
178 ÂÅÑÒÍ. ÌÎÑÊ. ÓÍ-ÒÀ. ÑÅÐ. 2. ÕÈÌÈß. 2010. Ò. 51. ¹ 3

Ñàõàðíûé äèàáåò – îäíî èç ãëàâíûõ ñîöèàëüíî
çíà÷èìûõ çàáîëåâàíèé XXI â. Áîëüíûå äèàáåòîì, â
îñîáåííîñòè äèàáåòîì ïåðâîãî òèïà, âûíóæäåíû
ñòðîãî êîíòðîëèðîâàòü óðîâåíü ãëþêîçû â êðîâè ïó-
òåì ðåãóëÿðíûõ èíúåêöèé èíñóëèíà (Èíñ). Ñðåäè
âîçìîæíûõ àëüòåðíàòèâíûõ ñïîñîáîâ äîñòàâêè  ïå-
ðîðàëüíûé ìåòîä ââåäåíèÿ èíñóëèíà ÿâëÿåòñÿ íàèáî-
ëåå åñòåñòâåííûì.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íà ðûíêå ãîòîâûõ ëåêàð-
ñòâåííûõ ôîðì íåò íè îäíîãî çàðåãèñòðèðîâàííîãî
ïåðîðàëüíîãî ïðåïàðàòà èíñóëèíà. Äëÿ óñïåøíîãî
ñîçäàíèÿ ïåðîðàëüíîé ôîðìû íåîáõîäèìî ðåøèòü
îñíîâíûå ïðîáëåìû, ñâÿçàííûå ñ íèçêîé áèîäîñòóï-
íîñòüþ èíñóëèíà, âûçâàííîé åãî ãèäðîëèçîì ïðè
íèçêèõ çíà÷åíèÿõ ðÍ æåëóäî÷íîãî ñîêà, ðàñùåïëå-
íèåì ïðîòåèíàçàìè æåëóäêà è òîíêîãî êèøå÷íèêà è
ñëàáûì ïðîíèêíîâåíèåì ÷åðåç ìåìáðàíû ýïèòåëè-
àëüíûõ êëåòîê êèøå÷íèêà [1].

Âêëþ÷åíèå áåëêîâ â ïîëèýëåêòðîëèòíûå ìèêðî÷àñ-
òèöû, ïîëó÷àåìûå ñòóïåí÷àòûì íàíåñåíèåì ïðîòèâî-
ïîëîæíî çàðÿæåííûõ ïîëèýëåêòðîëèòîâ, ÿâëÿåòñÿ ïåð-
ñïåêòèâíûì ìåòîäîì èììîáèëèçàöèè áåëêîâ [2–16].
Ïðè ýòîì âîçìîæíû äâà îñíîâíûõ ïóòè èììîáèëèçà-
öèè: âêëþ÷åíèå áåëêîâ â ãîòîâûå ïîëèýëåêòðîëèòíûå
ìèêðî÷àñòèöû [3, 5, 8, 10–12, 14–16] è ôîðìèðîâàíèå
ìèêðî÷àñòèö íà ìàòðèöå, ñîäåðæàùåé áåëîê [2, 4, 6,
7, 9, 13]. Ïðåäëîæåííûé íàìè ðàíåå [2, 9, 13] ìåòîä
ìèêðî- è íàíîêàïñóëèðîâàíèÿ áåëêîâ ïóòåì ïîñëåäî-
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Èññëåäîâàíû è ñîïîñòàâëåíû ñâîéñòâà èíñóëèíñîäåðæàùèõ ìèêðî÷àñòèö, ïîëó÷åííûõ ÷å-
ðåäóþùåéñÿ àäñîðáöèåé ïîëèàíèîíîâ (äåêñòðàíñóëüôàòà, õèòîçàíñóëüôàòà) è ïîëèêàòèîíîâ
(õèòîçàíà, ïðîòàìèíà) íà ìèêðîàãðåãàòàõ áåëêà. Ïðîäåìîíñòðèðîâàíà âîçìîæíîñòü ðåãóëè-
ðîâàíèÿ âûñâîáîæäåíèÿ èíñóëèíà èç ìèêðî÷àñòèö ïóòåì âàðüèðîâàíèÿ ïàð ïîëèýëåêòðîëè-
òîâ, èçìåíåíèÿ ÷èñëà öèêëîâ èõ àäñîðáöèè è pH ñðåäû. Âî âñåõ ñëó÷àÿõ ïîêàçàíî çàùèòíîå
äåéñòâèå ìèêðî÷àñòèö ïî îòíîøåíèþ ê èíàêòèâàöèè èíñóëèíà ïðè êèñëûõ çíà÷åíèÿõ ðÍ è
âûñâîáîæäåíèå áåëêà ïðè ðÍ > 5, ò.å. â óñëîâèÿõ, ìîäåëèðóþùèõ æåëóäî÷íî-êèøå÷íûé
òðàêò ÷åëîâåêà.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: èíñóëèí, áèîïîëèýëåêòðîëèòû, ïîñòàäèéíàÿ àäñîðáöèÿ ïîëèýëåê-
òðîëèòîâ, ïîëèýëåêòðîëèòíûå ìèêðî÷àñòèöû.

