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Известно, что в основе патогенеза холеры ле-
жат механизмы, связанные с воздействием токсинов 
возбудителя на энтероциты кишечника и биохими-
ческие системы внутри клетки. Поэтому основу ле-
чения холеры составляет патогенетическая терапия, 
целью которой является восстановление и сохране-
ние водно-электролитного равновесия в организме. 
Этиотропная терапия при холере не играет решаю-
щей роли, но повышает эффективность регидратаци-
онных мероприятий: уменьшает длительность и объ-
емы диареи, сокращает сроки вибриононосительства 
[8]. Однако применение антибиотиков и химиопре-
паратов часто ограничивается лекарственной устой-
чивостью возбудителя, а также наличием противопо-
казаний к применению и частотой побочных реакций 
со стороны макроорганизма [9, 10].

Своевременно проведенная в полном объеме те-
рапия позволяет свести летальность к минимуму. В 
то же время, наибольшего уровня летальность при 
холере достигает, как правило, в начале крупных эпи-
демических вспышек, особенно возникших в резуль-
тате природных катастроф, что связано с отсутстви-
ем в этот период достаточного количества регидра-
тационных растворов для внутривенного введения, 
низкой эффективностью антибактериальных средств 
при выраженных симптомах гастроэнтерита, трудно-
стями в оказании экстренной помощи при массовом 
поступлении больных, проблемами в организации 
неотложного лечения. Поэтому по-прежнему акту-
альна разработка и внедрение в практику новых вы-
сокоэффективных лекарственных препаратов деток-
сикационного и антимикробного действия, безопас-

БИОТЕХНОЛОГИЯ

УДК 616.932

Т.В.Аленкина, М.В.Овчинникова, М.Н.Киреев, А.К.Никифоров

ПЕРСПЕКТИВНЫЕ СОРБЦИОННЫЕ МАТРИЦЫ ДЛЯ КОНСТРУИРОВАНИЯ  
АНТИТОКСИЧЕСКОГО ХОЛЕРНОГО ЭНТЕРОСОРБЕНТА

ФКУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов,  
Российская Федерация

Экспериментально определена возможность конструирования пероральных противохолерных препаратов на 
основе сорбционных матриц с иммобилизованным специфическим лигандом. В качестве сорбционных матриц 
были выбраны представители различных групп энтеросорбентов – активированный уголь, полисорб, полифепан, 
хитозан. Иммобилизацию специфического лиганда – антитоксических иммуноглобулинов (АТ/ИГ) – осуществля-
ли методом адсорбции. В тестах in vivo токсиннейтрализующая активность иммобилизованных антитоксических 
антител на полисорбе определялась в разведении 1:64000, на активированном угле, полифепане и хитозане – 
1:32000, специфическая активность in vitro в ДИА составила 1:10000 и 1:5000 соответственно. Высокие показа-
тели токсиннейтрализующей и специфической активности продемонстрировали пригодность всех испытанных 
сорбционных матриц для конструирования антитоксических холерных энтеросорбентов. По изученным характе-
ристикам и параметрам определены наиболее перспективные сорбционные матрицы – полисорб и хитозан. Для 
стабилизации свойств полученных экспериментальных образцов сорбентов АТ/ИГ–полисорб и АТ/ИГ–хитозан 
был применен метод лиофилизации со стабилизатором гликоколом. Высушенные образцы сохраняли биологиче-
ские свойства на исходном уровне. 

Ключевые слова: энтеросорбенты, холерный токсин, сорбционные матрицы, антитоксические иммуноглобу-
лины. 

