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Создание ранозаживляющих препаратов на основе ферментов и других терапевтиче-
ских агентов является актуальной задачей современной медицинской биотехнологии.  
Показано, что ферменты являются наиболее лабильными компонентами в разрабатывае-
мых препаратах. В качестве носителя предложено использовать диальдегидцеллюлозу, 
стабилизирующее вещество хитозан и его производные. 

С использованием различных физических и физико-химических методов анализа показа-
но изменение основных физических и биохимических параметров, влияющих на процесс 
получения, хранения и использования производимых биологически активных медицинских 
перевязочных материалов. Полученные результаты могут использоваться при разработке 
и промышленном выпуске медицинских биологически активных перевязочных материалов. 
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The creation of wound healing drugs based on enzymes and other therapeutic agents is an urgent 
task of modern medical biotechnology. It has been shown that enzymes are the most labile 
components in the studied preparations. It is proposed to use dialdehyde cellulose, a stabilizing 
substance chitosan and its derivatives as a carrier. 

Using various physical and physic-chemical methods of analysis, changes in the basic physical 
and biochemical parameters affecting the process of obtaining and using biologically active medical 
dressings materials are shown. The results obtained can be used in the development and industrial 
production of medical biologically active dressings materials.
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Введение

Перевязочные материалы для лечения гнойно-некротических и ожоговых ран занимают 
значительное место среди медицинских изделий с терапевтическим эффектом. Подобные 
материалы применяются локально, что подразумевает направленное (целевое) действие ак-
тивного вещества, способны ускорять процесс заживления и регенерации поврежденных 
тканей за счет препаратов, которые могут быть включены в эти композиции [1, 2].
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Применение перевязочных материалов определяется избирательным воздействием введен-
ных в них лекарственных средств, специфичностью их действия, характером патологического 
процесса. Для лечения гнойных ран показано применение иммобилизованных полифермент-
ных препаратов протеаз в сочетании с различными терапевтическими средствами [2, 3]. 

Известен положительный эффект влияния антиоксидантов на заживление гнойных ран, 
ожогов, трофических язв и их предотвращение [2, 4, 5]. В настоящее время установлено, что 
возникновение и развитие широкого круга воспалительных заболеваний сопровождается 
активацией свободно-радикальных реакций (СРР) перекисного окисления липидов (ПОЛ), 
денатурации белков и нуклеиновых кислот. Образующиеся в клетке первичные радикалы 
могут инициировать вторичные свободно-радикальные реакции, вступая во взаимодействие 
с различными клеточными компонентами: белками, нуклеиновыми кислотами и липидами. 
В результате этих СРР происходит деградация молекул-мишеней с образованием более или 
менее стабильных продуктов реакций, идентификация и определение количества которых 
может быть параметром или маркером, определяющим скорость СРР. В настоящее время 
хорошо известно, что возникновение и развитие широкого круга различных заболеваний 
сопровождается активацией СРР. Не составляют исключения и процессы, протекающие 
при заживлении ран [6–9]. Широкое распространение синдрома активации СРР привело 
к тому, что в литературе появился термин «воспалительные заболевания, вызванные свобод-
ными радикалами» [10].

Процесс заживления ран, особенно стадия воспаления, идет в условиях активации СРР 
[11]. Гиперпродукция в ране свободных радикалов, снижение активности эндогенных анти-
оксидантов сдвигают существующее в норме равновесие в сторону ускорения СРР, что яв-
ляется патогенетическим обоснованием применения экзогенных ингибиторов СРР в каче-
стве препаратов, способствующих быстрейшему заживлению раны. Имеется ряд сообщений 
об антиоксидантной терапии ран [11, 12].

С момента образования раневого дефекта отмечается существенное уменьшение актив-
ности сбалансированной эндогенной системы АО (антиоксидант). Нарушение регуляции 
свободно-радикальных процессов усугубляется в хронической ране, формирование которой 
может быть следствием нарушения венозного и артериального кровотока, метаболических 
нарушений (диабет), и/или иммунологических нарушений [4, 12–14]. Все хронические раны 
характеризуются незавершенным воспалением [12].

Современные раневые биологически активные покрытия должны обладать целым комплек-
сом свойств [2, 6], обеспечивающих лечебный эффект на каждой стадии раневого процесса 
[15, 16]. Для создания таких материалов целесообразно использовать многокомпонентные ком-
позиции, составляющие которых или их сочетания обеспечивают достижение заданных свойств 
перевязочных материалов. Применение ферментсодержащих хитозановых композиций в ка-
честве покрытий на рану позволит достичь комплексного результата – осуществить пролон-
гированную энзимотерапию, антимикробное воздействие и эффективное удаление некротиче-
ских масс. Однако эти сообщения о современной тенденции создания биологически активных 
материалов для хирургии носят в основном предварительный характер. Многие исследования 
и разработки после их создания еще не вышли из стен лабораторий, а сами материалы не 
прошли токсикологические и медико-биологические исследования [2, 6, 17].

