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Полисахариды, обладающие биологической ак�
тивностью, такие, как инулин, декстраны, альгина�
ты, глюко� и галактоманнаны, хитозаны, широко
используются в пищевой, косметической, фарма�
цевтической и других отраслях промышленности и
медицине. Известно, что, помимо собственной био�
логической активности, некоторые полисахариды
изменяют активность других химических соедине�
ний. Так, полисахариды способны обеспечивать ад�
ресную доставку лекарственных средств в организме
[1, 2], а также пролонгировать их действие [3]. На�
пример, конъюгат галактоманнана с антибиотиком
адриамицином используется для доставки послед�
него к рецепторам гепатоцитов, специфичным к
α�галактозе [4]. 

Сульфатированный по N и 6�O хитозан значи�
тельно увеличивал активность in vitro и in vivo факто�
ра роста костной ткани [5]. Выявлено, что хитозаны
в составе вакцин способны усиливать иммунный от�
вет животных [6, 7]. 

Известны нанопрепараты пролонгированного
действия на основе полисахаридов [8, 9]. Нано�
структуры комплекса хитозан–альгинат с нифе�
дипином [8] обеспечивают снижение артериального
давления в течение длительного времени. Хитозан�
гиалуроновые наночастицы, содержащие гепарин,
используются при антиастматической терапии [9].
Подобные результаты вызывают интерес к изуче�
нию влияния нетоксичных и широко распростра�
ненных полисахаридов на функциональную актив�
ность белков. 

В качестве модельного белка был выбран исполь�
зуемый в практической медицине лактоферрин
(ЛФ) человека – полифункциональный железосо�
держащий гликопротеин из семейства трансферри�
нов. Макромолекула белка состоит из одной поли�
пептидной цепи (~700 аминокислотных остатков),
которая образует 2 глобулярные N� и C�доли, каж�
дая из которых содержит железосвязывающий до�
мен. Лактоферрин способен связывать ионы железа
и других металлов переменной валентности, что
придает ему свойства активного антиоксиданта. Бе�
лок в высокой степени гликозилирован, его молеку�
лярная масса (ММ) составляет около 80 кДа [10]. Он
содержится в секреторных жидкостях, нейтрофилах
и плазме крови. 

ЛФ обладает антиоксидантной (АОА), антимик�
робной и иммуномодулирующей активностью, бла�
годаря чему осуществляет детоксицирующее и про�
тивовоспалительное действие при патологических
состояниях организма различного генеза [11–14].
Распространенность ЛФ косвенно свидетельствует
о его защитной роли в организме, а недостаточный
уровень ЛФ коррелирует с продолжительным и тя�
желым течением воспалительных заболеваний. На
основе природного ЛФ, выделенного из женского
молока, разработан и зарегистрирован препарат
“Лапрот” (№ ЛС�002374 от 15.12.2006 г.). Результаты
испытаний препарата показали его высокую тера�
певтическую эффективность при лечении токсиче�
ских состояний, обусловленных различными забо�
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леваниями, в частности гнойно�воспалительными,
септическими и др. [14–16]. 

Однако при введении экзогенного ЛФ в крово�
ток он быстро элиминируется из организма и для
поддержания эффективной концентрации требует�
ся его систематическое введение. Увеличение про�
должительности нахождения ЛФ в кровотоке гипо�
тетически возможно с помощью создания высоко�
молекулярных комплексов ЛФ с полисахаридами.
Такие препараты отсутствуют в настоящее время как
в России, так и за рубежом. Имеется лишь сообще�
ние о начале разработки препарата длительного дей�
ствия на основе микрочастиц хитозана, содержащих
ЛФ [17].

Для выбора полисахаридов, способных образо�
вывать комплексы с ЛФ и пролонгировать его дей�
ствие, было необходимо провести скрининг полиса�
харидов. Для этой цели нами был выбран ряд мало�
токсичных, растворимых в воде полисахаридов
различного состава, структуры и происхождения –
растительные глюко� и галактоманнаны, арабинога�
лактан; хитозан ракообразных и его синтетические
производные, декстран. Наличие реакционноспо�
собных функциональных групп в молекулах ото�
бранных полисахаридов имеет принципиальное
значение для дальнейших химических модифика�
ций, которые могли бы обеспечить либо усиление
присущих этим полисахаридам свойств, либо появ�
ление новых. 

