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Острые кишечные инфекции (ОКИ) характери-
зуются отсутствием сезонности и возрастной изби-
рательности заболеваемости, развитием нестойкого, 
кратковременного видоспецифического иммунитета, 
что предполагает возможность повторного развития 
инфекционного процесса через ограниченный про-
межуток времени [7]. Отсутствие тенденции к сни-
жению уровня заболеваемости, утяжеление клини-
ческого течения отдельных нозологических форм, 
развитие резистентности возбудителей к традицион-
но применяемым этиотропным препаратам обуслав-
ливают актуальность разработки новых препаратов 
для этиопатогенетической терапии и профилактики 
ОКИ, в том числе и холеры. 

Известно, что в патогенезе ряда инфекционных 
заболеваний большое значение имеют степень специ­

фической и неспецифической интоксикации, состоя-
ние систем иммунитета и естественной детоксикации 
организма, а при кишечных инфекциях – нарушения 
структуры и функции желудочно­кишечного тракта 
под действием различных бактериальных или вирус-
ных возбудителей [9]. При этом современные методы 
лечения, направленные на нейтрализацию действия 
токсинов, зачастую оказываются малоэффективными. 
Разработка новых методов лечения больных острыми 
кишечными инфекционными заболеваниями тесно 
связана с внедрением в клиническую практику энте-
росорбции. Энтеросорбция является составной ча-
стью эфферентной терапии, конечной целью которой 
является прекращение действия токсинов различного 
происхождения и их элиминация из организма [3, 8]. 
Лечебный эффект энтеросорбентов осуществляется в 
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результате их прямого и опосредованного действия на 
патогенетические механизмы. Вследствие этого эффе-
рентная терапия при инфекционных кишечных забо-
леваниях является вполне обоснованной [3]. 

В настоящее время активно развивается на-
правление, связанное с разработкой селективных 
энтеросорбентов путем регулирования размеров пор 
сорбционных материалов, химического модифици-
рования поверхности, а также придание избиратель-
ности иммобилизацией на сорбентах специфических 
лигандов и рецепторов [4]. Последнее особенно ак-
туально при разработке энтеросорбентов с прогно-
зируемыми свойствами, в том числе избирательной 
антитоксической направленности.

Относительной количественной характеристи-
кой функциональной активности энтеросорбентов 
является адсорбционная способность, определяе-
мая по веществам­маркерам [3, 10]. При разработке 
и стандартизации новых видов энтеросорбционных 
препаратов требованиями нормативно­технической 
документации предусмотрено использование не ме-
нее двух общепринятых веществ­маркеров для оцен-
ки данной характеристики. С целью получения про-
гностической информации в отношении специфи-
ческой адсорбционной активности вводятся тесты 
с конкретными патологическими агентами [10]. В 
качестве веществ­маркеров, как правило, исполь-
зуют метиленовую синь, имитирующую низко­ и 
среднемолекулярные токсиканты, альбумины и же-
латин – для оценки белок­связывающей активно-
сти, обуславливающей детоксикационную сорбцию 
патологических агентов белковой природы [6]. При 
изучении специфических свойств энтеросорбентов 
применяют различные экзо­, эндотоксические и ми-
кробиологические маркеры, тест­металлы [10, 11].

Для разработки прототипа противохолерного 
препарата направленного антитоксического действия 
нами был сконструирован энтеросорбент, представ-
ляющий собой микрочастицы высокомолекулярного 
хитозана с иммобилизованными антиэнтеротоксиче-
скими иммуноглобулинами [1]. Такой специфический 
модификант должен сохранять способность к не-
специфической сорбции, характерную для исходных 
микрочастиц хитозана, а также проявлять специфиче-
скую активность в отношении холерного токсина.

Целью данного исследования являлось изучение 
адсорбционной способности экспериментального 
энте росорбента и микрочастиц хитозана в отношении 
стандартных фармакологических маркеров в тестах in 
vitro и их антитоксической активности в отношении 
энтеротоксина холерного вибриона в опыте in vivo.

Материалы и методы

В работу взяты 3 серии экспериментального 
специфического противохолерного энтеросорбента 
и 3 серии хитозана пищевого высокомолекулярного 
(ЗАО «Биопрогресс», Россия), растворенного в 2,5 % 
растворе лимонной кислоты и использованного в 

качестве сорбционной матрицы­носителя. В каче-
стве препарата сравнения в углеволокнистом вари-
анте использовали Карболайн – энтеросорбент IV 
поколения, разработанный в 90­х годах в институте 
экспериментальной патологии, онкологии и радио-
биологии им. Р.Е.Кавецкого НАН Украины. Данный 
энтеросорбент проявляет высокую сорбционную ак-
тивность в отношении различных патогенов и про-
дуктов их метаболизма, в том числе холерного ви-
бриона. Карболайн (первоначально Белосорб) – это 
единственный энтеросорбент, который был успешно 
применен для лечения холеры в Украине при вспыш-
ке заболевания в 1995 г.