На российском рынке промышленных ферментов, особенно медицинского назначения, 
в настоящее время ощущается дефицит ферментов и ферментных препаратов [18]. Расти-
тельные цистеиновые протеазы являются легкодоступными, относительно дешевыми, про-
мышленно выпускаемыми и широко применяемыми в медицине и косметологии фермента-
ми. Главным их недостатком являются неустойчивость к воздействию денатурирующих 
факторов окружающей среды, они легко инактивируются при хранении и использовании, 
поэтому целесообразно их иммобилизовать в присутствии стабилизатора на матрице раз-
личных носителей [19, 20]. Иммобилизация должна приводить к увеличению термической 
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стабильности фермента, дать возможность осуществлять его адресную доставку, фиксацию 
в определенном участке организма. Основная проблема – потеря биологической активности 
при иммобилизации, хранении и в процессе использования [2, 21].

Несмотря на многие сложности в работе с иммобилизованными биологически активны-
ми соединениями, создание терапевтических повязок с включением различных терапевти-
ческих агентов (в том числе и ферментов) является очень перспективным и развивающимся 
направлением медицины. Возможность фиксации терапевтического агента на подходящем 
носителе позволяет уменьшить расход лекарственного препарата в 10–30 раз, предупреждая 
побочные реакции и снижая стоимость готовой продукции, что делает ее доступной для 
простого населения. Разрабатываемые материалы для лечения ран, содержащие антиокси-
данты, биоциды и ферменты, длительное время (не менее 3 лет) должны сохранять свою 
биологическую активность, как антиоксидантную, так и протеолитическую, способствовать 
формированию грануляционной ткани и началу краевой эпителизации после первых суток 
применения, отличаться существенным уменьшением болевых ощущений за счет отсутст-
вия адгезии материала на ране, пролонгированным действием и сокращением сроков за-
живления ран [2, 11, 19].

Одной из основных проблем в технологии производства медицинских материалов, содер-
жащих биологически активные соединения для лечения ран различной этиологии, является 
потеря их биологической активности при изготовлении (иммобилизации), стерилизации, 
использовании и хранении препаратов. Обычно активность снижается при эксплуатации 
системы пациентами под воздействием температуры тела человека, рН раны, различных 
ингибиторов и т. д. [2, 21, 22]. 

Сложность производства подобных материалов состоит и в том, что разработчик должен 
обеспечить необходимое и контролируемое высвобождение активного соединения (терапев-
тического агента – ТА), одновременно сохраняя другие свойства ранозаживляющих компо-
зиций [2, 23]. Одним из таких свойств является биологическая активность, которая должна 
быть максимально реализована в ране, так как подобные биоматериалы являются одноразо-
выми инструментами с небольшим сроком действия [2, 21]. 

При разработке и изучении свойств ранозаживляющих препаратов биологическая актив-
ность терапевтической композиции обычно исследуется со стороны трех составляющих: 
протеолитической активности (способность препарата очищать рану от некротических и не-
жизнеспособных клеток, раневых экссудатов, гнойных детритов, сгустков крови), антиокси-
дантной активности (предупреждение развития свободно-радикальных реакций в процессе 
перекисного окисления липидов в очаге воспаления) и антибактериальных свойств (нейтра-
лизация и сорбция микробных клеток, активация фагоцитов и макрофагов) [2, 5, 15, 16]. 
Очень остро стоит вопрос о минимальном и максимальном количестве единиц фермента-
тивной, антиоксидантной и биоцидной активности на единицу изделия.

Сложность изучения лекарственных материалов, направленных на терапию гнойно-не-
кротических ран, заключается и в том, что необходимо проанализировать не только изме-
нение биологической активности каждого отдельного компонента ранозаживляющей ком-
позиции при иммобилизации, высушивании, хранении и применении терапевтического 
средства, но и влияние компонентов препарата друг на друга. Кроме того, при разработке 
многофункциональных терапевтических покрытий важно учитывать механизм работы ак-
тивных веществ ранозаживляющей композиции, их возможность воздействовать на не-
сколько мишеней воспаления одновременно, при этом обладая высокой специфичностью 
и обеспечивая должный фармакологический эффект [24].

Создание многоцелевых перевязочных лечебных материалов для ран и ожогов позволяет 
заменить прием нескольких средств, способствующих ранозаживлению, уменьшить нагруз-
ку на организм человека за счет комплексной терапии и снизить риски возникновения 
осложнений при несовместимости с другими лекарственными веществами при раздельном 
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применении, поэтому исследование свойств и синтез материалов на основе различных по-
лимеров с иммобилизованными ферментами, антиоксидантами и биоцидами является очень 
актуальной проблемой в современной медицине [1–3, 11, 19, 22, 23].

В настоящее время существует большое количество различных форм препаратов для ле-
чения ран. Средства для ранозаживления преимущественно представляют собой перевязоч-
ные материалы (марлю, сетку, трикотаж, нетканый материал) с иммобилизованными терапев-
тическими агентами, а также порошки, пленки, губки, гидроколлоиды, гели, пасты и компа-
унды из различных материалов [25–27], применяемые в зависимости от степени тяжести ра-
невого поражения. 

Определяющая роль в ранозаживлении принадлежит носителю, на котором иммобилизо-
вано лекарственное средство. От него зависят скорость и полнота высвобождения действу-
ющего вещества в организме, степень терапевтической эффективности препарата [2, 12, 13].

Один из самых распространенных видов материалов для обработки раны основан на цел-
люлозе и ее производных [1, 4]. Она гидрофильна, имеет большое количество гидроксиль-
ных групп, поэтому легко подвергается активации. Модификация целлюлозы обеспечивает 
различные ее свойства. Материалы на основе перйодат-окисленной целлюлозы (диальде-
гидцеллюлоза-ДАЦ), содержащие различные терапевтические агенты, могут быть использо-
ваны в виде аппликаций, ваты, корпии или порошка, как перевязочные или косметологи-
ческие средства для лечения и профилактики пролежней, гнойно-некротических, ожоговых 
и других ран. Для стерилизации иммобилизованных БАВ нами используется гамма-облуче-
ние в дозе 25 кГрей при 293 К. Разрабатываемые препараты являются раневыми покрытия-
ми нового типа, они позволяют снизить лекарственную нагрузку (до 10–30 раз), сокращают 
сроки заживления ран в 1,5–2,0 раза, не вызывая аллергических реакций [2]. 

Цель данного исследования – выявление причин инактивации использованных ТА (в пер-
вую очередь ферментов) в процессе создания, хранения и использования биологически  
активных перевязочных медицинских материалов.

Материалы и методы
В работе использовали: хитозан (Хт) производства НПО «Биопрогресс» (г. Щелково, 

Московская область (МО), РФ) (влажность препарата 10 %, степень деацилирования 80,0 %; 
кинематическая вязкость не менее 383,7 сСт; молекулярная масса около 500 кДа); папаин 
(Пап) (Китай) 600 TU/mg (протеолитическая активность по казеину 0,4 ПЕ/мг; активность 
по BApNa 0,1 нМоль/мг∙мин; активность по азоколлу 20 ЕД/мг; L-цистеин – «Диаэм» 
(Швейцария), ХЧ; формальдегид – 37 % масс. водный раствор (Sigma – Aldrich, USA); 
BApNA – Nα-бензоил-DL-аргинин-п-нитроанилид (Acros organics, Lot A0307386); казеин по 
Гаммерстену (Sigma – Aldrich, USA); ДФПГ – 2,2-дифенил-1-пикрилгидразила DPPH  
(0.2 mМol/l) (производство – Aldrich) был приготовлен в 96 %-м этаноле. 

Все остальные реактивы, если не оговорено особо, отечественного производства, квали-
фикации не ниже ХЧ.

Спектры ИК получали на ИК Фурье-спектрометре Nicolet 380 (Thermo Scientific, США) 
методом НПВО (нарушенного полного внутреннего отражения) в диапазоне 550–4000 см-1 
на приставке, где в качестве оптического материала используется кристалл селенида цинка 
(ЦКП РХТУ им. Д.И. Менделеева).

УФ-вид измерения выполнялись с помощью регистрирующего спектрофотометра фирмы 
Shimadzu UV-2600 (Япония) в термостатируемой ячейке (ТСС-240А).

Дзета-потенциал и средний размер частиц были измерены на приборе Zetasizer Nano ZS 
(Malvern Instruments, Великобритания).

Ферментативные активности определяли аналогично [2, 22], используя в качестве суб-
страта либо казеин, либо азоколл, либо BApNa в 1/15М фосфатном буфере (ФБ) рН 8.0.

Для определения антиоксидантной активности (АОА) использовали реакцию со стабиль-
ным свободным радикалом 2,2-дифенил-1-пикрилгидразилом (ДФПГ) [19, 22].
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Иммобилизацию на нерастворимые носители проводили аналогично [2].
Иммобилизацию в хитозан проводили, сливая растворы заданной концентрации Хт и ТА. 
Для получения препаратов в виде пленок раствор необходимого состава наносили пипе-

тманом на чистую полиэтиленовую подложку и высушивали на воздухе, хранили в закрытом 
виде при комнатной температуре, в темноте. В специально проведенных опытах было уста-
новлено отсутствие влияния полиэтиленовой подложки на ферментативные активности ис-
пользованных энзимов.

Поверхность препаратов исследовали с использованием микроскопа JSM JEOL 6510LV 
(JEOL, Япония). Подготовку образцов осуществляли путем нанесения на них слоя платины 
толщиной 10 нм на установке магнетронного напыления JFC-1600 (JEOL, Япония). 
Напыление проводили в вакууме (5 Па) при токе 30 мА и продолжительности 20 с. В каче-
стве продувочного газа использовали аргон. Съемку образцов проводили в режиме вторич-
ных электронов при ускоряющем напряжении 15 кВ.

Исследования по методу сканирующей электронной микроскопии выполнялись на обо-
рудовании Центра коллективного пользования РХТУ им. Д.И. Менделеева.

Образцы для АСМ были получены следующим образом: волокно расщеплялось на от-
дельные нити и закреплялось на сапфировой подложке с помощью двустороннего скотча.

Сканирование проводилось в нескольких местах и в разных масштабах, для того чтобы 
убедиться в показательности полученных АСМ-изображений. Для изучения характеристик 
поверхности целлюлозных волокон был использован атомно-силовой микроскоп Ntegra 
Prima (NT-MDT, Россия, г. Зеленоград), который был оснащен сканером и кремниевым 
кантелевером HA_NC Etalon (длина консоли 124 мкм, силовая константа 3,5 Н/м, резо-
нансная частота 140 кГц). Радиус закругления иглы – менее 10 нм в соответствии с произ-
водственной спецификацией. Все изображения были получены на воздухе при комнатной 
температуре с относительной влажностью образцов менее чем 5 %. Сканирование в режиме 
реального времени проводили со скоростью сканирования 1,0 Гц. Обработка полученных 
изображений проводилась с помощью программного комплекса NOVA и Image Analysis.