Важными характеристиками функциональной
активности ЛФ являются антиоксидантная актив�
ность, детоксицирующая способность и скорость
выведения из организма.

Цель работы – изучение влияния полисахаридов
на функциональную активность ЛФ человека и вы�
явление гликополимеров, обладающих способно�
стью пролонгировать его действие.

МЕТОДИКА

Полисахариды. Использовали хитозан, галакто�
маннан, глюкоманнан, арабиногалактан и декстран.

Галактоманнан (ГМ) семян Cyamopsis tetragonolo�
ba (L.) Taub сем. бобовых выделен и очищен из ком�
мерческого источника (Gum Guar, “Sigma”,
США) по методике, описанной ранее [18]. Ча�
стичной кислотной деполимеризацией получены
4 фракции полисахарида с различными ММ 89,
110, 147 и 226 кДа, которые определяли вискози�
метрическим методом [18]. 

Глюкоманнан (ГЛМ) получен и очищен из кор�
ней растения Eremurus comosus O. Fedtsch. сем. ли�
лейных по методике, описанной в [19]. 

Арабиногалактан (АРГ) получен в НПФ “Фла�
вит” (Пущино, Россия).

Декстран с ММ 60 кДа выпускается ОАО “Био�
химик” (Саранск, Россия).

Исходный хитозан с ММ 700 кДа и степенью дез�
ацетилирования (СД) 85 ± 3% получен в ЗАО “Био�
прогресс” (Щелково, Россия).

Для синтеза производных хитозана использова�
ли реагенты: янтарный и малеиновый ангидриды,
2�гидрокси�3�метоксибензальдегид, йодистый ме�
тил и пиросульфит натрия (“Fluka”, Швейцария).

Степень замещения (СЗ) и СД производных
определяли аналитическими и спектральными ме�
тодами [20, 21].

Молекулярную массу низкомолекулярных хито�
занов и арабиногалактана определяли методом вы�
сокоэффективной гельпроникающей хроматогра�
фии [22]. Средневязкостную ММ исходного и гид�
ролизованного хитозана (700 и 387 кДа) измеряли в
вискозиметре Уббелоде при 25°С в Na�ацетатном
буфере [23]. Для глюко� и галактоманнанов исполь�
зовали вискозиметр Оствальда.

Моносахаридный состав арабиногалактана, глю�
ко� и галактоманнанов устанавливали в их гидроли�
затах в виде ацетатов полиолов на хроматографе
“Shimadzu GC 2010” (Япония).

Лактоферрин. В работе использовали лактофер�
рин человека, выделенный из женского молока
(“МНИОИ им. П.А. Герцена”, Россия) [24], поли�
клональные антитела кролика к ЛФ человека (“ICN
Biomedicals”, США), конъюгат антител к ЛФ чело�
века с пероксидазой хрена (“МНИОИ им. П.А. Гер�
цена”, Россия), цисплатин (“Эбеве”, Австрия). 

Молекулярную массу ЛФ человека определяли
методом электрофореза в ПААГ [25], используя на�
бор белков�маркеров (“Sigma”, США).

Аналитический электорофорез по методу Лемли
[26] проводили в 7.5%�ном ПААГ в денатурирую�
щих и неденатурирующих условиях. Гели окрашива�
ли по стандартной методике раствором Кумасси
R�250 бриллиантового голубого в уксусной кислоте.

Антигенную аутентичность белковых комплек�
сов подтверждали с помощью Вестерн�блоттинг�
анализа. В качестве хромогена использовали 3,3�ди�
аминобензидинтетрахлорид (“Sigma”, США) с
0.03% H2O2. 

