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Острые кишечные инфекции (ОКИ) являются одной 
из важных проблем в мировом и отечественном здра-
воохранении. С одной стороны, уровень заболевае-
мости остается достаточно высоким, без тенденции к 
отчетливому снижению, с другой – отмечается появ-
ление сероваров, обусловливающих тяжелое течение 
болезни: S. flexneri 2a, энтерогеморагическая эшери-
хия О157, а также нетипичные штаммы V. cholerae 
О1 [9, 6]. Такие штаммы обладают высоким панде-
мическим потенциалом, что обеспечивается высокой 
адаптацией к условиям внешней среды и повышен-
ной вирулентностью, которая выражается в более тя-
желом течении заболевания с высоким показателем 
летальности [6].

В настоящее время в лечении ОКИ появились 
новые подходы – основной акцент делается на па-
тогенетическую терапию, целью которой является 
дезинтоксикация, коррекция водно-электролитных 
изменений, нормализация моторно-секреторных 
функций желудочно-кишечного тракта, восстановле-
ние кишечной микрофлоры, усиление репаративных 
процессов в слизистой толстой кишки, энтеросорб-

ция. При инфекционных заболеваниях энтеросорб-
ция является не только патогенетическим способом 
терапии, но и этиотропным, поскольку сорбенты 
способны поглощать как эндо- и экзотоксины воз-
будителей, так и фиксировать на своей поверхности 
бактериальные клетки и вирусы, выключая их таким 
образом из патологического процесса [4]. 

При всем многообразии энтеросорбентов несо-
мненный интерес представляют препараты на осно-
ве природных молекул и их производных. Наиболее 
перспективную группу веществ составляют некрах-
мальные полисахариды, к которым относятся альги-
наты и фукоиданы морских бурых водорослей, кар-
рагенаны красных водорослей, пектины морских и 
наземных трав, хитин, его производное хитозан.

Хитозан – сополимер D-глюкозамина и N-аце-
тил-D-глюкозамина, имеющий уникальную поли-
катионную фибриллярную структуру [2]. Наличие 
в структуре этого полисахарида многочисленных 
реакционно-способных OH- и NН2-групп создает 
возможность проведения разнообразной модифика-
ции и осуществления строго направленного синтеза 
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производных этого полимера. Дополнительно про-
тонированная аминогруппа в молекуле хитозана яв-
ляется высокоактивной, что определяет его свойства 
связывать ионы водорода и приобретать избыточный 
положительный заряд, обусловливая тем самым хе-
лато- и комплексообразующие свойства хитозана. 
Обилие водородных связей способствует связыванию 
полисахаридом большого количества органических 
водорастворимых веществ, в том числе бактериаль-
ных токсинов и токсинов, образующихся в толстом 
кишечнике в процессе пищеварения. Хитозан обла-
дает низким раздражающим действием на слизистую 
оболочку кишки, мукоадгезивен, высоко биосовме-
стим, существенно повышает биодоступность труд-
норастворимых веществ в крови, биодеградирует [1]. 
При этом хитозан имеет ряд преимуществ перед дру-
гими энтеросорбентами (например, активированным 
углем и каолином), не вызывая побочных эффектов 
при применении, таких как сорбция из организма 
важных питательных веществ и развитие констипа-
ционного синдрома [7].

Несмотря на опыт применения хитозана в каче-
стве энтеросорбционного средства при лечении раз-
личных заболеваний [2, 7], вопрос его эффективности 
в специфической сорбции токсинов бактериальной 
природы остается не изученным. На современном 
этапе особое внимание уделяется созданию энтеро-
сорбентов, избирательно поглощающих из организ-
ма токсические вещества белкового происхождения, 
накапливающиеся в результате развития различных 
патологических (аутоиммунных, инфекционных и 
др.) процессов. Применение таких препаратов позво-
лит решить задачу целенаправленной нейтрализации 
токсических продуктов с последующей их элимина-
цией из организма. 

Целью данной работы является сравнительное 
изучение сорбционной активности природного поли-
сахарида хитозана и его специфического модификан-
та в отношении энтеротоксина холерного вибриона в 
условиях in vitro.

Материалы и методы

Для проведения экспериментов использова-
ли хитозан (1,4-ß-D-глюкан) (ЗАО «Биопрогресс», 
Россия): молекулярная масса 200 кДа, размер частиц 
от 1 до 150 мкм, сорбирующая поверхность 100–
250 м² на 1 г.

Ограничения по применению хитозана связан-
ны с его низкой растворимостью при нейтральных и 
слабощелочных значениях рН. Учитывая этот факт, 
получали растворимую форму хитозана методом 
осадительной коацервации. Для этого навеску по-
лисахарида растворяли в 2,5 % растворе лимонной 
кислоты с последующим осаждением 10 % раство-
ром сульфата натрия. Полученную взвесь осаждали 
центрифугированием. При этом образовывался ге-
леобразный осадок, содержащий микрочастицы хи-
тозана размером 200–300 нм.

В качестве специфического лиганда использова-
ли антитоксические иммуноглобулины, выделенные 
из сыворотки крови кроликов, иммунизированных 
холерным токсином. Специфическая активность 
взятых в эксперимент иммуноглобулинов составила 
в твердофазном иммуноферментном анализе и дот-
иммуноанализе 1:2000, в реакции иммунодиффу-
зии – 1:64.

Специфический модификант хитозана получали 
методом адсорбции активного лиганда на раствори-
мой форме сорбента. Для этого расчетное количество 
иммуноглобулинов соединяли с навеской энтеросор-
бента и оставляли на 3–5 ч при постоянном пере-
мешивании. Затем твердую фазу отделяли центри-
фугированием. Контроль эффективности процесса 
адсорбции осуществляли измерением остаточного 
белка в супернатанте. 

Сорбционные свойства образцов энтеросорбен-
тов изучали в статическом и динамическом режимах 
in vitro. В эксперименте использовали модельные 
растворы холерного токсина в концентрации от 10 до 
100 мкг/мл.

В химическую посуду с растворами холерного 
токсина в указанных концентрациях добавляли по 10 
мг исследуемых сорбентов. Экспозиция статического 
режима составила 24 ч, в динамическом режиме об-
разцы отбирали через 1, 2, 3, 4, 5, 6 ч. Концентрацию 
не связавшегося холерного токсина определяли 
спектрофотометрически на двух длинах волн (260 
и 280 нм).

Для отражения эффективности процесса сорб-
ции определяли: количество холерного токсина в 
фазе сорбента А = С0 – Ср., где С0 – начальная концен-
трация токсина в растворе, мгк/мл, Ср – равновесная 
концентрация токсина, мкг/мл; равно вес ную емкость 
сорбентов Амах = (С0 – Ср)·V/m, где m – навеска сор-
бента, г; V – объем раствора токсина, л; степень из-
влечения белка из раствора L = (С0 – Ср)/С0·100 %. 

Результаты и обсуждение 

В результате проведенных исследований уста-
новлено, что энтеросорбент хитозан и его специфиче-
ский модификант в статических условиях проявляли 
высокую адсорбционную активность по отношению 
к холерному токсину в модельных растворах, кото-
рая выражалась в снижении исходных концентраций 
адсорбата в 28,7–68,6 и 50,8–90,3 раз соответствен-
но, в зависимости от его концентрации в реакцион-
ной смеси.

С увеличением исходных концентраций холер-
ного токсина в растворе возрастала равновесная ем-
кость хитозана и его модификанта. Степень извлече-
ния белка была максимальной при высоких исходных 
концентрациях холерного токсина (100 мкг/мл), при-
чем у специфического модификанта данный показа-
тель превышал на 25 % аналогичный параметр хито-
зана, что свидетельствует о более высоких сорбцион-
ных свойствах специфического образца (табл. 1).
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Изотермы адсорбции холерного токсина на ис-
следуемых образцах энтеросрбентов имели S-образ-
ный вид с точками перегиба в области средних кон-
центраций белкового адсорбата – 30 мкг/мл для хито-
зана и 60 – для модификанта (рисунок). Изотермы та-
кого типа описывают полимолекулярную адсорбцию. 
Для набухающих полимерных сорбентов, таких как 
хитозан, адсорбция происходит за счет образования 
водородных связей и электростатических взаимодей-
ствий. При относительно малых концентрациях ад-
сорбата происходит образование водородных связей 
с первичными адсорбционными центрами хитозана, 
его полярными амино- и гидроксильными группа-
ми, затем на менее доступных внутренних участках, 
причем мономолекулярный слой может быть обра-
зован не полностью. Далее каждая адсорбированная 
молекула сама становится центром адсорбции. При 
увеличении концентраций адсорбата происходит 
рост образовавшихся на первичных адсорбционных 
центрах активных кластеров, и величина адсорбции 

возрастает, что на графике отражается небольшим 
изгибом [3].