Экспериментальная часть
В предыдущих [2, 11, 19, 21, 22, 29] наших работах был обоснован выбор в качестве носи-

теля ТА перйодат-окисленной целлюлозы (ДАЦ) с иммобилизованным на ней хитозаном (Хт). 
Для выяснения возможных схем строения создаваемых препаратов на основе ДАЦ-Хт-ТА 
и их поведения в растворе (модель гнойной раны) в качестве моделей нами были взяты сами 
носители, ТА- и Хт-пленки, содержащие и не содержащие как индивидуальные ТА, так и их 
различные комбинации [30].

Химия полимерных лекарственных препаратов – интенсивно развивающаяся область на-
уки, позволившая осуществить прорыв в лечении гнойных ран, наиболее опасных вирусных 
и онкологических заболеваний [2, 31]. В соответствии с классической теорией, предложен-
ной Х. Рингсдорфом в середине 1980-х гг., физиологически активные полимеры (ФАП) 
прививочного типа можно синтезировать путем присоединения терапевтического агента 
(ТА) к полимеру-носителю гидролизуемой химической связью (рис. 1) – депо-препараты.

Причем в первоначально предложенной схеме носитель должен быть инертным. В совре-
менных депо-препаратах спейсер может отсутствовать, и ТА может быть напрямую иммоби-
лизован на носителе. В качестве спейсера может быть использован какой-либо ТА или 
пролекарство (в нашем случае это ДАЦ и хитозан). И, по современным представлениям, 
создаваемый препарат может (должен) содержать не один, а несколько ТА [5, 7, 11]. В ка-
честве носителя в данной работе использовалась ДАЦ, спейсера – хитозан, а ТА – фермен-
ты (различные протеазы), биоциды (мирамистин) и антиоксиданты (мексидол, дигидрок-
верцетин). Ранее нами была показана необходимость использования спейсера при иммоби-
лизации ферментов (наиболее лабильных ТА) на целлюлозу и особенно ее производные 
(ДАЦ) [2, 21, 30].
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На рис. 2 приведены значения падения ферментативной активности (А/Ао) иммобилизо-
ванных на ДАЦ протеаз в процессе иммобилизации, высушивания и хранения.

Рис. 1. Строение иммобилизованных препаратов (депо-препараты) по Х. Рингсдорфу
1 – полимер-носитель; 2 – терапевтический агент; Х – ковалентная связь между  

полимером-носителем и спейсером; Х' – химическая связь между спейсером и ТА

 X – X' –  TA

1

2

Рис. 2. Падение ферментативной активности (А/Ао) ряда протеаз в процессе хранения 
при комнатной температуре, в темноте (в скобках указано количество альдегидных групп 

мМ на грамм носителя)
1 – ДАЦ (0.28)-Хт-ПК – протеолитический комплекс из гепатопанкреаса краба, иммобилизованный 
на ДАЦ в присутствии хитозана; 2 – ДАЦ (0.3)-Tр – трипсин, иммобилизованный на ДАЦ;  
3 – ДАЦ (0.28)-Хт-Cys-Брм – бромелаин, иммобилизованный на ДАЦ в присутствии хитозана и ци-
стеина; 4 – ДАЦ (0.28)-Брм – бромелаин, иммобилизованный на ДАЦ; 5 – ДАЦ (0.28)-Хт-Пап-Cys – 

папаин, иммобилизованный на ДАЦ в присутствии хитозана и цистеина 

Время, мес

Рис. 1. Строение иммобилизованных 
препаратов (депо-препараты) по Х. 
Рингсдорфу; где: 1 – полимер-носитель; 2 – 
Терапевтический агент; Х – Ковалентная 
связь между полимером-носителем и 
«спейсером»; Х' – химическая связь между 
«спейсером» и ТА  

 

 

 

Рис.2. Падение ферментативной активности (А/Ао) ряда протеаз в процессе 
хранения при комнатной температуре, в темноте (в скобках указано 
количество альдегидных групп мМ на грамм носителя). 
1-ДАЦ(0.28)-Хт-ПК – протеолитический комплекс из гепатопанкреаса краба 
иммобилизованный на ДАЦ в присутствии хитозана, 2-ДАЦ(0.3)-Tр – 
трипсин иммобилизованный на ДАЦ, 3-ДАЦ(0.28)-Хт-Cys-Брм – бромелаин 
иммобилизованный на ДАЦ в присутствии хитозана и цистеина, 4-
ДАЦ(0.28)- -Брм – бромелаин иммобилизованный на ДАЦ, 5-ДАЦ(0.28)-Хт-
Пап-Cys – папаин иммобилизованный на ДАЦ в присутствии хитозана и 
цистеина  
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Как было показано ранее [2, 23, 25, 26, 33] при иммобилизации протеаз на ДАЦ различ-
ной степени окисления в процессе высушивания и хранения происходит значительное па-
дение ферментативной активности ферментов. Мы это связываем с отрицательным дейст-
вием альдегидных групп матрицы (либо продуктами их трансформации в процессе получе-
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ния, хранения, использования или стерилизации) на ферменты. Это может происходить 
из-за влияния самой матрицы или ее компонентов, а также продуктов гидролитической 
деструкции в процессе иммобилизации или использования. Чаще всего взаимодействие аль-
дегидсодержащих фрагментов с белками мы подробно рассматривали с позиций взаимодей-
ствия альдегида и аминогрупп аминокислотных остатков белков [2]. Хотя, как было отмече-
но во многих работах, альдегиды вступают в реакцию не только с активным водородом 
аминогруппы белков, но и сульфгидрильных связей, гуаниновых и фенольных групп [32–
34]. Альдегиды в водной среде легко вступают в реакцию с аминогруппами белков (амино-
кислотных остатков) по схеме, представленной на рис. 3. 

Рис. 3. Образование оснований Шиффа
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Рис.  4. -  фотографии поверхности образцов, полученные методом атомно-
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Как следует из полученных данных (см. рис. 2), для тиоловых протеаз (бромелаин и па-
паин) падение ферментативной активности более драматично по сравнению с другими. 
Мы это связываем в первую очередь с модификацией тиоловых групп активного центра 
и инактивацией активатора (цистеин). Как следует из данных литературы [19, 36], количе-
ство цистеиновых остатков в изученных нами ферментах отличается незначительно [7–12]. 
Тиоловая группа цистеина легко подвергается как окислению, так и другим модификациям 
альдегидами [34].

В литературе показано, что взаимодействие ДАЦ и Хт приводит к упорядочению струк-
туры хитозана, и она выше, чем при использовании низкомолекулярных альдегидов. 
Можно предположить, что ввиду большого размера макромолекул диальдегидов окислен-
ных полисахаридов их диффузия в объем образца хитозана затруднена, поэтому модифи-
кация структуры происходит преимущественно в поверхностном и приповерхностном 
слоях, т. е. в меньшей степени, чем это могло бы быть при проникновении ДАЦ в объем 
образца [37]. Известно, что в препаратах диальдегидцеллюлозы альдегидные группы обра-
зуют внутри- и межмолекулярные ацетальные и полуацетальные связи, а также находятся 
в гидратированной форме и в свободном виде. Так, например, в высушенном препарате 
диальдегидцеллюлозы около 75 % альдегидных групп находятся в виде ацеталей, а 25 % – 
в свободном виде или в виде полуацеталей [37–40]. Отмечена их высокая реакционная 
способность. 

Как было установлено в работе [37], после взаимодействия Хт с низкомолекулярными 
альдегидами (формальдегид, ацетальдегид, глутаровый диальдегид) не остается доступных 
аминогрупп в молекуле Хт, а после взаимодействия Хт и ДАЦ остается 60–65 % свободных 
аминогрупп. Это было подтверждено и в наших работах [30].

На рис. 4 и 5 приведены данные, полученные методами атомно-силовой микроскопии 
и сканирующей электронной микроскопии соответственно. Анализ данных показал, что 
иммобилизация ТА происходит на поверхности волокна целлюлозы. Как видно из получен-
ных данных, при перйодатном окислении на поверхности целлюлозы возникают каверны 
(трещины, разрывы), которые в процессе длительной гидролитической деструкции исчеза-
ют (см. рис. 5). Это может подтвердить выдвинутое нами предположение о переходе в рас-
твор конгломератов, содержащих окисленные группы целлюлозы [2, 21, 30]. Причем увели-
чение степени окисления ДАЦ, рН и температуры раствора увеличивает скорость гидроли-
тической деструкции [38].
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Альдегидные группы и ковалентно (химически) связанные с ДАЦ ТА распределены по 
макромолекуле неравномерно. При гидролитической деструкции производных ДАЦ в раствор 
переходят прежде всего участки с высокой концентрацией ТА – короткие олигомеры с 1–2 
молекулами ТА. В дальнейшем в раствор переходят все более крупные олигомеры [2, 38].

Как видно из рис. 4, окисление целлюлозы приводит к уменьшению ребристости струк-
туры, что, вероятно, вызвано отщеплением фрагментов в результате разрывов в структуре 
матрицы. Иммобилизация хитозана на носитель делает поверхность ДАЦ более бугристой, 
размеры конгломератов хитозана на поверхности волокон целлюлозы достигают 400 нм.

Анализ строения целлюлозных волокон, полученных с помощью СЭМ, также показывает 
нарушение структуры нативной целлюлозы после перйодатного окисления. Данный факт 
неоднократно обсуждался в литературе [38], и с ним, на наш взгляд, связано изменение 
санитарно-химических и механических свойств перйодат-окисленной целлюлозы по срав-
нению с нативной целлюлозой [2]. Иммобилизация Хт на поверхности целлюлозы идет с обра-
зованием различных конгломератов. Иммобилизация на поверхности ДАЦ-Хт фермента 
ведет к появлению более упорядоченной структуры конгломератов.