T.V.Alenkina, M.V.Ovchinnikova, M.N.Kireev, A.K.Nikiforov

Prospective Sorption Matrices for Antitoxic Cholera Enterosorbent Constructing
Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation

Demonstrated is the possibility of constructing of oral anti-cholera preparations based on sorption matrices with immobilized 
specific ligand. Various enterosorbents (activated charcoal, polysorb, polyfepan, and chitosan) have been used as sorption matrices, 
cholera antitoxic immunoglobulins (ATIg) – as specific ligands. Toxin-neutralizing activity of the ATIg immobilized on polysorb has 
been observed in vivo in 1:64000 dilutions and that of ATIg immobilized on activated charcoal, polyfepan, and chitosan – in 1:32000. 
Their specific activity in vitro has been defined in dot-blot immunoassay in 1:10000 and 1:5000 dilutions, respectively. High toxin-
neutralizing activity, as well as specific one has proved the suitability of all tested matrices for antitoxic cholera enterosorbents con-
structing. However, polysorb and chitosan are accepted to be the most prospective matrices in view of the studied characteristics and 
properties. To stabilize the properties of the obtained experimental prototype sorbents, AT/Ig-polysorb and AT/Ig- chitosan, applied has 
been the method of liophilisation with glycocol stabilizer. Dried samples retain their original biological properties. 

Key words: enterosorbents, cholera toxin, sorption matrices, antitoxic immunoglobulins.



БИОТЕХНОЛОГИЯ

67

ных и простых в применении.
В последнее время для лечения и профилак-

тики ряда инфекционных заболеваний желудочно-
кишечного тракта стали широко применяться энтеро-
сорбенты, которые, по мнению многих авторов, явля-
ются перспективным лекарственным средством [2]. 
Лечебный эффект энтеросорбентов осуществляется 
в результате их прямого и опосредованного действия 
на патогенетические механизмы. Вследствие этого 
эфферентная терапия при кишечных заболеваниях 
является вполне обоснованной. Раннее применение 
энтеросорбентов оказывает быстрый и выраженный 
дезинтоксикационный, гипотермический и антидиа-
рейный клинический эффект [6]. Доказано, что при 
среднетяжелых и легких формах острых кишечных 
инфекций эффективность энтеросорбентов не усту-
пает широко используемым в клинической практике 
антибактериальным препаратам [9].

Однако большинство используемых энтеросор-
бентов характеризуются ограниченной способно-
стью сорбировать бактериальные токсины и микроб-
ные клетки, а также отсутствием специфического 
механизма нейтрализации токсических веществ. 
Перспективным направлением является придание 
сорбентам специфических свойств путем иммоби-
лизации на их поверхности различных лигандов и 
лекарственных субстанций. Благодаря структуре ма-
трицы и большой связывающей способности иммо-
билизованные компоненты могут в значительных и 
дозируемых количествах удерживаться носителем. 
При применении в лечебной практике они будут в 
определенных условиях легко десорбироваться с ма-
трицы и оказывать свое действие на макроорганизм.

Целью нашего исследования являлась сравни-
тельная оценка сорбционных свойств различных сор-
бентов для выбора оптимальной матрицы, пригодной 
для конструирования специфического энтеросорбци-
онного противохолерного препарата.

Материалы и методы

Для работы были выбраны различные по хи-
мической структуре сорбционные матрицы, являю-
щиеся яркими представителями основных групп 
сорбентов:

- активированный уголь (ОАО «Ирбитский 
химико-фармацевтический завод», Россия, 
Р№ 002061/01) – углеродный сорбент с размером ча-
стиц от 0,1 до 0,5 мм и площадью активной сорби-
рующей поверхности на 1 г вещества 1,5–2 м²;

- полисорб-МП (кремния диоксид коллоидный) 
(ЗАО «Полисорб», Россия, Р№ 001140/01-100908) – 
кремнийсодержащий сорбент с размером частиц 
5–20 нм и площадью сорбирующей поверхно-
сти ≥ 400 м² на 1 г;

- полифепан (ЗАО «Сайнтек», Россия, 
Р№ 01047/02) – порошкообразный природный орга-
нический сорбент на основе лигнина гидролизного, 
размер частиц 0,3–0,5 мм, активная сорбирующая 

поверхность 16–20 м² на 1 г;
- хитозан (1,4-ß-D-глюкан) (ЗАО «Биопрогресс», 

Россия) – порошкообразный полимер животного 
происхождения, получаемый реакцией дезацетили-
рования хитина, размер частиц от 1 до 150 мкм, сор-
бирующая поверхность 100–250 м² на 1 г.