При модификации хитозана происходит вклю-
чение в активные центры сорбента молекул имму-
ноглобулина. Известно, что связывание антигенов 
происходит в щели активного центра, образованной 
вариабельными доменами в N-концевой части легкой 
и тяжелой цепей Fab-фрагментов. Частично контак-
тируют с антигеном гипервариабельные участки Н- и 
L-цепей, расположенные в местах изгибов полипеп-
тидной цепи, а также некоторые из аминокислотных 
остатков более глубоких внутренних областей цепи. 
Введение в структуру сорбента таких антигенсвязы-
вающих центров, по нашему мнению, и приводит к 
специфической сорбции, которая выражается в уве-
личении количества извлеченного токсина из раство-
ра. Наряду с величинами сорбции, для практических 
целей большое значение имеет скорость извлечения 
адсорбата из раствора. В связи с этим в следующей 
серии экспериментов исследовали динамику измене-
ния концентрации холерного токсина в реакционной 
смеси при контакте с хитозаном и его специфиче-
ским модификантом.

Полученные результаты (табл. 2) свидетельство-
вали о том, что специфический модификант хитоза-
на проявлял высокую скорость извлечения холерного 
токсина из раствора, достигая максимальной концен-
трации холерного токсина в фазе сорбента уже через 
3 ч от начала эксперимента. Процесс сорбции холер-
ного токсина немодифицированным хитозаном за-
вершался через 6 ч экспозиции. 

Изучение процесса сорбции-десорбции в реак-
ционных смесях показало, что концентрация холер-
ного токсина в фазе сорбента держалась на макси-

Таблица 1

Адсорбционная активность хитозана и его специфического модификанта в модельных растворах холерного токсина

Сорбент
Концентрация токсина, мкг/мл

Равновесная  
емкость, (Аmax)

Степень извлечения  
токсина из раствора (L)Исходная 

(С0)
В фазе раствора (Ср) В фазе сорбента (А)

Хитозан 10 7,13±1,5 2,87±1,1 1,09±0,9 28,7
20 11,15±1,7 10,85±1,2 5,42±1,2 44,2
30 12,50±1,0 17,50±1,2 8,75±1,6 58,3
40 17,46±1,5 22,54±1,5 11,27±1,5 56,3
50 15,91±1,5 34,09±1,0 17,04±1,6 68,1
60 20,53±1,0 39,47±1,2 19,73±1,3 65,7
70 21,90±1,2 48,10±1,2 24,05±1,0 68,7
80 25,20±0,9 54,80±1,5 27,40±1,4 68,5
90 33,27±1,5 56,73±1,7 28,36±1,5 63,0
100 31,40±1,5 68,60±1,5 34,30±1,5 68,6

Специфический 
модификант

10 4,92±1,3 5,84±1,4 2,90±1,6 50,8
20 5,45±1,0 14,66±1,2 7,30±1,6 72,7
30 6,21±1,2 23,81±1,2 11,90±1,0 79,3
40 5,72±1,0 34,34±1,5 17,10±1,2 85,7
50 6,84±1,5 43,24±1,4 21,60±1,3 86,3
60 7,25±1,7 52,86±1,4 26,23±0,8 87,9
70 7,53±1,7 62,52±1,8 31,26±1,5 89,2
80 8,61±1,6 71,42±1,7 34,71±1,2 89,2
90 9,01±1,5 80,99±1,5 40,49±1,2 89,9
100 9,70±1,5 90,30±0,8 45,15±1,5 90,3

Изотермы сорбции холерного токсина из раствора энтерсорбен-
том хитозаном и его специфическим модификантом
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мальном уровне и не снижалась спустя 72 ч (срок 
наблюдения) от начала взаимодействия сорбента с 
раствором холерного токсина. Это характерно как 
для исходного хитозана, так и для его специфическо-
го модификанта, и свидетельствует о необратимости 
процесса сорбции в обоих случаях.

Таким образом, сравнительное изучение сорб-
ционной активности (равновесная емкость, степень 
и скорость извлечения токсина из раствора) природ-
ного полисахарида хитозана и его специфического 
модификанта к холерному токсину показало количе-
ственное и временное превосходство специфическо-
го модификанта над исходным препаратом. Доказана 
эффективность специфической сорбции модифици-
рованного сорбента, обусловленная наличием в его 
структуре активного компонента – антитоксических 
противохолерных иммуноглобулинов.

Полученные данные in vitro представляют на-
учный интерес в плане дальнейшей работы по кон-
струированию специфического противохолерного 
энтеросор бента на основе хитозановой матрицы. 
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Таблица 2

Динамика изменения концентрации холерного токсина  
в растворе в условиях сорбции

Энтеро сорбент
Контроль 
концен-
трации,  
мкг/мл

Концентрация холерного токсина  
в фазе сорбента, мкг/мл

Время сорбции, ч

1 2 3 4 5 6

Хитозан 100 25,20 31,30 42,0 48,60 56,65 69,60

Специфи ческий 
модификант 100 76,40 89,50 90,0 89,0 89,5 90,0