âàòåëüíîé àäñîðáöèè ïðîòèâîïîëîæíî çàðÿæåííûõ ïî-
ëèýëåêòðîëèòîâ íà ìèêðîìàòðèöå, ñîäåðæàùåé áåëîê,
ïðåäñòàâëÿåòñÿ áîëåå ïðîñòûì è ïåðñïåêòèâíûì äëÿ
ñîçäàíèÿ ñèñòåì ïåðîðàëüíîé äîñòàâêè áåëêîâ, ïîýòî-
ìó îí àêòèâíî ðàçâèâàåòñÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ [15,
17]. Ñïîñîá îòëè÷àåòñÿ ïðîñòîòîé ìåòîäèêè è àïïà-
ðàòóðíîãî îôîðìëåíèÿ, ïðîâåäåíèåì ïðîöåññà â ìÿã-
êèõ âîäíûõ óñëîâèÿõ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïî-
ëó÷åííûå òàêèì îáðàçîì áåëîêñîäåðæàùèå ïîëèýëåê-
òðîëèòíûå ÷àñòèöû îêàçûâàþòñÿ ÷óâñòâèòåëüíûìè ê
èçìåíåíèþ ðÍ [2, 4, 6, 7, 9, 13, 15, 17].

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîäåìîíñòðèðîâàíû âîç-
ìîæíîñòè ìåòîäà ïîñòàäèéíîé àäñîðáöèè ïðîòèâîïî-
ëîæíî çàðÿæåííûõ áèîïîëèýëåêòðîëèòîâ – äåêñòðàí-
ñóëüôàòà (ÄÑ)/õèòîçàíñóëüôàòà (ÕÑ) è õèòîçàíà
(Õèò)/ïðîòàìèíà (Ïð) íà áåëîêñîäåðæàùåé ìàòðèöå,
êàê ïðîñòîãî è ýôôåêòèâíîãî ñïîñîáà ïîëó÷åíèÿ èí-
ñóëèíñîäåðæàùèõ ìèêðî÷àñòèö. Îñîáîå âíèìàíèå
óäåëåíî èçó÷åíèþ ñâîéñòâ èíñóëèíñîäåðæàùèõ ïîëè-
ýëåêòðîëèòíûõ ìèêðî÷àñòèö, ïðèãîäíûõ äëÿ ðåøåíèÿ
çàäà÷è ïîâûøåíèÿ áèîäîñòóïíîñòè áåëêà ïðè ïåðî-
ðàëüíîì ïðèìåíåíèè.

Ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ
Ìàòåðèàëû. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàíû äåêñòðàí-

ñóëüôàò íàòðèÿ Mw 500 êÄà, ïðîòàìèí, îáðàçöû õèòî-
çàíà  Mw 150, 400, 600 êÄà, èìåþùèå ñîîòâåòñòâåííî
ñòåïåíü äåçàöåòèëèðîâàíèÿ 87, 85 è 84% (“Fluka”,
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Øâåéöàðèÿ); ñåôàäåêñ G-50f («LKB-Pharmacia»,
Øâåöèÿ); èíñóëèí ñâèíîé â âèäå öèíêîâîé ñîëè (ÃÓ
“ÃÈÊèÌÏ”, Ðîññèÿ). Ñóëüôàò õèòîçàíà Mw 120–
150 êÄà, ñòåïåíü ñóëüôàòèðîâàíèÿ 1,45, ïîëó÷àëè
ñóëüôàòèðîâàíèåì õèòîçàíà ïàíöèðåé êðàáîâ îëåó-
ìîì â ñðåäå äèìåòèëôîðìàìèäà, êàê îïèñàíî â
[18]. Îñòàëüíûå ðåàêòèâû áûëè ìàðêè “õ.÷.” è
“îñ.÷.”

Mèêðîàãðåãàòû êîìïëåêñà èíñóëèí−−−−−ïîëèàíèîí
ïîëó÷àëè, ñìåøèâàÿ ðàâíûå îáúåìû ðàñòâîðîâ áåëêà
è ïîëèàíèîíà â 0,15 M NaCl (ðÍ 3,0) [13].

Âûñîëåííûå ìèêðîàãðåãàòû èíñóëèíà ïîëó÷àëè,
äîáàâëÿÿ ïðè ðÍ 3,0 ê ðàñòâîðó áåëêà NaCl äî êîí-
öåíòðàöèè 0,5 M [9] .

Ïîëèýëåêòðîëèòíûå ìèêðî÷àñòèöû ïîëó÷àëè â
0,15 M NaCl (ðÍ 3,0) [13]. Ê îñàäêó ìèêðîàãðåãàòîâ
èëè ìèêðî÷àñòèö äîáàâëÿëè ðàñòâîð ïîëèýëåêòðîëèòà
(2,5 ìã/ìë), ïåðåìåøèâàëè â òå÷åíèå 20 ìèí, öåíòðè-
ôóãèðîâàëè (3 ìèí, 200 g) è  äâàæäû ñóñïåíäèðîâàëè,
óäàëÿÿ èçáûòîê ïîëèýëåêòðîëèòà. Ïî äîñòèæåíèè íå-
îáõîäèìîãî ÷èñëà ñòàäèé ñîðáöèè ïîëèýëåêòðîëèòîâ
ìèêðî÷àñòèöû ñóñïåíäèðîâàëè è õðàíèëè ïðè 4°Ñ èëè
ïîñëå ïðîìûâàíèÿ 1 ìÌ ñîëÿíîé êèñëîòîé ëèîôèëüíî
âûñóøèâàëè. Ïðè íåîáõîäèìîñòè ñóñïåíçèþ ìèêðî÷à-
ñòèö ïîäâåðãàëè óëüòðàçâóêîâîé îáðàáîòêå (2 ìèí,
5°Ñ) íà óñòàíîâêå “ÈË100-6/1” (óëüòðàçâóêîâàÿ òåõ-
íèêà) ïðè ðàáî÷åé ÷àñòîòå 22 êÃö.

Õàðàêòåðèñòèêà ìèêðî÷àñòèö. Ìîðôîëîãèþ
ìèêðî÷àñòèö îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ñêàíèðóþùåé
ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè (Gimini Leo, «Zeiss», Ãåð-
ìàíèