнитоуправляемой системы доставки важно и 

то, что сами магнитные частицы физиологически инертны, однако при размере        

50 нм быстро выводятся из организма [288], но в то же время при внутрисосудистом 

применении препарата для исключения эмболии размер носителя не должен 

превышать 200 нм [289,290]. 
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Рисунок 18 – Предполагаемая схема строения фукоидана, 

функционализированного магнетитом 

 

Синтез нанобиокомпозита на основе фукоидана 

 

На данном этапе работы планировалось формирование нанобиокомпозита 

как матрицы-носителя ТАП путем: 

а) сочетания полученных после УЗ-обработки частиц фукоидана с 

наночастицами магнетита. В результате самоорганизации предполагалось 

получение частиц с формой, близкой к сферической (ФМ25, ФМ50, ФМ100, 

ФМ150); 

б) УЗ-обработки нативного фукоидана при интенсивности 133 Вт/см2 в 

присутствии наночастиц магнетита (УЗ-ФМ). 

Измерения размера частиц с помощью ДРС, полученных при сочетании 

сонохимически деполимеризованного фукоидана с магнитными наночастицами 

(МНЧ), показали, что гидродинамический диаметр наночастиц композита 

варьируется от 227,4±23,7 до 126,3±14,6 нм (Таблица 6). Увеличение концентрации 

фукоидана в системе приводит к росту гидродинамического диаметра 

формируемого композита в связи с тем, что помимо взаимодействия МНЧ Fe2O3 с 

полисахаридными цепями фукоидана осуществляется межмолекулярная 
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многократная ассоциация фукоидан – фукоидан и фукоидан – композит с 

образованием агрегатов. Последнему процессу также способствует наблюдаемое 

снижение электрохимического потенциала. Функционализация фукоидана 

магнетитом приводит к повышению дзета-потенциала с –7,05±0,16 мВ до 

максимального 12,46±0,81 мВ, что облегчит дальнейшую иммобилизацию ТАП. 

 

Таблица 6 – Свойства нанобиокомпозита фукоидан/магнетит 
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ФМ25 148,6±21,7 10,7± 0,64 82,4±5,6 20,5±3,9 28,75 

ФМ50 154,9±20,6 8,44±0,25 73,2±2,9 29,8±4,2 15,24 

ФМ100 187,5±34,5 7,66±0,39 71,8±3,4 26,7±5,3 14,47 

ФМ150 227,4±23,7 7,06±0,17 65,5±4,7 37,4±4,9 9,08 

ФМ-УЗ 119,9±14,5 12,46±0,81 77,6±3,2 25,5±2,1 14,71 

МНЧ 32,5±9,6 28,54±0,72 – – – 

Частицы 

фукоидана 
85,9±32,9 –9,83±0,16 – – – 

 

Количество включенного магнетита определяли гравиметрическим анализом 

после термического разложения композита, где деградация полисахарида 

осуществлялась при 200 °С. Включение фукоидана в композит оценивали через 

количество полисахарида в супернатанте. Большее количество включённого 

магнетита наблюдается для образцов ФМ-УЗ и ФМ25. Кроме того, результаты 
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показали, что лучшим массовым соотношением полисахарид:магнетит, 

подходящим для приготовления магнитных нанокомпозитов, характеризуемое 

высокой степенью включения магнетита и наименьшим размером, обладают также 

образцы ФМ-УЗ и ФМ25 (Таблица 6). Высокий процент содержания полисахарида 

в полученных системах может обеспечить высокую биологическую активность и 

биосовместимость композита [291]. 

При взаимодействии магнетита с нативным полисахаридом в условиях 

высокочастотного ультразвукового воздействия (УЗ-ФМ) на первых этапах               

(в течение первых 10 мин) процессы агрегации преобладают, образуются крупные 

агломераты (Рисунок 19 и 20 а). 

 

 

Рисунок 19 – Изменение стабильности коллоидной системы «нативный 

фукоидан/магнетит» при высокочастотном ультразвуковом воздействии 

 

Формирование крупных образований в результате агрегационных процессов 

приводит к неустойчивой коллоидной системе, однако при увеличении времени 

воздействия до 40 мин происходит разрушение сформированных комплексов с 

возникновением частиц меньшего размера (Рисунок 20 б–г), а увеличение дзета-

потенциала приводит к замедлению процессов коагуляции. 
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Рисунок 20 – Размер и морфология нанобиокомпозита, полученного         

при высокоинтенсивном низкочастотном ультразвуковом воздействии                  

на золь «нативный фукоидан/магнетит»: 

а) – СЭМ-изображение после 10 мин ультразвукового воздействия              

(40 % рабочей амплитуды) на смесь фукоидан/магнетит; 

 б), г) – СЭМ-изображение после 40 мин ультразвукового воздействия        

(40 % рабочей амплитуды) на смесь фукоидан/магнетит;  

в) – распределение частиц полученного нанобиокомпозита                              

по размеру (СЭМ) 
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3.3. Биокомпозитный материал как носитель тканевого активатора 

плазминогена 

 

Таргетирование ЛВ может быть осуществлено двумя методами: с помощью 

внешнего физического воздействия или путем химического наведения с 

последующим контролируемым выпуском фермента в результате запуска 

внешнего или внутреннего механизма вследствие изменения таких факторов, как 

рН среды, температуры, red-ox потенциала и т. д. [237,292,293]. Идея 

таргетирования лекарственных веществ с помощью магнитного поля была 

предложена еще в 60-х гг. ХХ в. 

Особенностью в разработке способа доставки ТАП является необходимость 

создания системы, в условиях которой будут отсутствовать стерические факторы, 

препятствующие взаимодействию ТАП с плазминогеном и фибрином. Поэтому 

более применимыми являются методы иммобилизации на поверхности 

переносчика путем ковалентного или нековалентного взаимодействия [294]. При 

этом ковалентная иммобилизация может привести к увеличению стабильности 

иммобилизируемого фермента, но с одновременным снижением эффективности 

его действия за счет блокирования сайта связывания или конформационных 

ограничений [218,219]. Стабилизация ТАП за счет образования ковалентных связей 

по сравнению с абсорбцией на носителе приводит к росту фибринолитической 

активности фермента. Кроме того, в связи с коротким временем действия ТАП в 

кровеносном русле существует необходимость разрабатывать системы не только 

его доставки для осуществления селективного тромболизиса, но также и протекции 

фермента с повышением биодоступности. 

Существует широкий спектр веществ, позволяющих осуществить 

иммобилизацию с помощью ковалентных связей, варьируемых в зависимости от 

рН, среды, температурных режимов, свойств подложки или матрицы [220]. Так, 

иммобилизация рекомбинантного ТАП на силанизированный магнетит 

осуществима с помощью sulfo-NHS [221]. Известно, что такой способ 

иммобилизации приводит к увеличению стабильности фермента, однако 
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наблюдается снижение эффективности [218,219]. В данной работе в качестве 

сшивающего компонента для ковалентной иммобилизации тромболитического 

фермента был взят бифункциональный поперечносшивающий агент – глутаровый 

альдегид, достоинством которого является его доступность, дешевизна и высокая 

растворимость в воде. 

Таким образом, иммобилизация ТАП была осуществлена в водном растворе 

двумя способами: адсорбцией и химической сшивкой с поверхностью 

сформированных носителей с помощью глутарового альдегида. Химическая 

сшивка реализовывалась за счет межмолекулярной конденсации с гидроксильными 

группами молекул полисахарида и белка, а также свободными аминогруппами 

белка (Рисунок 21). Растворитель при этом удаляли сушкой в вакуумном 

эксикаторе.  

 

 

Рисунок 21 – Механизмы формирования нанобиокомпозитов                          

и иммобилизации ТАП 
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В результате проведения работ на данном этапе предполагалось получить 

нанобиокомпозит с иммобилизированным ферментом за счет образования связей 

ковалентной или нековалентной природы с сохранением ферментативной 

активности последнего. Сформированные полимерно-оксидные нанокомпозиты 

позволят осуществить локализацию ТАП в области тромба за счет воздействия 

внешнего магнитного поля (Рисунок 22) и взаимодействия носителя с                            

Р-селектином, т. е. синергетически объединить активный и пассивный таргетинг, а 

также осуществить защиту ТАП от инактивации ингибитором ИАП1. 

 

  

Рисунок 22 – Механизм действия нанобиокомпозита                                                

с иммобилизированным ТАП 

 

3.3.1. Морфология и размер частиц бионанокомпозита                                

с иммобилизированными молекулами фермента 

 

Адсорбция тромболитического агента осуществлялась за счет 

электростатического взаимодействия образцов функционализированного 

фукоидана, полученный, несущими положительный заряд, и молекул фермента. С 

синтезом образцов ФМА и ФМУз (где ФМА-образец бионанокомпозита 

полученный при смешивании частиц деполмеризованного фукоидана с золем 
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магнетита в соотношении 2,5:1 с иммобилизированным ТАП; ФМУз - образец 

бионанокомпозита, полученный после ультразвуковой обработки исходного 

фукоидана в присутствии МНЧ с последующей иммобилизацией ТАП). 

Ковалентная иммобилизация ТАП была реализована с применением глутарового 

альдегида (образец ФМГа). Глутаровый альдегид позволит иммобилизировать 

ТАП не только за счет связывания с доступными гидроксильными группами 

фукоидана, но и с поверхностными гидроксильными группами магнетита. 

ТАП представляет собой глобулярный белок с молекулярной массой 72 кДа 

и дзета-потенциалом –9,7 мВ [217]. Наблюдаемый отрицательный дзета-потенциал 

частиц при загрузке ТАП (Таблица 7) согласуется с данными, полученными в 

работе T. W. Chung, S. S. Wang, W. J. Tsai [210]. Электростатическое отталкивание 

отрицательно заряженной поверхности полученных нанокомпозитов, содержащих 

фермент, и отрицательно заряженной поверхности клеток крови позволит избежать 

агрегации с кровяными тельцами и исключить их клеточное поглощение [295]. 

Размер нанобиокомпозитов был оценен с помощью ДРС на образцах с 

концентрацией композита 5 мг/мл. Гидродинамический диаметр изменяется при 

варьировании состава среды и способа формирования частиц. Максимальное 

среднее значение 369,7 нм наблюдается для частиц нанобиокомпозита с ковалентно 

иммобилизированным ТАП (ФМГа). Причиной повышения размера может 

являться агрегирование в результате слабого поверхностного заряда композита 

(всего –1,66±0,06 мВ), приводящего к слабому электростатическому отталкиванию 

между наночастицами [294]. Электростатическое отталкивание между частицами 

за счет введения ПАВ позволило уменьшить возможность агрегации, что привело 

к снижению размера (Таблица 7). Индекс полидисперсности характеризует 

распределение частиц по размеру, его значение определяет гомогенность или 

гетерогенность системы. Чем ниже значение индекса полидисперсности, тем ближе 

система к монодисперсному состоянию. Расчет индекса осуществлялся в 

соответствии с работой Н. К. Козлова с соавторами [296]. В полученных образцах 

дисперсная система гомогенна в связи с низким значением (менее 0,3) индекса 

полидисперсности. 
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Таблица 7 – Обобщенные данные полученных типов нанобиокомпозитов      

с иммобилизированным ферментом 
Т

и
п

 б
и

о
к
о

м
п

о
зи

та
 

0,1М ФСБ 0,1 % ДСН 

С
р

ед
н

и
й

 

ги
д

р
о

д
и

н
ам

и
ч

ес
к
и

й
 

д
и

ам
ет

р
 ч

ас
ти

ц
, 

 н
м

 

И
н

д
ек

с 
 

п
о

л
и

д
и

сп
ер

сн
о

ст
и

 

Д
зе

та
-п

о
те

н
ц

и
ал

, 
м

В
 

С
р

ед
н

и
й

 

ги
д

р
о

д
и

н
ам

и
ч

ес
к
и

й
 

д
и

ам
ет

р
 ч

ас
ти

ц
, 

 н
м

 

И
н

д
ек

с 
 

п
о

л
и

д
и

сп
ер

сн
о

ст
и

 

Д
зе

та
-п

о
те

н
ц

и
ал

, 
м

В
 

ФМА 264,3 0,029 –8,68±0,18 136,5 0,027 –10,39±0,15 

ФМГа 369,7 0,02 –1,66±0,06 119,9 0,018 –9,9±0,11 

ФМУз 148,3 0,026 –9,01±0,21 137,1 0,024 –9,43±0,16 

 

Варьирование концентрации ТАП, используемого для иммобилизации на 

разработанные матрицы, привело к увеличению роста частиц с высокой 

корреляцией «размер – концентрация фермента» для образцов ФМГа и ФМА 

(Рисунок 23 а). Более худший показатель выявлен для ФМУз, что может быть 

связано с изменением свойств поверхности при высокоинтенсивном 

ультразвуковом воздействии. Высокие значения стандартных отклонений могут 

указывать на низкую агрегационную устойчивость [234]. Изменения 

поверхностных свойств коллоидов также зависят от рН среды. При иммобилизации 

1 мг/мл белка наблюдается снижение дзета-потенциала с максимального значения 

12,46±0,81 (для ФМУз) до минимального –9,01±0,21 мВ (для ФМУз), при этом 

поверхностный заряд снижается с ростом значения рН (Рисунок 23 б), что 

свидетельствует об успешной иммобилизации тромболитического агента. 
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Рисунок 23 – Зависимость значения гидродинамического диаметра 

композита от концентрации ТАП (а) и электрокинетического потенциала              

от уровня рН (б) 

 

Морфология и размер нанокомпозитов фукоидан/магнетит, содержащих 

ТАП, были рассмотрены и с помощью СЭМ (Рисунок 24). Вследствие ассоциации 

и усадки в процессе сушки перед СЭМ композиты имели форму крупных агрегатов. 

Исходя из того, что в соответствии с данными, полученными с помощью 

СЭМ, размер исходных неорганических наночастиц был в пределах 10, 

фукоидановой матрицы – 38,4±5,4, а образованных композитов, от 81,3±18,1  (для 

ФМУз) до 94,4±24,3 нм (для ФМГа), то возможно формирование 

нанобиокомпозита, где на одну макромолекулу полисахарида приходится 

несколько частиц магнетита.  
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Рисунок 24 – Частицы нанобиокомпозитных материалов ФМА, ФМУз, 

ФМГа: 

а), б), в) – СЭМ-изображения бионанокомпозитов с иммобилизированным 

тромболитическим агентом;  

г), д), е) – распределение по размеру частиц биокомпозитных материалов 

 

Уменьшение среднего диаметра частиц при изучении образцов методом 

электронной микроскопии по сравнению с данными, полученными с помощью 

динамического рассеяния света, обусловлено наличием гидратной оболочки при 

измерении методом ДРС, так как исследование в данном методе проводилось в 

растворе. Кроме того, в методе ДРС частицы схожих размеров плохо различимы, 

но в то же время вклад в интенсивность для частиц разного размера различен             

(с увеличением размера он повышается). Таким образом, размер наночастиц 

биокомпозита зависит от выбранного способа иммобилизации, и, несмотря на 

различия в показателях гидродинамических диаметров и диаметров, полученных с 

помощью СЭМ, изменения размера соответствуют друг другу в обоих случаях. 



88 
 

3.3.2. Исследование магнитных характеристик нанобиокомпозитов 

 

Для успешного применения полученных нанобиокомпозитов и рассмотрения 

возможности осуществления манипулирования частиц в условиях сопротивления 

скорости кровотока и диффузионных процессов следует изучить влияние 

изменения магнитного поля, так как точное нацеливание нанобиокомпозита, 

несущего тромболитический агент к целевому участку с целью повышения 

эффективности действия фермента, а также снижения системной токсичности 

препарата, предполагалось осуществить с помощью воздействия внешнего 

магнитного поля. Поэтому необходимо было исследовать отклик полученных 

систем на градиент магнитного поля путем анализа кривых намагничивания [291]. 

Измерение намагничиваемости наночастиц полученных бионанокомпозитов 

и МНЧ произведено при 300 К (Рисунок 25).  

 

Рисунок 25 – Намагничивание образцов нанобиокомпозита: 

а) – кривые намагничивания нанобиокомпозитов, содержащих  

тромболитический агент; 
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 б) – суспензия образца ФМА в воде (10 мг/мл) при отсутствии и воздействии 

внешнего магнитного поля 

Кривые образцов указывают на суперпарамагнитное поведение с нулевой 

остаточной магнитной индукцией [222,297] с отсутствием гистерезиса. 

Намагниченность достигает насыщения для золя магнетита около 73,8±3,4 кА/м 

(известно, что максимальное значение может достигать 90 кА/м в зависимости от 

размера частиц золя [2,298]), для дисперсии образца ФМГа – 10,8±1,9 кА/м,     

ФМУз – 47,7±2,7 кА/м и ФМА – 57,1±2,3 кА/м. Коэрцетивность образцов 

уменьшается с увеличением размера частиц, что, возможно, связано с увеличением 

доли органических компонентов. Образцы ФМГа насыщены уже при 

напряжённости магнитного поля 103 кА/м, тогда как остальные образцы 

демонстрируют еще увеличивающийся магнитный момент. Высокие показатели 

значений намагничиваемости и суперпарамагнетизм способствуют наведению с 

помощью магнитного поля к месту тромба, а также возможности проникновения 

наночастиц композита в него. Снижение значения насыщения намагничиваемости 

может быть связано с изменением доли МНЧ магнетита в образцах композита, 

наличием оболочки фермент/полисахарид и фермент или некоторыми 

поверхностными эффектами, связанными с процессами окисления магнетита 

[181,299]. В связи с тем, что для измерения были взяты образцы одинаковой массы, 

но различным соотношением магнетит/используемые полимеры, количество 

магнетита в каждом образце может отличаться, поэтому данные рассматриваются 

только в первом приближении [300]. В то же время фукоидан в отличие от других 

полисахаридов, имеющих сульфогруппы и повышающих вязкость раствора, 

гелеобразующими свойствами не обладает, значит, проблема сшивки 

макромолекул с образованием жесткой структуры, приводящая к снижению 

магнитных свойств, отсутствует. 

 

3.3.3. Высвобождение тромболитического агента 
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При разработке таргетной системы доставки с магнитным наведением 

важной характеристикой является скорость высвобождения активного 

тромболитического агента из полисахарид-оксидного носителя. Высвобождение 

фермента из такой матрицы осуществляется за счет диффузионных процессов, а 

приложенное магнитное поле может подавлять взаимодействие с носителем, 

ускоряя диффузию [281,301] в результате механической деформации. 

Фермент загружали в нанокомпозит путем физической адсорбции и 

химической иммобилизации с помощью сшивающего агента. 

Для получения профиля релиза фермента были использованы опытные 

системы ФМА, ФМУз, ФМГа, содержащие ТАП, где качестве среды для 

высвобождения были использованы раствор 0,1 М ФСБ (рН 7,4). Определение 

степени и скорости высвобождения фермента из образцов биокомпозита 

осуществляли in vitro при перемешивании при температуре 37±0,5 ºС путем 

установления количества фермента в модельной среде спектрофотометрическим 

методом, используя калибровочный график стандартных растворов БСА.  

Загруженные полимерные магнитокомпозиты проявили разную способность 

удерживать ТАП. В соответствии с полученным экспериментальным кинетическим 

профилем высвобождения ТАП из сформированных наночастиц в модельную 

среду наблюдается двухступенчатый характер выпуска. Сильное начальное 

высвобождение фермента (Рисунок 26), так называемый взрывной, или бёрст-

эффект, наблюдается в течение первых 40 мин проведения эксперимента и 

достигает максимального значения 72,9±1,01 % для ФМУз, после чего релиз 

замедляется.  

 



91 
 

 

Рисунок 26 – Профиль выпуска ТАП при варьировании типа носителя        

 

Бёрст-эффект может быть связан с ионным обменом в растворе, приводящим 

к ослаблению взаимодействия в системе фукоидан – магнетит – ТАП, что также 

отмечается в работе J. P. Chen с соавторами [231]. Первоначальный выпуск более 

50 % достаточен для растворения сформированных тромбов, а последующее более 

медленное высвобождение оставшегося ТАП способствует предотвращению 

образования новых тромбов [212]. ФМГа демонстрирует самый медленный и 

наименьший кумулятивный выпуск тромболитического агента среди всех образцов 

биокомпозитов в связи с тем, что высвобождение фермента предполагает разрыв 

линкерных связей. Однако возможно, что данный тип композита сочетает в себе 

два способа иммобилизации фермента – сорбцию в порах и на поверхности 

носителя и химическое сшивание с матрицей-носителем. Таким образом, 

наблюдается пролонгированное высвобождение тромболитического фермента в 

течение 6 ч для всех образцов носителей. 
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3.3.4. Количество и активность иммобилизированного ТАП 

 

Эффективность включения ТАП определяли косвенным путем в трех 

независимых измерениях в надосадочной жидкости. Количественная оценка 

содержания ТАП в надосадочной жидкости, включающей в себя супернатант всех 

этапов промывки, осуществлялась спектрофотометрически по Бредфорду. Оценка 

содержания ТАП, дающая представление о целостности структуры белка в 

нанокомпозитах, осуществлялась с помощью SDS-PAGE электрофореза по методу 

Лэммли, с окрашиванием Кумасси G-250 после их разрушения. Значение СВ 

представляет массовый процент иммобилизированного фермента, а значение ЭВ 

дает весовой процент ТАП в нанобиокомпозите [231]. 

В отличие от метода ковалентного связывания фермента образец, 

полученный после деструкции нанокомпозита, содержащего адсорбированный 

фермент, показал определяемые количества ТАП, что свидетельствует о более 

высокой степени включения белка (Рисунок 27). Как видно из рисунка, ТАП не был 

подвержен деструкции при формировании и при разрушении частиц, а также 

иммобилизация не привела к повышению его молекулярной массы за счет 

образования конъюгатов. 

 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%AD%D0%BB%D0%B5%D0%BA%D1%82%D1%80%D0%BE%D1%84%D0%BE%D1%80%D0%B5%D0%B7_%D0%B1%D0%B5%D0%BB%D0%BA%D0%BE%D0%B2_%D0%B2_%D0%BF%D0%BE%D0%BB%D0%B8%D0%B0%D0%BA%D1%80%D0%B8%D0%BB%D0%B0%D0%BC%D0%B8%D0%B4%D0%BD%D0%BE%D0%BC_%D0%B3%D0%B5%D0%BB%D0%B5#SDS-PAGE_%D0%BF%D0%BE_%D0%9B%D1%8D%D0%BC%D0%BC%D0%BB%D0%B8
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Рисунок 27 – Количество иммобилизированного тромболитического агента 

(*по результату 5 измерений): 

а) – зависимость СВ и ЭВ фермента от типа нанобиокомпозита;  

б) – определение эффективности связывания ТАП (окрашивание Кумасси G-250, 

ChemiDoc Imaging System)  

 

Эффективность включения ТАП варьируется от 8,26±0,36 до 39,79±0,2 % при 

максимальной загрузке фермента от 2,06±0,09 % (82,4 ед/мг для ФМГа) до 

9,95±0,05 % (398 ед/мг для ФМА). Эффективность включения ТАП понижается при 

попытке иммобилизации фермента на поверхности нанокомпозита путем 

формирования ковалентных связей более чем на 31,53 %. Снижение загрузки ТАП 

для наночастиц ФМГа по сравнению с другими образцами может быть связано с 

увеличением конечной массы наночастиц при использовании глутарового 

альдегида. При формировании ФМГа количество ковалентно связанного ТАП в 

4,83 и в 4,2 раза меньше по сравнению с адсорбцией на поверхности ФМА и ФМУз 

соответственно, что указывает на высокую адсорбционную емкость последних для 
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иммобилизации тромболитического агента. Высокая адсорбционная емкость ФМА 

и ФМУз может быть обусловлена их возможной высокой удельной поверхностью. 

Таким образом, результаты определения СВ и ЭВ показали низкую эффективность 

применения метода химической сшивки с помощью глутарового альдегида. 

Иммобилизация фермента за счет образования ковалентных связей приводит к 

снижению количественного содержания ТАП в полученных материалах, а также 

эффективности включения фермента более чем в 3 раза. Таким образом, большей 

способностью к иммобилизации тромболитического агента обладал образец, 

полученный за счет сил электростатического взаимодействия фукоидан – магнетит 

– ТАП. 

 

Оценка амидолитической активности иммобилизированного ТАП 

 

Препараты ферментов чувствительны к воздействию внешних факторов и в 

процессе иммобилизации могут частично терять свою активность, поэтому 

существует необходимость определения активности связанного 

тромболитического агента.  

Исследование ферментативной активности иммобилизированного в 

нанобиокомпозиты ТАП заключалась в изучении его амидолитической и 

фибринолитической активности. Амидолитическая и фибринолитическая 

активность фермента определяли in vitro. 

Анализ амидолитической активности осуществляли с применением 

хромогенного субстрата, а фибринолитической активности – с применением 

фиксированных в агарозном геле фибриновых сгустков. Активность определяли 

также в трех независимых измерениях. Для определения каталитической 

активности иммобилизированного фермента были взяты образцы с конечной 

концентрацией 58 ед/мг.  

Амидолитическая активность является одной из важнейших характеристик 

ТАП, отражает протеазную активность фермента на основе применения 

специфического хромогенного субстрата. 
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Определение амидолитической активности ТАП основано на способности 

фермента взаимодействовать с плазминогеном с формированием комплекса «ТАП 

– плазминоген» (Рисунок 28 (I)), который затем гидролизует амидную связь Glu-

pNa в пептидном хромогенном субстрате (Рисунок 28 (II)) с высвобождением 

пара-нитроанилина (pNa), придающего раствору желтое окрашивание. 

 

 Плазминоген + ТАП → комплекс (I)  

  

Рисунок 28 – Схема реакции определения амидолитической активности 

иммобилизированного тромболитического агента 

 

Амидолитическая активность фермента, иммобилизированного на образцах 

нанобиокомпозита, была ниже, чем у свободного ТАП (на 62,53 % меньше для 

ФMА, на 71,8 % – ФMУз, на 90,27 % – ФМГа), что свидетельствует о сильном 

взаимодействии ТАП с образцами нанокомпозитов, приводящем к подавлению 

активности фермента. Однако электростатическое подавление ферментативной 

активности ТАП было не настолько сильным по сравнению с образованием 

ковалентных связей методом химической сшивки в результате использования 

глутарового альдегида. 

Также ковалентно-связанный ТАП проявлял менее высокую 

амидолитическую активность по сравнению с другими образцами, которая была 

в 3,85 и 2,9 раза меньше, чем при адсорбции тромболитического агента на 

носителях ФMА и ФMУз соответственно. Снижение ферментативной активности 

ТАП при формировании ковалентных связей с помощью глутарового альдегида 

может быть связано с образованием стерических препятствий для активного центра 

фермента в результате неправильного сворачивания белка под действием 

формируемых связей. 
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Для определения ферментативной кинетики иммобилизированного и 

свободного фибринолитического агента определяли гидролизом хромогенного 

субстрата по изменению абсорбции п-нитроанилина в течение 1 ч (Рисунок 29). 

 

 

Рисунок 29 – Амидолитическая активность тромболитического фермента, 

определяемая гидролизом хромогенного субстрата по изменению абсорбции        

п-нитроанилина: 

а) – усиление ТАП-катализируемого образования плазмина в течение 1 ч; 

б) – динамика изменения каталитической активности ТАП                              

в зависимости от типа нанобиокомпозита 

 

Исходя из кинетических кривых также наблюдается снижение 

амидолитической активности связанного ТАП по сравнению со свободным. Среди 

факторов данного явления доминирующим может быть скорость высвобождения 

фермента из матриц. Снижение активности для ФМГа подтверждается 

кинетическими кривыми выпуска фермента. 
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Оценка фибринолитической активности иммобилизированного ТАП    

на моделях тромба 

 

В связи с тем, что ТАП используют для гидролиза уже сформированных 

тромбов, прикрепленных к стенке сосудов, на данном этапе нашей целью явилось 

исследование фибринолитической активности иммобилизированного фермента на 

различных моделях готовых тромбов. Так, нами были использованы фибриновые 

сгустки, фиксированные на предметном стекле и в агарозном геле.  

Фибриновый сгусток получали из контрольной плазмы человека, помещали 

на предметное стекло и сверху наносили заданное количество нанокомпозита с 

иммобилизированным тромболитическим агентом. Динамику лизиса тромба 

наблюдали в течение 6 ч при 25 °С с помощью оптического микроскопа. 

На модели, фиксированной на предметном стекле, было выявлено начало 

тромболизиса в статических условиях уже на 30-й мин от начала эксперимента. 

Максимальная деградация сгустка наблюдается через 300 мин взаимодействия 

фибриновый сгусток – нанокомпозит. 

Самое короткое время лизиса модельного тромбинового сгустка отмечено 

для ФМА, что может быть связано с более быстрым начальным выпуском ТАП. 