Активированный уголь, полисорб-МП и поли-
фепан зарегистрированы в Российской Федерации и 
разрешены к применению в качестве энтеросорбиру-
ющих средств [8]. Хитозан широко применяется как 
биологически активная добавка к пище [3].

В работе был использован хитозан с молекуляр-
ной массой 200 кДа, степенью дезацетилирования 
90 %. Частицы хитозана получали методом ионо-
тропного гелеобразования [5]. К раствору хитозана в 
1,5 % уксусной кислоте добавляли дробно 10 % рас-
твор сульфата натрия до образования опалесценции. 
Полученные частицы отделяли центрифугированием 
30 мин при 3000 об/мин. Выход частиц составлял 
8–10 %. 

Таблетки активированного угля измельчали рас-
тиранием в ступке до тонкодисперсного состояния. 
Полисорб и полифепан не подвергались предвари-
тельной обработке.

В качестве лиганда были использованы анти-
токсические иммуноглобулины (АТ/ИГ), получен-
ные из сыворотки крови кроликов породы шин-
шилла, иммунизированных очищенным холерным 
токсином, прошедшим контроль специфической 
стерильности. Выделение иммуноглобулинов осу-
ществляли путем фракционирования 3 М раствором 
сернокислого аммония с последующим отделением 
сформировавшегося осадка центрифугированием 
и освобождением глобулиновой фракции от серно-
кислого аммония методом гель-хроматографии на 
колонке с сефадексом G-50.

Концентрация белка (определяли спектрофото-
метрически при длине волны 260 и 280 нм) составля-
ла 45,15 мг/мл. Содержание кожных антитоксических 
единиц по Крейгу – 16000 в 1 мл. Специфическая 
активность в дот-иммуноанализе (ДИА) – 1:2000, 
реакции диффузной преципитации (РДП) – 1:64. 
Полученные иммуноглобулины в РДП и ДИА не да-
вали кросс-реакций с О-антигеном Буавена. 

Иммобилизацию лигандов на сорбционных ма-
трицах осуществляли методом адсорбции. Образцы 
сорбентов помещали в стеклянную химическую по-
суду, добавляли раствор иммуноглобулинов в соот-
ношении 1:5 (вес/объем). Взвеси инкубировали при 
комнатной температуре в течение 1,5–2 ч при посто-
янном перемешивании на магнитной мешалке, после 
чего осадок отделяли центрифугированием, а затем 
дважды отмывали 1,5 М раствором натрия хлорида.

Способность иммобилизованных антитокси-
ческих иммуноглобулинов взаимодействовать с хо-
лерным токсином изучали в тестах in vivo и in vitro. 
Токсиннейтрализующую активность определяли в 
кожной пробе Крейга. Для этого из 10 % суспензий 
полученных сорбентов делали ряд последователь-
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ных двукратных разведений в 1,5 М растворе натрия 
хлорида, затем к 0,2 мл каждого разведения добав-
ляли 0,2 мл рабочего разведения холерного токсина, 
содержащего 2 кожные дозы в 1 мл. Смесь инкуби-
ровали 1 ч при 37 °С и вводили внутрикожно в депи-
лированную кожу кроликов породы шиншилла весом 
2,5–3 кг. В качестве контроля использовали 2 кожные 
дозы холерного токсина в том же объеме.