В качестве веществ­маркеров для определения 
адсорбционной способности энтеросорбентов при-
меняли растворы метиленового синего (МС), бы-
чьего сывороточного альбумина (БСА) и желатина в 
концентрации 0,15, 0,5 и 0,6 % соответственно.

Определение неспецифической адсорбционной 
способности энтеросорбентов в отношении метиле-
нового синего проводили по методике, изложенной 
в ФС 42­3246­95 «Таблетки угля активированного». 
Для этого к навеске энтеросорбента добавляли 0,15 % 
раствор метиленового синего. Взаимодействие 
сорбат­сорбент осуществлялось на лабораторном 
шейкере при средней скорости 150 колебательных 
движений в минуту. Равновесные растворы отделя-
ли фильтрацией через мембраны с размером пор 0,45 
мкм с последующим определением их оптической 
плотности на спектрофотометре в максимуме погло-
щения 664 нм в сравнении с оптической плотностью 
исходного раствора (раствор сравнения) метиленово-
го синего. Адсорбционную способность вычисляли 
по формуле:

Х = (D0 ­ D) · а · 50/D0 · m · (1 ­ 0,01 · W),

где D0 – оптическая плотность раствора срав-
нения МС; D – оптическая плотность испытуемого 
раствора; m – навеска препарата, г; а – фактическое 
содержание МС в растворе сравнения, мг/мл; W – 
влажность образца, %; 50 – объем раствора МС, мл. 

Белок­связывающую активность изучали по ме-
тодике ВФС 42­2148­92 «Полисорб» в модификации 
В.И.Решетникова (2005): к навескам энтеросорбен-
тов добавляли 0,5 % раствор бычьего сывороточно-
го альбумина и помещали на лабораторный шейкер. 
После экспозиции проводили осаждение коллоид-
ных взвесей центрифугированием и осуществляли 
аналитическую детекцию непрореагировавшего БСА 
на спектрофотометре в максимуме поглощения 280 
нм. В качестве раствора сравнения использовали ис-
ходный раствор БСА. Адсорбционную способность 
энтеросорбентов вычисляли по формуле:

Х = (D0 ­ D) · а · 25/D0 · b · (1 ­ 0,01 · W),

где D0 – оптическая плотность раствора срав-
нения БСА; D – оптическая плотность испытуемого 
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раствора; m – навеска препарата, г; b – фактическое 
содержание БСА в растворе сравнения, мг/мл; W – 
влажность образца, %; 25 – объем раствора сравне-
ния БСА, мл.

Адсорбционную активность по желатину опре-
деляли по методике ФС 42­3731­99 «Полисорб» в 
модификации В.И.Решетникова (2005). Навески сор-
бентов помещали в раствор сорбата и оставляли на 
лабораторном шейкере на 1 ч. Затем смеси центрифу-
гировали. Определение непрореагировавшего белка 
в растворе желатина проводили в биуретовой реак-
ции с построением калибровочного графика, учетом 
усредненных данных экстинкций трех повторностей 
колориметрирования стандартного раствора, в роли 
которого выступал 1 % раствор БСА.

Для изучения антитоксической активности при-
меняли препарат очищенного холерного токсина с 
концентрацией белка 160 мкг/мл и удельной активно-
стью 8,2·102 ЕД50/мл. Определение величины ЕД50 для 
холерного токсина проводили в опыте на белых мы-
шах по отекогенному эффекту. Расчет величины ЕД50 
осуществляли по методу Кербера­Ашмарина [2].

В качестве биомоделей использовали беспород-
ных белых мышей массой 18–20 г. Животных раз-
делили на 5 экспериментальных групп по 8 шт. в 
каждой, отличающихся по характеру вводимого пре-
парата: 1 группа – специфический энтеросорбент, 2 – 
микрочастицы хитозана, 3 – антитоксические имму-
ноглобулины, 4 – Карболайн, 5 – контроль (холерный 
токсин).

Определение антитоксической активности энте­
ро сорбентов проводили следующим образом: на-
вески сорбентов вносили в пробирки с раствором 
холерного токсина заданной концентрации, переме-
шивали и инкубировали при температуре 37 °С в те-
чение 1 ч. После центрифугирования надосадочную 
жидкость отбирали, из полученных проб делали ряд 
последовательных разведений шагом 5 и вводили в 
объеме 50 мкл в подошвенную поверхность одной 
задней конечности. В противоположную конечность 
вводили такое же количество 0,9 % раствора натрия 
хлорида (контроль). Через 48 ч проводили эвтаназию 
животных и ампутировали опытную и контрольную 
лапы по коленному суставу. Ампутированные конеч-
ности взвешивали на электронных весах. Разница в 

массе более 65 мг свидетельствовала о наличии ток-
сина в пробе.