Напротив, более длинный период разрушения тромба наблюдается для ФМГа, 

имеющих самый замедленный выпуск фермента (Рисунок 30). 
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Рисунок 30 – Исследование динамики лизиса фибриновых сгустков                  

в присутствии нанобиокомпозита с иммобилизированным ТАП с помощью 

оптического микроскопа: 

 а) – фибриновый сгусток с нанесенным ФМА;  

б) – фибриновый сгусток с нанесенным ФМУз; 

 в) – фибриновый сгусток с нанесенным ФМГа 

 

Дзета-потенциал раствора фибриногена составляет –38,4 мВ при рН 7,4, 

поэтому основными факторами проникновения частиц нанокомпозита в 

фибриновый сгусток являются электростатические и лиганд-рецепторные 

взаимодействия между наночастицами и компонентами тромба (фибриновые 

субстраты, гликопротеин IIb / IIIa мембраны тромбоцитов), а роль осмотического 

давления является второстепенной [226]. Кроме того, частицы до 320 нм, 
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содержащие ТАП, способны проникать в пористую структуру фибриновых 

сгустков с последующим выпуском фермента внутри тромба, что позволяет 

ускорить тромболизис [210,302]. Поэтому на первом этапе взаимодействия тромб 

– образец наночастиц, происходит адсорбция частиц, несущих отрицательный 

заряд на поверхности тромба, имеющего положительный заряд, затем 

осуществляется проникновение частиц в тело тромба под действием различных 

физических сил, сопровождаемое частичным выпуском ТАП (Рисунок 31). На 

последнем этапе осуществляется переход плазминогена в плазмин под действием 

ТАП с последующим лизисом фибринового сгустка. Причем плазмин генерируется 

не только на поверхности модели тромба, но и в его теле, с постепенным 

увеличением площади контакта фибринолитической протеазы со сгустком в 

результате его фрагментации [303]. 

 

 

Рисунок 31 – Скорость лизиса фибринового сгустка в зависимости                         

от вида носителя тромболитического агента 

 

Затем фибринолитическая активность связанной и свободной формы 

тромболитического агента была исследована с помощью анализа лизиса 
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фибринового сгустка в плазме крови человека с использованием агарозных 

пластинок [233,234] с некоторыми изменениями. Форма пластинки позволяет 

рассмотреть процесс лизиса фибриновых сгустков лишь в 2D-плоскости под 

действием диффузионных процессов. Поэтому для определения 

фибринолитической активности иммобилизированного фермента при условии 

воздействия внешнего магнитного поля нами было предложено использовать иную 

форму – форму стержня.  

Определение фибринолитической активности в плазме крови 

осуществлялось с целью выявления наличия защитных механизмов ТАП от 

дезактивации под действием ингибиторов в результате иммобилизации в 

наночастицы биокомпозита на основе фукоидана. Как было отмечено выше, 

фукоидан обладает большей аффинностью и конкурентно связывается с 

ингибитором инактивации плазминогена (ИАП1) [15]. 

С помощью фибринового сгустка, сформированного в контрольной плазме 

крови и фиксированного в агарозном геле, было определено, могут ли полученные 

композиты под действием внешнего магнитного поля разрушать такие 

образования. Определение лизиса фибринового сгустка в плазме крови, 

фиксированного в агарозном геле, является больше качественным, а не 

количественным методом, поэтому исследование точности измерения не 

осуществлялось [212]. После инкубации в течение 8 ч при 37 °С фибриновый 

сгусток для свободного ТАП был лизирован полностью (рисунок не приведен).  

Проникновение активатора плазминогена в фибриновый сгусток 

осуществляется в результате диффузионных процессов и конвекции [214].              

При воздействии наночастиц биокомпозита, содержащих ТАП, без использования 

магнитного наведения наблюдается отсутствие четкой границы раздела 

лизированный/нелизированный фибриновый сгусток. Возможно, что наночастицы 

биокомпозита блокируют сайты, доступные для фибринолиза, а за счет увеличения 

кажущейся массы ТАП затрудняют и замедляют проникновение в тело сгустка. 

Однако внешнее воздействие позволяет ускорить эти процессы, и как результат 

наблюдается более явная граница раздела. Возможно, что в данных случаях 
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конвекция ТАП затруднена в связи со значительной адсорбцией 

иммобилизированного фермента на поверхности тромба, и, как следствие, 

происходит блокирование конвективного переноса во внутренние сайты сгустка с 

лизисом, осуществляемым через ряд локализованных реакций, протекаемых на 

поверхности фибринового сгустка. 

При использовании магнитного наведения наблюдается более полный лизис 

фибриновых сгустков, частицы более глубоко проникли в пористую структуру 

фибрина, фиксированного в агарозном геле, причем граница раздела фаз агароза – 

фиксированные в структуре агарозы фибриновые сгустки более выражена, чем в 

системе без магнитного наведения (Рисунок 32).  

 

 

Рисунок 32 – Активность иммобилизированного ТАП,               

исследованная на фибриновых сгустках, фиксированных в агарозном геле 

 

Снижение ферментативной активности (на примере амидолитической и 

фибринолитической активности) для связанного по сравнению со свободным 
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тромболитическим агентом осуществляется за счет частичного связывания 

активного центра или фермент-ферментного взаимодействия [232], для ковалентно 

иммобилизированного ТАП может быть обусловлено возможным участием в 

химической сшивке аминокислотных остатков фермента, отвечающих за 

распознавание субстрата [230]. 

Результаты анализа с использованием фибрин-агарозной матрицы показали, 

что лизис фибриновых сгустков, индуцированный ТАП, адсорбированный на 

носителе – нанобиокомпозите, был на 28 и 50 % (без магнитного наведения) и на 

36 и 51 % (с магнитным наведением) эффективнее, чем индуцированный 

ковалентно иммобилизированным тромболитическим агентом (образец ФМГа). 

Это свидетельствует о более быстром высвобождении фермента, что 

подтверждается изменением кинетических кривых выпуска белка (см. выше). 

Кроме того, потеря активности ферментом при ковалентной иммобилизации 

согласуется с данными, представленными в работе Y. H. Ma с соавторами [222]. 

Таким образом, полученные системы обладали способностью к лизису 

фибриновых волокон и проникновению в агарозную матрицу, содержащую модели 

тромбов в виде фибриновых сгустков плазмы крови человека. 

 

3.3.5. Исследование цитотоксичности нанобиокомпозитов in vitro 

 

 Целью данного этапа работы было определение биосовместимости, одной из 

характеристик которой является токсичность материала. Цитотоксичность 

определяли in vitro на основе МТТ-теста с помощью 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-

2,5-дифенил-тетразолиум бромида на клеточной линии HeLa в зависимости от 

концентрации нанобиокомпозитов. Аликвоту дисперсии образцов 

нанобиокомпозитов вносили к клеточной линии с варьированием конечной 

концентрации от 1,531 до 24,5 мкг/мл с последующей оценкой их влияния на 

пролиферацию раковых клеток. В образце без содержания дополнительных 

компонентов (контроль) не наблюдалось изменения жизнеспособности клеток.  

 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%B8-
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%94%D0%B8-
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A2%D0%B8%D0%B0%D0%B7%D0%BE%D0%BB
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A4%D0%B5%D0%BD%D0%B8%D0%BB
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Рисунок 33 – Жизнеспособность клеток HeLa при использовании золя 

магнетита и варьировании концентрации (0; 1,531; 3,063; 6,125; 12,25; 24,5 μг/мл) 

и типа нанобиокомпозита при инкубации в течение 72 ч 

 

Снижение жизнеспособности клеток HeLa после 3 суток инкубации для золя 

магнетита 24,5 μг/мл определено тем, что катионные носители с избыточным 

зарядом могут вызывать цитотоксичность, обусловленную взаимодействием с 

клеточной мембраной, несущей отрицательный заряд [217]. Выживаемость клеток 

превышала 77 % в присутствии всех концентраций образца ФМУз и 85 % для 

образцов ФМА, ФМГа (Рисунок 33). Для полисахарид-оксидного композита ФМА 

отмечено повышение метохондриальной активности клеточной культуры во всех 

концентрациях с максимальным увеличением в 1,17 раза по сравнению с 
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контрольным образцом при концентрации 6,125 μг/мл. В целом при применении 

всех типов нанобиокомпозитов наблюдается более высокая выживаемость клеток, 

чем при использовании золя магнетита той же концентрации. Таким образом, 

полученные нанобиокомпозиты типа ФМА обладают низкой цитотоксичностью, в 

том числе при использовании высоких концентраций. В то же время золи частиц 

нанобиокомпозитов ФМГа и ФМУз приводили к достоверному снижению 

метохондриальной активности с ростом доли погибших клеток, т. е. обладали 

большей токсичностью в отношении раковых клеток, что, возможно, связано с 

запуском механизмов апоптоза под действием фукоидана [304]. Однако 

полученная цитотоксичность в отношении раковых клеток имеет низкие значения 

в связи с тем, что используемый нами фукоидан обдает высокой степенью очистки. 

Так, в литературе предполагается, что существующее представление о высокой 

противоопухолевой активности в отношении некоторых раковых клеток может 

быть обусловлено наличием цитотоксических примесей, например полифенольных 

соединений [305]. 

Выводы 

 

Эффективным препаратом для осуществления тромболизиса в клинической 

практике является тканевой активатор плазминогена. С его помощью 

осуществляется фибринолиз путем активации профибринолизина с превращением 

его в фибринолизин. 

Осуществление иммобилизации ТАП на сформированный нанобиокомпозит, 

содержащий фукоидан, функционализированных магнитными наночастицами, 

возможно путем ковалентного и нековалентного связывания. Такие 

нанобиокомпозиты применимы в качестве носителя тромболитического агента 

благодаря наличию функциональных групп, способствующих связыванию 

фермента, возможности связывания с ингибитором тромболитического агента                  

и Р-селектином, обеспечивающим пассивный таргетинг, а наличие магнетита 

способствует активному нацеливанию при внешнем магнитном воздействии  и 

обеспечивает суперпарамагнитное поведение полученных систем. 
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Исходя из способности к намагничиваемости, степени включения фермента 

и его фибринолитической активности лучшей матрицей для иммобилизации 

является ФМА. В целом иммобилизация тромболитического агента на полученных 

носителях позволяет повысить восприимчивость фибриновых сгустков к лизису 

благодаря доставке фермента непосредственно в сгусток. Магнито-чувствительные 

наноносители применимы для быстрой доставки тромболитического агента 

благодаря суперпарамагнетизму, что говорит об отсутствии остаточного 

магнетизма после удаления магнитного поля и высокой намагничиваемости 

образцов. Кроме того, такая целевая доставка ТАП с помощью внешнего 

магнитного поля и с высокой степенью иммобилизации фермента позволит 

значительно снизить риск геморрагических осложнений. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Таким образом, в исследовании впервые разработан метод синтеза 

магнитоуправляемых биосовместимых нанокомпозитов на основе природного 

полимера – фукоидана. Ультразвуковая деградация фукоидана под действием 

высокоинтенсивного низкочастотного ультразвукового воздействия привела к 

значительному снижению размера макромолекул полисахарида, что позволяет 

рассматривать возможность применения такой обработки для получения 

наночастиц фукоидана (с минимальным средним гидродинамическим диаметром 

85,9±32,9 нм) быстрым и простым методом, осуществляемым в водном растворе 

без применения токсичных растворителей. 

Размер частиц нанобиокомпозита может варьироваться в широком диапазоне 

в зависимости от условий ультразвуковой обработки нативного фукоидана. Такие 

композиты обладают высокой степенью загрузки, пролонгацией действия, 

способностью к намагничиванию (до 57,1±2,3 кА/м) и применимы для 

иммобилизации лабильных соединений, в частности тромболитических 

ферментов, например тканевого активатора плазминогена, при создании 

инъекционных лекарственных форм. Способность к намагничиваемости является 

важной характеристикой системы активного таргетинга ТАП под действием 

внешнего магнитного поля. Высокие показатели значений намагничиваемости и 

суперпарамагнетизм способствуют наведению с помощью магнитного поля к месту 

тромба, а также возможности проникновения наночастиц композита в него.               

А благодаря суперпарамагнетизму после прекращения воздействия магнитным 

полем такие частицы не сохраняют остаточного магнетизма и выводятся из 

организма.  

Разработанные магнито-управляемые нанобиокомпозиты с 

иммобилизированным тромболитическим агентом применимы для локальной 

доставки фермента в матрицу тромбиновых сгустков в просвете артерий и 

обладают высоким потенциалом применения для лечения острых тромбозов.  