Антиоксидантная активность. АОА ЛФ (индиви�
дуального и в составе комплекса) определяли in vitro
в гомогенате печени мышей (линия BDF1, самки).
Метод основан на способности исследуемого веще�
ства ингибировать перекисное окисление липидов
(ПОЛ) в гомогенате печени мышей [27]. Антиокси�
дантную активность рассчитывали, как обратную
величину от концентрации исследуемого образца,
необходимой для 50% ингибирования ПОЛ, и выра�
жали в условных единицах (усл. ед.).

Детоксицирующее действие. Активность изучали
на моделях токсикоза, индуцированного введением
токсической дозы (LD50) цитостатического препа�
рата цисплатина – цис�дихлордиаминплатины –
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ДДП или введением гепатотропного яда – четырех�
хлористого углерода (ССl4).

Определение содержания ЛФ. Концентрацию ЛФ
в биологических образцах определяли методом
твердофазного иммуноферментного анализа в
“сэндвич” варианте [28]. 

Дифференциальная сканирующая калориметрия
(ДСК). Термодинамические характеристики свя�
зывания лактоферрина с галактоманнаном иссле�
довали с помощью калориметра изотермического
титрования iTC200 (“MicroCal”, США), как описа�
но ранее [29]. Эксперименты проводили при 25°C
в изотоническом растворе. Аликвоты лиганда
(2.5 мкл) добавляли в калориметрическую ячейку
объемом 200 мкл до получения полной изотермы
связывания. Концентрацию белка в калориметри�
ческой ячейке варьировали в пределах 10–20 мкМ,
а концентрацию галактоманнана в титрующем
шприце – 100–400 мкM. Теплоту разбавления опре�
деляли титрованием буфера раствором лиганда, по�
сле чего изотерму разбавления вычитали из изотер�
мы связывания, а полученную кривую обрабатыва�
ли и анализировали с помощью программного
пакета MicroCal Origin 7.0.

Измерение параметров денатурации белка произ�
водили при помощи микрокалориметра DASM�4M
(СКБ Научного приборостроения РАН, Пущино,
Россия) с капиллярными ячейками объемом 467 мкл.
Скорость нагрева 1°С/мин, давление 2.2 бар.

Системы. Растворы ЛФ–полисахарид готовили
следующим образом: лиофильно высушенный об�
разец полисахарида растворяли в 0.15 М хлориде на�
трия (3 мг/мл), затем добавляли раствор лактофер�
рина (2.5 мг/мл) до конечной концентрации по ЛФ
и полисахариду 1 мг/мл. Раствор тщательно переме�
шивали в течение 20 мин, получая системы ЛФ–по�
лисахарид с соотношением компонентов 1 : 1 по
массе.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Исследовали широкий спектр полисахаридов:
полусинтетические производные хитозана, галакто�

маннаны с различной степенью полимеризации,
глюкоманнан, арабиногалактан и декстран.

Для синтеза производных хитозана (рис. 1) ис�
пользовали образцы низкомолекулярного полиса�
харида (ММ 387, 60 и 7 кДа), полученные в результа�
те ферментативного и кислотного гидролиза [30, 31]
высокомолекулярного препарата (ММ 700 кДа, СД
85%). В результате дальнейшей химической моди�
фикации хитозана в состав полисахарида были вве�
дены 3 вида заместителей: несущие кислотные и ос�
новные функции и группы, придающие соединени�
ям антиоксидантные свойства.

Для синтеза первой группы производных хитоза�
на были осуществлены реакции: сукцинилирование
полисахарида янтарным ангидридом методом, опи�
санным в работе [32]; сульфосукцинилирование с
помощью малеинового ангидрида и метабисульфи�
та натрия по [33]; сульфатирование сульфотриокси�
дом пиридина в диметилформамиде по [34]. Полу�
чены 3 вида производных: сукциноилхитозан с СЗ
0.80 (рис. 1, I, исходный хитозан ММ 387 кДа, СД
85%); сульфат сукциноилхитозана с СЗ 0.40 (рис. 1,
II, исходный хитозан ММ 7 кДа, СД 98%); и сульфат
хитозана с СЗ 1.5 (рис. 1, III, исходный хитозан ММ
60 кДа, СД 85%).