                               ДАЦ                                                                    ДАЦ-Хт 

Рис. 4. Фотографии поверхности образцов, полученные  
методом атомно-силовой микроскопии
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В литературе и нами было показано, что в процессе гидролитической деструкции целлю-
лозы и ДАЦ в водной среде при физиологическом значении температуры и pH образуются 
различные соединения. Нами было показано [30], что продукты гидролитической деструк-
ции ДАЦ обладают антиоксидантыми и антимикробными свойствами. То есть ДАЦ сама 
является пролекарством. Для изучения гидролитической деструкции образцы целлюлозных 
носителей помещались в модельную среду 1/15М ФБ (рН 6.2 и 37 ºС) на определенные вре-
менные отрезки. Для детализации анализа был сделан широкий ряд спектров ДАЦ в течение 
1, 2, 4, 6, 24, 48 ч. Полученные данные приведены на рис. 6.

Как видно из рис. 6, при помещении препаратов ДАЦ в модельную среду (1/15М ФБ рН 
рН 6.2 и 37 °С) в растворе появляются различные соединения. Идет распад ДАЦ. Это, с од-
ной стороны, является недостатком наших изделий (бустер-эффект – неконтролируемый 
выход иммобилизованных ТА), но, с другой стороны, эта «ударная доза» ТА и начинает 
терапевтическое действие (в том числе взаимодействие с различными тканевыми ингибито-
рами). Образование сильной химической (амидной) связи между ТА и Хт будет способство-
вать понижению растворимости Хт-конгломератов [30]. В литературе показано, что в ком-
позициях на основе Хт в процессе получения, высушивания и эксплуатации возможно об-
разование различных внутренних амидных связей [30, 41]. 

Увеличение интенсивности плеча спектра в области 240 нм свидетельствует о выделении 
в систему значимого количества осколков матрицы носителя, содержащих карбонильные 
группы [42], а образование и последующая интенсификация пика на 240 нм соответствуют 
енольным формам дикарбоновых соединений [30].

Нами было проведено исследование влияния продуктов гидролитической деструкции ис-
следованных полисахаридных носителей, мономерных звеньев и формальдегида на протео-
литическую активность различных ферментов, входящих в состав ранозаживляющей компо-
зиции. На рис. 7 и 8 в качестве примера использован папаин. На рис. 7 по оси Х отложена 
молярная концентрация формальдегида (мМолей в литре). На рис. 8 по оси Х отложена 

Рис. 5. СЭМ образцов ДАЦ (в скобках указано содержание альдегидных  
групп мМоль/г) при выдерживании в растворе 1/15М ФБ (рН 6,2 и 37 °С)
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     ДАЦ – хитозан-ПК               ДАЦ 72 ч                          ДАЦ 216 ч                         

Рис.  5.  -  СЭМ образцов ДАЦ (в скобках указано содержание альдегидных 
групп мМоль/г) при выдерживании в растворе 1/15М ФБ (рН 6,2 и 37°С) 
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теоретическая концентрация мкМ альдегидных групп, выделившихся с ДАЦ (расчет макси-
мальной концентрации альдегидных групп: навеска ДАЦ, содержащая 0,6 мМ альдегидных 
групп на 1 г ДАЦ, заливалась ФБ 6,2, выдерживалась в термостате 37 ºС 24 ч, к раствору 
фермента добавляли разные аликвоты).

Добавление Хт в систему стабилизирует ферменты от инактивации, что может быть об-
условлено образованием межмолекулярных связей без затрагивания активного центра.

Анализируя полученные экспериментальные данные (часть их представлена на рис. 6, 7, 
8): на рис. 9 показано предположительное строение получаемых нами препаратов на основе 
целлюлозы, хитозана и различных терапевтических агентов.

Рис. 6. УФ-вид спектры раствора 1/15М ФБ, в который была помещена ДАЦ (0,6)  
(вытяжек) при 37 ºС на определенное время. D5 – первоначальный раствор был  

разбавлен в 5 раз
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Рис. 9. Строение композиционных материалов ДАЦ-Хт-ТА

Как нами было установлено, даже при иммобилизации хитозанового геля, содержащего 
тот или иной терапевтический агент, последний может связываться непосредственно с но-
сителем. Это отражается и на константах скорости инактивации при хранении, и также 
была показана убыль ТА из геля (при иммобилизации геля падение биологической актив-
ности в геле после иммобилизации, при сохранении биологической активности контроль-
ного раствора геля). 

Подобная схема (см. рис. 9) обладает рядом достоинств, среди которых: возможность 
совместной иммобилизации соединений, казалось бы, «несовместимых» из-за аннигиляции 
свойств друг друга (протеиназы и белки, например, инсулин), постепенный выход лекарст-
венного средства в рану за счет неравномерной и продолжительной деструкции комплекс-
ного носителя (хитозанового геля и окисленной целлюлозной матрицы), что обеспечивает 
пролонгированное действие препарата, сокращение медикаментозной дозы лекарственного 
средства вследствие постоянного поступления активного вещества в место повреждения [2, 
21]. Таким образом, можно говорить о возможности создания препарата для ранозаживле-
ния с заранее заданными свойствами, о способности прогнозировать выход лекарственного 
средства в рану и разработке материала разной сложности с разнообразным количеством 
лечебных компонентов для более полного и комплексного подхода к лечению ран разной 
природы и на разных стадиях раневого процесса.