В работе получены следующие результаты: 
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 –  подобраны оптимальные условия получения частиц низкомолекулярного 

фукоидана методом ультразвуковой обработки с минимальным диаметром 38,4±5,4 

нм (СЭМ) / 85,92±32,9 нм (ДРС) (40 мин, мощность 80 %); 

 – анализ биологических и физико-химических исследований 

продемонстрировали зависимость изменения размера, биологической активности и 

степени сульфатированности от условий ультразвуковой деградации и состава 

среды. Изучена динамика изменения степени сульфатирванности и 

антиоксидантной активности фукоидана в ходе сонолиза. Выявлено, снижение 

степени сульфатированности фукоидана, максимальное в присутствии 

неионогенного ПАВ (ПЭГ-400), где степень сульфатированности падает на      

12,32 %. Так же установлен рост антиоксидантной активности в процессе 

увеличения времени и интенсивности воздействия, но с достоверным ее снижение 

относительно нативного фукоидана; 

–  установлен рост антиоксидантной активности в процессе увеличения 

времени и интенсивности воздействия (более высокая антиоксидантная активность 

отмечена при обработке фукоидана в течение 40 мин при интенсивности                   

200 Вт/см2), однако наблюдается достоверное ее снижение относительно нативного 

фукоидана; 

 –  исследовано влияние обработанного полисахарида на коагуляционную 

систему плазмы крови человека. Установлена способность обработанного 

фукоидана продлевать время свертывания плазмы человека in vitro. Доказано его 

воздействие на внешний и внутренний пути свертывания крови, а также рост 

активности обработанного полисахарида по сравнению с исходным фукоиданом 

(максимально в 2,4 раза для ПВ); 

 – разработан метод получения эффективной магнитоуправляемой таргетной 

системы доставки ферментативного препарата на основе деполимеризованного 

фукоидана, функционализированного наночастицами магнетита. Исследовано 

влияние функционализации фукоидана на электрокинетический потенциал, размер 

частиц, выход нанобиокомпозита. Повышение электрокинетического потенциала 

частиц с –7,05±0,16 до максимального 12,46±0,81 мВ может свидетельствовать о 
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связывании полисахаридом магнетита с формированием системы с высоким 

содержанием магнетита (максимально 82,4±5,6 % при исходном соотношении 

фукоидан:магнетит = 1:2,5). Совместная УЗ-обработка раствора нативного 

фукоидана и готовых наночастиц магнетита в течение 40 мин при интенсивности 

133 Вт/см2 позволила получить наночастицы с диаметром 55±14 нм; 

– предложен метод синтеза нанобиокомпозитов с иммобилизованным 

тромболитическим агентом на основе природного полимера, имеющих высокую 

степень загрузки и намагничиваемости, низкую степень полидисперстности. 

Изучена динамика высвобождения фермента с установлением срока пролонгации 

действия в течении 6 ч.  Иммобилизация ТАП осуществлялась путем ковалентного 

и нековалентного взаимодействия. С увеличением концентрации фермента 

наблюдается рост частиц с высокой корреляцией «размер – концентрация 

фермента». Максимальное среднее значение гидродинамического диаметра     

(369,7 нм) наблюдается для частиц нанобиокомпозита с ковалентно 

иммобилизированным ТАП (ФМГа). Выявлены агрегационные процессы, при этом 

введение ПАВ позволяет снизить этот показатель при варьировании способа 

иммобилизации. Снижение дзета-потенциала может свидетельствовать об 

эффективной иммобилизации фермента; 

–  показана высокая степень намагничиваемости, что характеризует 

способность к наведению с помощью магнитного поля к месту тромба. Само же 

магнитное наведение привело к незначительному увеличению степени 

фибринолиза in vitro в плазме крови человека при использовании фибрин-

агарозных гелей; 

–  доказано сохранение каталитической активности иммобилизованного 

тромболитического агента и высокая биосовместимсть полученных препаратов 

при анализе  на цитотоксичность с клетками HeLa. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

АА – акриламид 

АЧТВ – активированное частичное тромбопластиновое время 

БСА – бычий сывороточный альбумин 

ДРС – динамическое рассеяние света 

ДСН  – додецилсульфат натрия 

ИАП1 – ингибитор активации плазминогена 

ЛВ – лекарственное вещество  

МНЧ – магнитные наночастицы 

ПАВ – поверхностно-активное вещество 

ПВ – протромбиновое время 

ПСА – персульфат аммония 

ПЭГ – полиэтиленгликоль 

РЭМ – растровая электронная микроскопия 

СВ  – степень включения 

СЭМ  – сканирующая электронная микроскопия 

ТАП  – тканевой активатор плазминогена 

ТЕМЕД – тетраметилэтилендиамин 

ТВ  – тромбиновое время 

УЗ – ультразвук 

ФСБ – фосфатно-солевой буфер  

ФМА – образец бионанокомпозита, полученный при смешивании 

частиц деполмеризованного фукоидана с золем магнетита в 

соотношении 2,5:1 с адсорбированным ТАП 
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ФМГа – образец бионанокомпозита с ковалентно 

иммобилизированным ТАП с помощью глутарового 

альдегида 

ФМУз – образец бионанокомпозита, полученный после 

ультразвуковой обработки исходного фукоидана в 

присутствии МНЧ с последующей иммобилизацией ТАП 

ЭВ – эффективность вовлечения 

bFGF – основной фактор роста фибробластов  

DPPC  – 1,2-дипальмитоил-sn-глицеро-3-фосфохолин  

DSPE-PEG 

2000 

– дистеаролифосфатидилэтаноламин-N-поли(этиленгликоль) 

2000 

EDC – 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимид 

GRGD пептид –  пептид вида Gly-Arg-Gly-Asp 

HeLa клетки – клеточная линия карциномы шейки матки  

NHS –  N-гидроксисукцинимид 

PLGA – поли(молочной-со-гликолевая кислота)  

pNa – пара-нитроанилин 

PSGL-1 – гликопротеиновый лиганд Р-селектина 1 

sulfo-NHS  N-гидроксисульфосукцинимид 

TGF-β  трансформирующий фактор роста-β  
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