Для получения второй группы производных ис�
пользовали хитозан с ММ 7 кДа, СД 98%. Метили�
рованное производное – квартенизированный хи�
тозан (рис. 1, V) был синтезирован действием
йодистого метила на полисахарид в щелочной сре�
де N�метилпирролидона [35]. 

Третья группа производных представлена со�
единением – N�3�метокси�2�гидроксибензилхи�
тозаном (рис. 1, IV), полученным взаимодействи�
ем полисахарида (ММ 7кДа, СД 98%) с 3�меток�
си�2�гидроксибензальдегидом и последующим
восстановлением имина боргидридом натрия [36].

Галактоманнаны представляют собой линейный
1�4�β�D�маннан, часть моносахаридных остатков
которых замещена по С�6 единичными остатками
α�галактозы. Частичной кислотной деполимериза�
цией были получены фракции полисахарида с ММ
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 I – n = 5; m = 15; p = 80; X = NHCOCH3 ; Y = NHCOCH2CH2COOH; R = H
II – n = 60; m = 2; p = 38; X = NHCOCH3; Y = NHCOCH2CH(SO3H)COOH; R = H
III – n = 85; m = 15; p = 0; X = NHCOCH3; Y = NH2; R = SO3H
IV – n = 78; m = 2; p = 20; X = NHCOCH3; Y = 2�гидрокси�3�метоксибензиламин; R = H
V – n = 83; m = 2; p = 15; X = NHCOCH3; Y = N+(CH3)3I–; R = H

Рис. 1. Структура производных хитозана: I – сукциноилхитозан; II – сульфат сукциноилхитозана; III – сульфат хито�
зана; IV – N�3�метокси�2�гидроксибензилхитозан; V – метилированное производное хитозана.
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89, 110, 147 и 226 кДа. Соотношение Ман : Гал во всех
фракциях составило 1.66 ± 0.03.

Глюкоманнаны – полисахариды, линейная цепь
которых содержит 1,4�β�манно� и глюкопираноз�
ные остатки и 2.4% ацетильных групп, локализован�
ных при С�2 и/или С�3 остатках маннозы. Соотно�
шение Ман : Глю полисахарида составило 1.60 ±
± 0.04, ММ – 87.8 кДа.

Арабиногалактан – полисахарид, главная цепь
которого состоит из 1,3�β�галактопираноз; к части
звеньев по С�6 присоединены ответвления из араби�
нозы в фуранозной и пиранозной форме, β�галакто�
пиранозы. Остатки в боковых цепях связаны между
собой 1,3� и 1,6�гликозидными связями. Соотноше�
ние Гал : Ара = 8.6 ± 0.2, ММ – 16.5 кДа.

Растворы систем ЛФ–полисахарид готовили, как
описано в разделе “Методика”.

Для подтверждения идентичности индивидуаль�
ного ЛФ и в комплексе с полисахаридами был ис�
пользован следующий подход. Комплексы ЛФ с по�
лисахаридами анализировали методом электрофо�
реза в ПААГ в денатурирующих условиях. Образцы
индивидуального ЛФ и в комплексе с полисахарида�
ми образуют узкую, хорошо очерченную полосу
(рис. 2), которая соответствует компоненту с моле�
кулярной массой 75.5 ± 0.5 кДа, что хорошо совпа�
дает со значением для коммерческого ЛФ человека. 

Антигенную аутентичность подтверждали с по�
мощью Вестерн�блоттинг�анализа. Для этого после
окончания электрофореза в неденатурирующих
условиях гель переносили на нитроцеллюлозную
мембрану. В результате было показано специфиче�
ское взаимодействие ЛФ, входящего в состав ком�
плексов с полисахаридами и контрольного образца
ЛФ человека, с поликлональными антителами к ЛФ
человека (рис. 3). 

Для установления влияния присутствия полиса�
харидов на антиоксидантную активность ЛФ, образ�

цы анализировали в биологической тест�системе in
vitro, основанной на способности исследуемого ве�
щества ингибировать ПОЛ в гомогенате печени
контрольных животных. Данные по изучению АОА
представлены в таблице. В качестве контроля ис�
пользовали ЛФ человека. При его концентрации в
пробе 118 ± 8 мкг/мл достигалось 50%�ное ингиби�
рование ПОЛ. Ни один из исследованных полисаха�
ридов не обладал собственной АОА, однако они зна�
чительно различались по своему влиянию на анти�
оксидантную активность лактоферрина. 