Специфическую активность лиганда in vitro 
определяли в ДИА и РДП. РДП проводили в 1 % ага-
ровом геле («Difco», США). В центральную лунку 
вносили 0,1 мл холерного токсина в концентрации 
по белку 1 мг/мл, в периферические лунки – после-
довательные разведения 10 % суспензий полученных 
образцов от 1:2 до 1:64. Реакцию учитывали визуаль-
но через 24–48 ч по сформировавшимся линиям пре-
ципитации. 

Постановку ДИА осуществляли на нитроцел-
люлозных мембранах 0,22 мкм («Millipore», США), 
сенсибилизированных холерным токсином в концен-
трации 2 мкг/мл в фосфатно-солевом буфере (ФСБ) 
рН (7,3±0,1) в течение 2 ч при температуре 37 °С. 
Неспецифические связи блокировали 3 % раство-
ром бычьего сывороточного альбумина (БСА) на 
ФСБ. Разведения исследуемых образцов наносили в 
объеме 2 мкл. Мембраны инкубировали 1 ч при тем-
пературе 37 °С. Реакцию проявляли протеином А, 
сорбционно связанным с гидрозолем золота (размер 
частиц 15–17 нм). Результаты учитывали визуально.

Результаты и обсуждение

Одним из основных требований к сорбционным 
матрицам является высокая сорбционная емкость 
(активность). В связи с чем, первым этапом работы 
было определение данного параметра у взятых в экс-
перимент образцов.

Для расчета сорбционной емкости определя-
ли содержание непрореагировавшего белка в су-
пернатанте, который рассчитывали по формуле 
Калькара [8]:

X = 1,45×D(280) – 0,75×D(260),
где X – содержание белка, мг/мл; D(280) – опти-

ческая плотность раствора при длине волны 280 нм; 
D(260) – оптическая плотность раствора при длине 
волны 260 нм.

Сорбционную емкость сорбентов определяли по 
формуле:

где Сн – начальная концентрация белка в раство-
ре, мг/мл; Ск – конечная концентрация белка в рас-
творе, мг/мл; m – навеска сорбента, г; V – объем рас-
твора белка, л.

Степень извлечения белка из раствора определя-
ли по формуле:

В результате проведенных экспериментов уста-
новлено, что наибольшей сорбционной емкостью и 
степенью извлечения белка по отношению к анти-
токсическим иммуноглобулинам обладал поли-
сорб. Значения изучаемых параметров составили  
44,65 мг/мл и 98,89 % соответственно.

Сорбционная емкость и степень извлечения бел-
ка у полифепана и хитозана находились на уровне 
37,55 мг/мл, 83,2 % и 21,6 мг/мл, 52,15 % соответ-
ственно. Уголь активированный характеризовался 
наименьшими значениями указанных параметров – 
16,95 мг/мл, 37,5 %.

Следующим этапом нашей работы было изуче-
ние специфической активности лиганда. Токсин
нейтрализующая активность иммуноглобулинов им-
мобилизованных на полисорбе (АТ/ИГ–полисорб) 
определялась в разведении 1:64000, на сорбентах 1, 
3 и 4 – 1:32000. Специфическая активность АТ/ИГ–
полисорб в ДИА составила 1:10000, на активирован-
ном угле, полифепане и хитозане – 1:5000. Реакция 
диффузной преципитации была отрицательна для 
всех испытуемых образцов, что свидетельствовало 
об отсутствии свободных антительных компонен-
тов в системе сорбент-иммуноглобулин.

Полученные результаты объясняются, прежде 
всего, структурными особенностями сорбционных 
матриц. Так, основным свойством гранулирован-
ных углеродных энтеросорбентов является наличие 
развитой внутренней структуры, обеспечивающей 
большую площадь взаимодействия [1]. Угольные 
сорбенты обладают достаточно мощной системой 
транспортных пор и, следовательно, хорошей кине-
тикой сорбции. Однако эти свойства проявляются в 
отношении веществ с молекулярной массой порядка 
10–30 кДа. Молекулярная масса иммуноглобулинов 
находится в пределах 150–1000 кДа, что и определя-
ет низкие показатели сорбционного процесса.

Присутствие в составе полифепана двух мезопо-
ристых структур предполагает успешную адсорбцию 
крупных глобул биологически активных веществ [6], 
но наличие в этих структурах полярных и неполяр-
ных функциональных групп приводит к конкурент-
ному взаимодействию молекул селективного компо-
нента и растворителя и, как следствие, к снижению 
показателей адсорбционной активности. 

Высокая сорбционная активность хитозана обу-
словлена наличием в его молекуле реакционноспо-
собных амино- и гидроксильных групп [4], что опре-
деляет его способность связывать значительные ко-
личества органических водорастворимых веществ.

Адсорбция белковых молекул на полисорбе обе-
спечивается на поверхности сорбционной матрицы, 
а не в порах, как у большинства других сорбентов. 
Активные центры на поверхности частиц сверхди-
сперсных кремнеземов представлены, в основном, 
Si-OH группами, с которыми происходит взаимодей-
ствие пептидных групп в структуре белка [6], что обе-
спечивает высокие показатели иммобилизации анти-
токсических иммуноглобулинов на данном сорбенте.
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Важной характеристикой для любых сорбци-
онных матриц, а для матриц с иммобилизованным 
биологически активным компонентом особенно, яв-
ляется способность к агрегации. Изучение указан-
ных свойств полученных образцов антитоксических 
сорбентов с помощью цифрового микроскопа USB 
DigiMicro Scale при увеличении в 200 раз (рисунок) 
показало, что специфические сорбенты на основе ак-
тивированного угля (а) и хитозана (г) представляют 
собой более однородные суспензии, в то время как 
полифепан (б) и полисорб (в) склонны к образова-
нию крупных агрегатов.

При разработке систем доставки биологически 
активных веществ большое внимание следует уде-
лять стабильности при хранении без потери биоло-
гической активности. Изучение свойств полученных 
сорбентов показало, что их взвеси в 1,5 М растворе 
натрия хлорида находятся в состоянии динамическо-
го равновесия, то есть в жидкой среде происходят 
процессы сорбции-десорбции иммуноглобулинов. 
При этом доля десорбируемых иммуноглобулинов 
составляла в среднем для угля активированного 
22,18, полифепана – 22,7, полисорба – 14,17, хито-
зана – 8,4 %. 

Для стабилизации свойств полученных сорбен-
тов был применен метод лиофилизации на сублимаци-
онной установке Heto PowerDry PL 9000/-50/-90/HSC 
(«Heto-Holten», Дания), продолжительностью 24 ч. 
В качестве модельных объектов были выбраны АТ/
ИГ–полисорб и АТ/ИГ–хитозан. В качестве стабили-
затора использовали гликокол. Лиофилизированные 
образцы представляли собой хорошо сформирован-
ные пористые таблетки, растворявшиеся в воде в те-
чение 1 мин. Изучение специфической активности 
лиофилизированных образцов АТ/ИГ–полисорба и 
АТ/ИГ–хитозана в ДИА доказало сохранение их био-
логических свойств на исходном уровне 1:10000 и 
1:5000 соответственно. 

Таким образом, сравнительный анализ физико-
химических и биологических свойств четырех сорб-
ционных матриц показал, что все они пригодны для 
конструирования антитоксических энтеросорбентов. 
Однако, по нашему мнению, перспективными для 
дальнейшей работы все-таки являются полисорб, 
продемонстрировавший самые высокие показатели 
сорбционной емкости, степени извлечения белка, 

специфической активности, и хитозан, главным пре-
имуществом которого, несмотря на его умеренную 
сорбционную активность, является стабильность 
свойств суспензии, нетоксичность, биосовмести-
мость и биодеградируемость.
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Изучение агрегационной способности антитоксических сорбен-
тов (USB DigiMicro Scale х200):
а – уголь активированный; б – полифепан; в – полисорб; г – хитозан