В первой фазе раневого процесса патогенетически обоснованно применение тех или 
иных протеолитических ферментов, которые ускоряют очищение раны от гнойно-некроти-
ческого содержимого и способствуют более раннему появлению грануляций и эпителиза-
ции, во второй фазе этого процесса угнетение активности протеолитических ферментов 
в ране с помощью ингибиторов является патогенетически обоснованным, стимулирующим 
процессы регенерации в ране, в несколько раз сокращающим сроки заживления [2].

Как было установлено во Всероссийском научно-исследовательском и испытательном 
институте медицинской техники (ВНИИИМТ), наши перевязочные материалы на основе 
целлюлозы и содержащие разнообразные ТА [2, 11, 29, 43], в том числе поливалентный инги-
битор протеаз, ферменты и разнообразные ферментные комплексы, показали отсутствие ци-
тотоксического эффекта (на половых клетках крупного рогатого скота) и гемолитическую 
активность экстрактов из материалов и изделий. Санитарно-химические испытания экстрак-
тов из наших текстильных материалов показали их химическую стабильность (исследовали 
рН водной вытяжки, содержание восстановительных примесей, органических соединений).

В качестве примера ниже приведена часть полученных  нами данных, в основном для 
самих носителей и иммобилизованных на них моноферментных препаратов. Основная часть 
данных представлена в работах [2, 11, 43].
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Результаты санитарно-химических испытаний
Содержание в водных вытяжках из образцов материалов-носителей (стандартная марля, 

марля, окисленная перйодатом натрия, марля трикотажная, хлопчатобумажное волокно) 
восстановительных примесей, выраженное в объеме 0.02 н. раствора тиосульфата натрия, 
затраченного на их определение, составляло от 0.20 до 0.80 мл (допустимое – 1.00 мл). Изме-
нение рH вытяжек в сравнении с контролем составляло от 0.12 до 0.85 (допустимое ± 1.00); 
рН вытяжек составляло от 5.06 до 6.24 (допустимое 3.0–9.0). Максимальная оптическая плот-
ность в интервале длин волн 220–360 нм составляла от 0.088 до 0.140 (допустимое – 0.300).

Таким образом, результаты санитарно-химических испытаний позволяют отнести ука-
занные материалы к химически достаточно стабильным.

Т а б л и ц а  1

Масса тела и весовые коэффициенты внутренних органов мышей в остром эксперименте при 
внутрибрюшинном введении вытяжек из материалов-носителей и вытяжек из дальцекс-трипсина    

(М ± m )

Показатели

ДАЦ    ДАЦ-Тр

самцы самки самцы самки

контроль опыт контроль опыт контроль опыт контроль опыт

Масса тела
26.390± 
0.929

28.064± 
0.688

27.007± 
0.859 

27.997± 
0.612

28.417± 
0.711

27.960± 
0.810

29.208± 
1.027

27.630± 
0.766

Внутренние 
органы: 

Печень
59.282± 
2.262

62.999±
2.145

132.056± 
54.837

72.079±
2.64

67.013±
1.495

67.771±
1.712

56.861±
1.686

59.483±
1.875

Селезенка
6.521± 
0.860

7.353± 
0.99

14.677±
2.60

13.012±
1.23

11.860±
0.824

12.950±
1.254

7.169±
1.216

7.441±
0.719

Почки
15.404± 
0.382

15.297± 
0.339

13.737±
0.930

12.535±
0.390

12.612±
0.550

12.612±
0.389

14.927±
0.478

15.034±
0.272

Цитотоксическое действие активированных носителей и препаратов на их основе изуча-
ли по тесту выживаемости клеток в культуре клеток линии Hela.

Метод
Приготовление вытяжек из образцов с дальцекс-трипсином проводили в среде «Игла» в те-

чение 7 суток при температуре 37 °С. Соотношение образца и объема жидкости (питательной 
среды) составляло 1 см2 : 1 мл. Длительность обработки клеток экстрактом – 24 часа.

Эксперименты проводили на культуре клеток линии Hela, растущих в монослое, в стадии 
логарифмического роста. Для этого суспензию одиночных клеток высевали в чашки Карреля 
в концентрации 200.000 клеток/чашка и инкубировали в течение 3 суток. На третьи сутки 
культивирования питательную среду заменяли экстрактом и оставляли на 24 часа при тем-
пературе 37 °С. После окончания экспозиции монослой клеток Hela трипсинизировали, раз-
водили в свежей питательной среде и высевали в концентрации 200.000 клеток в новые 
чашки Карреля. Через 4 суток инкубации культуру снимали со стекла, определяли коэффи-
циент прироста популяции: отношение количества выросших клеток к числу посеянных. 
Величина коэффициента прироста является  хорошим  показателем  цитотоксического  дей-
ствия  любого повреждающего агента, так как гибель клеток всегда сопровождается сниже-
нием коэффициента прироста.

Результаты экспериментов (табл. 2) показывают, что цитотоксический эффект не наблю-
дается при воздействии экстрактов из образцов с ДАЦ-Тр.
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Т а б л и ц а  2

Показатели крови у крыс в хроническом эксперименте при подкожном введении  
вытяжек после восстановительного периода, (М±m)

Показатели крови
самцы самки

фон контроль опыт фон контроль опыт

Лейкоциты, 109/л
Эритроциты, 1012/л
Гемоглобин г/л
Белок сыворотки %
Белковые фракции 
сыворотки %:
Альбумины
α-1-глобулины
α-2-глобулины 
β-глобулины
γ-глобулины
Глюкоза, ммоль/л
Холестерин, ммоль/л
ТГ, ммоль/л
Билирубин, мкмоль/л
СМ, Е
Мочевина, ммоль/л
Креатин, мкмоль/л
АЛТ, Е/л
АСТ, Е/л
ГГТ, Е/л
ЩФ, Е/л
ЛДГ, Е/л

11.1±1.1
8.5±0.5
130±0.9
8.2±0.6

44±1.2
14±0.7
 9±0.8
24±0.7
 9±1.3

27.0±0.1
4.25±0.2
2.6±0.06
2.3±0.2

0.200±0.006
12±0.85
192±5.1
53±3.3
200±1.0
2.9±0.5
380±0.5

1513±347

18.9±0.9
9±0.3

144±5.0
8.6±0.1

36±1.1
18±0.9
9±0.5
24±0.9
13±0.7
26±2.5
4.0±0.7
2.8±0.4
2.4±1.1

0.222±0.004
14±2.6
226±3.0
63±3.1
168±15
2.4±0.4
390±28

1940±217

19±1.4
9±0.3

150±5.3
8.4±0.09

39±2.4
18±0.9
9±0.5
22±1.6
12±1.5
25±5.1
4.7±0.3
2.4±0.4
 2.3±1.9

0.240±0.06
15±1.1
220±4.4
61±6.5
160±6.6
2.2±0.7
378±32

1799±211

12.9±1.2
7.6±0.2
130±13
8.1±0.2

44±1.9
16±1.2
10±0.4
23±0.5
7±0.08
27±0.3
4.2±0.2

 1.7±0.07
2.0±0.8

0.200±0.06
15±1.7

–
63±1.0

218±10.8
2.4±0.2
371±11

1929±213

17±1.3
9±0.2

137±2.6
8.7±0.1

37±1.9
16±0.7
9±0.9
25±0.6
13±1.2
26±3.3
4.0±0.4
1.9±0.2
2.8±0.9

0.244±0.004
12±1.6
257±8.2
70±8.2
217±8.9
2.2±1.2
392±70
2383±87

17±1.0
9±0.1

140±2.9
9.0±0.2

37±1.1
15±0.5
9±0.5
26±0.8
13±0.5
27±1.3
4.1±0.4
2.0±0.2
3.2±0.3

0.235±0.003
13±3.4
256±5.7
68±3.7
200±6.1
2.5±1.1
382±48
2189±97

Т а б л и ц а  3

Цитотоксическое действие активированных носителей и препаратов  
на их основе по тесту выживаемости клеток в культуре ткани

Название 
материала

Закисленность 
среды

Морфологические 
особенности роста культуры

Коэффициент  
прироста

Контроль
Среда физиологическая 

рН 7,2

Активная пролиферация, хороший 
монослой, клетки компактные, 
нормального вида

7,1±0,64

ДАЦ-Тр
Среда слегка подкисленная 

рН 6,0-6,5

Активная пролиферация, хороший 
монослой, клетки компактные, 
нормального вида

7,2±0,42

т а б л и ц а  4
Сравнение иммобилизованных препаратов для лечения ран

№
п/п

Группа животных,        
      лечение

Количество
животных, n

Очищение ран,  
сутки

Заживление ран, 
сутки

1 Контроль 1, без лечения 20 14,2±0,35 27,3±0,15

2 Контроль 2, диальдегидцеллюлоза 20 13,3±0,6 24,2±0,5

3 Группа 1, аппликация «ДАЦ-Тр» 20 4,8±0,4 16,2±0,3

4 Группа 2, аппликация «ДАЦ-Хт-ПК» 20 3,0±0,2 12,1±0,1
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Аналогичные результаты получены для всех разработанных изделий. Получено положи-
тельное токсикологическое заключение на препарат ДАЦ-Хт-ПК.

Заключение
Показана возможность получения медицинских перевязочных материалов, содержащих 

различные биологически активные компоненты (в том числе ферменты) и сохраняющих 
свою биологическую активность в течение заданного срока в высушенном виде.

Результаты лечения экспериментальных животных с гнойными ранами новыми перевя-
зочными материалами с протеолитической, антиоксидантной и антимикробной активностя-
ми продемонстрировали, что скорость заживления ран зависит не только от носителя, на 
котором иммобилизован терапевтический агент, но и от его происхождения. Это хорошо 
подтверждается клиническими наблюдениями. Применение ДАЦ замедляло очищение от 
гнойных и некротических масс и заживление ран в среднем на одни сутки по сравнению 
с группой, в которой раны покрывались ДАЦ-трипсином. Однако, полное заживление ран 
в этих группах наступало гораздо быстрее, чем в первой контрольной группе, заживление 
в которой происходило спонтанно (Р < 0,05). Независимо от химических природных пере-
вязочных материалов (раневых покрытий) во всех группах животных раны до лечения ха-
рактеризовались выраженной воспалительной реакцией, наличием гнойно-некротического 
экссудата в области дна ран, края и окружающие их ткани были отечны. На третьи сутки 
лечения комплексными препаратами воспалительные явления были выражены слабее, чем 
в группах животных, где применялись только монопрепараты.
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