Производные хитозана, имеющие в структуре
кислые группировки (рис. 1, I, II, III; таблица, ком�
плексы 1, 2 и 3), приводят к уменьшению АОА ЛФ,
что, по�видимому, связано с ионными взаимодей�
ствиями между разноименно заряженными группа�
ми полисахарида и белка, влияющими на активный
центр лактоферрина. 

В случае производного IV (рис. 1), увеличение
АОА ЛФ на 10% (таблица, 4) до 934 усл. ед. (контроль
ЛФ – 847 усл. ед.), по�видимому, связано с наличием
в полисахариде метоксигидроксибензильной груп�
пировки, способной к окислению, а также и к коор�
динации с ионами железа. 

Квартенизированное производное хитозана
(рис. 1, V) увеличивало общий положительный
заряд, что, вероятно, и приводило к увеличению
активности ЛФ (таблица, 5) на 8% (917 усл. ед.). Та�
ким образом, производные хитозана с заместителя�
ми, способными к окислению, или с группами, не�
сущими положительный заряд, могут рассматри�
ваться, как перспективные полисахариды для
повышения АОА ЛФ при образовании комплексов с
гликопротеином. 

Как видно из таблицы, системы 6 и 7 высокомо�
лекулярных галактоманнанов и система 10 глюко�
маннана понижают АОА лактоферрина. Большая
молекулярная масса двух фракций галактоманнана

1 2 3 4 5
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Рис. 2. Электрофорез в ПААГ в денатурирующих
условиях: 1 – ЛФ человека; 2 – ЛФ–ГМ (ММ 89); 3 –
ЛФ–ГМ (ММ 110); 4 – ЛФ–АРГ; 5 – ЛФ–сукцино�
илхитозан. Белки метчики (кДа): a – фосфорилаза
(94), б – бычий сывороточный альбумин (67), в –
яичный альбумин (43), г – карбоангидраза (30).

1 2 3 4

Рис. 3. Иммуноблоттинг ЛФ человека, входящего в
состав комплексов с полисахаридами, с использо�
ванием поликлональных антител кролика к ЛФ че�
ловека: 1 – ЛФ; 2 – ЛФ–ГМ (ММ 89); 3 – ЛФ–АРГ;
4 – ЛФ–сукциноилхитозан.
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(ММ 226 и 147 кДа), по�видимому, создает стериче�
ские затруднения для ЛФ, что и приводит к умень�
шению его АОА. Вероятно, аналогичный эффект
наблюдается и для линейной, более жесткой струк�
туры макромолекулы глюкоманнана.

Комплекс ЛФ с декстраном и тройная система
(таблица, 11, 12) ЛФ–декстран–ГМ (ММ 110 кДа)
также обладали меньшей активностью (556 и
621 усл. ед.) – 65 и 73% от активности нативного
ЛФ – 847 усл. ед. Подобный результат может объ�
ясняться глобулярной структурой декстрана. 

Анализ полученных данных в группе галактоман�
нанов (ГМ) показал, что в условиях используемой
нами тест�системы, комплексы 8 (ГМ с ММ
110 кДа) и 9 (ГМ с ММ 89 кДа) практически не изме�
няли величину АОА ЛФ – 840 и 826 усл. ед. соответ�
ственно. Незначительно изменял активность ЛФ
также и арабиногалактан (система 13) – 800 усл. ед.
(на 5.5%).

Таким образом, в результате исследования влия�
ния нейтральных и ионогенных полисахаридов на
антиоксидантную активность лактоферрина выяв�
лено 5 физиологически активных полисахаридов, а
именно: производные хитозана – N�3�метокси�2�
гидроксибензилхитозан и метилированный хито�
зан, а также галактозосодержащие полисахариды –
ГМ (110 кДа), ГМ (89 кДа) и АРГ. 