По результатам титрования на животных рас-
считывали показатели относительной токсичности 
проб (по сравнению с контролем) по формуле:

ОТ = Со / Ск · 100 %, 

где ОТ – относительная токсичность; Со – кон-
центрация токсина (титр) в опытной пробе; Ск – кон-
центрация токсина (титр) в контроле.

Результаты и обсуждение

Полученные данные свидетельствуют (табл. 1), 
что для специфического энтеросорбента, изготов-
ленного на основе хитозановой матрицы, как и для 
самой хитозановой матрицы, характерны высокие 
показатели адсорбционной способности по фарма-
кологическим веществам­маркерам, сопоставимые 
с показателями таких медицинских энтеросорбци-
онных препаратов как Полисорб и микрокристалли-
ческая целлюлоза (МКЦ) с 11 % пектина [10]. При 
этом наблюдалось снижение сорбционной активно-
сти специфического модификанта при взаимодей-
ствии с метиленовой синью на 26 %, желатином – 
на 61 % по сравнению с хитозановой матрицей за 
счет иммобилизации иммуноглобулинового лиган-
да. Сле дует отметить, что по данным исследований 
В.И.Решетникова [10] и И.А.Самылиной и соавт. 
[11], метиленовая синь активнее сорбируется энте-
росорбентами с низкой влажностью, а белки – более 
увлажненными. Подобная зависимость, характерная 
для различных групп энтеросорбентов, выявлена и 
при изучении сконструированного препарата и ак-
тивированной хитозановой матрицы. Сорбционная 
активность противохолерного энтеросорбента в от-
ношении БСА повышалась на 5 % за счет измене-
ния электрохимических свойств активных поверх-
ностей хитозана и образования дополнительных 
адсорбционных центров энтеросорбента для белко-
вого маркера.

Для активированных углей существует другая 
зависимость, что подтверждено нами при исследо-
вании функциональной активности Карболайна. При 

Таблица 1

Адсорбционная способность энтеросорбентов по веществам-маркерам

Объект Влажность, %
Адсорбционная способность, мг/г

По альбумину По желатину По метиленовой сини

Специфический энтеросорбент 1,23 432,4±5,3 56,0±5,3 149,71±8,5

Хитозан 0,9 410,5±7,8 141,5±7,2 200,36±6,2

Полисорб* 2,3 372,5±7,3 328,2±3,3 47,7±2,9

МКЦ+11 % пектин* 6,0 402,7±6 99,2±10,7 107±9

Карболайн 56,1 44±3,1 46,5±6,3 557,8±4,3

ОУ­А* 6,9 61,6±9,7 46,7±1,2 255,2±9,8

Карбосорб* 28,6 20,4±1,6 40,5±1,3 243,6±6,8

* Литературные данные.
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определении неспецифической сорбционной актив-
ности данного энтеросорбента, гранулы которого ха-
рактеризуются высокой влажностью (до 60 %), уста-
новлено, что из всех представленных для сравнения 
энтеросорбентов он обладает наивысшей сорбцион-
ной активностью в отношении низко­ и среднемо-
лекулярных веществ и самой низкой активностью в 
отношении высокомолекулярных сорбатов (белков). 
Это характерно для всех углеродных энтеросорбен-
тов, применяемых в практике здравоохранения [5]. 

Результаты определения токсиннейтрализую-
щей активности, представленные в табл. 2, свиде-
тельствуют, что экспериментальный специфический 
препарат обладает высокой антитоксической актив-
ностью сопоставимой с Карболайном, что отражает 
величина коэффициента инактивации (КИ) – 8,8 и 
8,3 соответственно, обеспечивая значительное сни-
жение показателя относительной токсичности (ОТ) 
препарата холерного токсина, введенного экспери-
ментальным животным. 

Таким образом, в результате проведенных ис-
следований установлены величины функциональной 
активности экспериментального антитоксического 
энтеросорбента, исходных микрочастиц хитозана по 
основным веществам­маркерам. Показано, что скон-
струированный энтеросорбент проявляет высокую 
специфическую активность в отношении холерного 
токсина, при этом хитозановая матрица сохраняет 
свои неспецифические сорбционные свойства после 
иммобилизации белкового лиганда. 

Результаты исследований дают основание пред-
полагать, что сконструированный антиэнтеротокси-
ческий энтеросорбент может рассматриваться как 
прототип современного эффективного средства для 
профилактики и лечения холеры. 

Авторы подтверждают отсутствие конфликта 
финансовых/нефинасовых интересов, связанных с 
написанием статьи.
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Таблица 2

Показатели антитоксичной активности энтеросорбентов

Исследуемый препарат
Показатели антитоксической  

активности

ОТ*, % КИ**

Специфический энтеросорбент 11,2±2,1 8,8±1,0

Хитозан 85,6±3,3 2,1±0,11

Антитоксические иммуноглобулины 15,3±4,0 6,6±1,0

Карболайн 12,6±2,3 8,3±1,0

Контроль 98±2,5 1,02±1,5

*ОТ – относительная токсичность; 
**КИ – коэффициент инактивации токсина (1/ОТ).