Влияние гликополимеров на детоксицирую�
щее действие ЛФ оценивали на двух моделях ток�
сикоза у животных: индуцированного противо�
опухолевым препаратом – цисплатином, широко
используемым в схемах полихимиотерапии и гепа�
тотропным ядом – четыреххлористым углеродом.

Цисплатин вызывает целый комплекс токсиче�
ских реакций. Применение этого препарата в высо�
ких дозах вызывает гибель животных от острой ток�
сичности. Из результатов, представленных на рис. 4,
следует, что однократное введение ДДП в дозе
16 мг/кг приводило к 60 ± 10%�ной гибели живот�
ных от острого токсикоза.

В контрольной группе животных, получавших
ЛФ человека (Лапрот), гибель от токсического дей�
ствия ДДП составила 20 ± 10%. Для индивидуаль�
ных полисахаридов аналогичная величина состави�
ла 60 ± 10%, т.е. полисахариды не проявляли деток�
сицирующей активности. В группах животных,
которым вводили системы из группы производных
хитозана – ЛФ–N�3�метокси�2�гидроксибензилхи�
тозан, ЛФ–метилированное производное, ЛФ–сук�
циноилхитозан и ЛФ–АРГ наблюдалось снижение
гибели животных до 30 ± 10%, а в группах животных,
которые получали комплексы из группы галакто�
маннанов – ЛФ–ГМ (ММ 89 кДа) и ЛФ–ГМ (ММ
110 кДа) летальность составила только 20 ± 10%
(рис. 4). 

Антиоксидантная активность лактоферрина в присутствии полисахарида

№ Система Ингибирование (50%), мкг/мл Активность, ед.

Производные хитозана

1 ЛФ–сукциноилхитозан 140 714

2 ЛФ–сульфосукциноилхитозан 160 625

3 ЛФ–сульфат хитозана 152 657

4 ЛФ–N�3�метокси�2�гидроксибензилхитозан 107 934

5 ЛФ–метилированное производное хитозана 109 917

Галактоманнаны (ГМ)

6 ЛФ–ГМ, ММ 226 кДа 239 418

7 ЛФ–ГМ, ММ 147 кДа 181 552

8 ЛФ–ГМ, ММ 110 кДа 119 840

9 ЛФ–ГМ, ММ 89 кДа 121 826

10 ЛФ–ГЛМ 157 637

11 ЛФ–декстран 180 556

12 ЛФ–декстран + ГМ (ММ 110 кДа) 161 621

13 ЛФ–арабиногалактан 125 800

Контроль ЛФ 118 ± 8 847

Контроль (полисахариды): сукциноилхито�
зан, сульфосукциноилхитозан, сульфат хито�
зана, N�3�метокси�2�гидроксибензилхито�
зан, метилированное производное хитозана; 
ГМ – ММ 226 кДа, 147 кДа, 110 кДа, 89 кДа; 
ГЛМ; декстран; арабиногалактан

не ингибируют



704

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 47  № 6  2011

МЕСТЕЧКИНА и др.

Таким образом, в эксперименте в этой модели
индуцированного токсикоза установлено, что поли�
сахариды, не обладая собственным детоксицирую�
щим эффектом, практически не влияют на соответ�
ствующую активность лактоферрина. 

Токсикоз, вызываемый введением ССl4, прояв�
ляется в нарушении функций печени, что может
быть оценено, например, по продолжительности
наркотического (тиопенталового) сна. Влияние по�
лисахаридов на детоксицирующую актиность ЛФ в
составе комплексов оценивали по уменьшению
продолжительности этого сна, при этом исследуе�
мые системы вводили за 1 и за 24 ч до тиопентала.

Из результатов, представленных на рис. 5, следу�
ет, что введение CCl4 вызывало значительное увели�
чение продолжительности сна животных. Примене�
ние ЛФ человека и его комплексов с полисахарида�
ми за 1 ч до инъекции CCl4 приводило к
биологически значимому уменьшению продолжи�

тельности сна животных. При модификации теста,
т.е. при введении ЛФ за 24 ч до инъекции CCl4, кар�
тина изменялась. Время сна в контроле (чистый ЛФ)
увеличивалось на 86% по сравнению с предыдущим
тестом. Для трех систем (рис. 5) продолжительность
сна также увеличивалась. В то же время у трех си�
стем – ЛФ–сукциноилхитозана и ЛФ–галактоман�
нанов с ММ 89 и 110 кДа, продолжительность нар�
котического сна совпала с таковой при введении за
1 ч до CCl4. Таким образом, показано, что эти систе�
мы увеличивали или пролонгировали детоксициру�
ющую активность ЛФ.

Приведенные выше результаты побудили нас ис�
следовать влияние полисахаридов на время фукцио�
нирования ЛФ в печени и в кровяном русле модель�
ных животных – мышей. Через 3 ч после введения
ЛФ в организм его содержание в печени животных
контрольной группы составляло всего 5%. В то же
время в системах ЛФ–ГМ (89 кДа) и ЛФ–сукцино�
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Рис. 4. Влияние систем ЛФ–полисахарид на токсическое действие ДДП: 1 – контроль ДДП, 2 – контроль полисаха�
риды, 3 – ЛФ–N�3�метокси�2�гидроксибензилхитозан, 4 – ЛФ–метилированное производное хитозана, 5 – ЛФ–
сукциноилхитозан, 6 – ЛФ–ГМ (ММ 89), 7 – ЛФ–ГМ (ММ 110), 8 – ЛФ–АРГ, 9 – контроль ЛФ. Образцы вводили в
разовой дозе 10 мг/кг в течение 3 сут (курсовая доза 30 мг/кг). 
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Рис. 5. Продолжительность тиопенталового сна животных, получавших CCl4: 1 – контроль СCl4, 2 – контроль изото�
нический раствор, 3 – контроль полисахариды, 4 – контроль ЛФ, 5 – ЛФ–N�3�метокси�2�гидроксибензилхитозан,
6 – ЛФ–метилированное производное хитозана, 7 – ЛФ–сукциноилхитозан, 8 – ЛФ–ГМ (ММ 89), 9 – ЛФ–ГМ
(ММ 110), 10 – ЛФ–АРГ. Образцы вводили в разовой дозе 10 мг/кг в течение 3 сут (курсовая доза 30 мг/кг). 
I – тест за 1 ч, II – тест за 24 ч до введения CCl4.



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ  том 47  № 6  2011

ВЛИЯНИЕ ПОЛИСАХАРИДОВ НА БИОЛОГИЧЕСКУЮ АКТИВНОСТЬ 705

илхитозан (через 3 ч) и ЛФ–АРГ (через 2 ч) наблю�
дался высокий уровень ЛФ, который составил 90 ±
± 3%, 74 ± 9% и 89 ± 4% от введенной дозы. Даже че�
рез 1 сут после инъекций содержание ЛФ не падало
ниже 20% от введенной дозы.

Исследование сыворотки крови показало следу�
ющее. Через 3 ч после инъекции содержание ЛФ со�
ставляло 4%. Введение его в составе системы ЛФ–
сукциноилхитозан повышало уровень белка до 55 ±
± 13% от введенной дозы, который постепенно
снижался, достигая через 7 ч 25 ± 7%. При введе�
нии систем с галактоманнаном и арабиногалакта�
ном наблюдали аналогичный эффект: уровень ЛФ
через 3 ч также был выше (35 ± 5% и 25 ± 6% соот�
ветственно) и через 7 ч составлял 7 ± 1% и 3 ± 0.8%.
Следует отметить, что белок в составе всех комплек�
сов, введенных животным, мог быть выявлен через
24 ч, в то время как у животных контрольной группы
ЛФ человека через такой же срок наблюдения пол�
ностью отсутствовал.

Приведенные данные свидетельствуют о том, что
присутствие полисахаридов в исследованных систе�
мах способствует увеличению времени циркуляции
ЛФ в кровотоке и повышению его концентрации в
печени. Следовательно, полисахариды препятство�
вали элиминации ЛФ из организма.

Полученные результаты побудили нас проверить
предположение о взаимодействии белка и полисаха�
рида (на примере галактоманнана с ММ 89 кДа) с
помощью ДСК. Было использовано два подхода:
изотермическая калориметрия титрования и тепло�
вая денатурация белка.

Исходя из формы калориметрической кривой и
расчетов термодинамических параметров, можно
предположить, что лактоферрин имеет два типа
центров связывания с галактоманнаном: один с
константой 5–10 нМ, второй с константой около
0.5 мМ, исходя из средней молекулярной массы по�
лисахарида 89 кДа. Причем с каждым типом сайтов
белка связывается не более 2 молекул полисахирида. 

Для оценки возможных изменений стабильности
структуры молекулы ЛФ в результате взаимодей�
ствия с полисахаридом также была исследована теп�
ловая денатурация белка методом сканирующей ка�
лориметрии. 

ДСК лактоферрина в изотоническом растворе,
150 мM NaCl, не обнаружила явных различий тер�
модинамических параметров необратимой тепло�
вой денатурации индивидуального ЛФ и в присут�
ствии галактоманнана. Небольшие различия в эн�
тальпии и температуре максимума скорости
денатурации оказались меньше предела разреше�
ния метода для соответствующих величин, что не
исключает возможности взаимодействия белка с
галактоманнаном (данные изотермической кало�
риметрии титрования), оказывающего стабилизи�
рующее влияние на структуру молекулы ЛФ.

Таким образом, проведенные исследования по�
казали взаимодействие лактоферрина с галактоман�
наном in vitro в изотоническом растворе при 37°C,
которое, однако, не влияет на стабильность вторич�
ной и третичной структуры собственно макромоле�
кулы белка. Увеличение времени нахождения лакто�
феррина в организме в присутствии галактоманнана
позволяет предположить, что молекулы полисаха�
рида экранируют белок от действия протеаз или за�
трудняют его участие в других биохимических про�
цессах, замедляя его выведение. 

* * *

Приведенные результаты демонстрируют воз�
действие нейтральных и ионогенных полисахари�
дов на антиоксидантную и детоксицирующую ак�
тивности лактоферрина, а также на длительность
циркуляции его в организме. Использование теста
АОА позволило отобрать группу из 5 полисахари�
дов, активность которых в составе системы с ЛФ,
была выше или на уровне активности индивиду�
ального белка.

На двух моделях индуцированного токсикоза in
vivo показано, что ЛФ в составе отобранных систем
оказывал детоксицирующее действие в отношении
острых токсических реакций, вызванных введени�
ем цитостатика – ДДП и гепатотропного яда –
CCl4, что позволило говорить о сохранении биоло�
гической активности белка в комплексе с полиса�
харидами.

Определение ЛФ в составе комплексов в крови и
печени показало, что белок детектируется вплоть до
24 ч после введения, в то время как индивидуальный
ЛФ к этому сроку не детектируется вовсе. 

При совокупной оценке полученных результатов
выявлено, что образование комплексов лактофер�
рина с галактоманнанами (ММ 89 и 110 кДа) и сук�
циноилхитозаном приводит к наиболее выражен�
ным положительным изменениям физиологиче�
ских свойств ЛФ: детоксицирующая активность
белка остается неизменной или увеличивается на
фоне замедления его выведения из организма. 

Работа выполнена при финансовой поддержке
РФФИ: грант 09�04�13714�офи�ц.
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Abstract—The influence of neutral and ionic polysaccharides on the antioxidant (AOA) and detoxifying activities
of lactoferrin (LF) and the duration of its circulation in the body was studied. In addition to natural polymers, we
studied artificial chitosan derivatives with different functional groups. On the basis of AOA test, five polysaccharides
were selected. The study of the detoxifying effect of LF in two models of induced toxicity revealed polysaccharides
that maintained or increased the detoxifying activity of LF. We established that the formation of a complex of lacto�
ferrin with two galactomannans and succinyl chitosan caused positive changes in LF properties: the detoxifying
activity of the protein remained unchanged or increased, whereas its elimination from the body was decelerated.
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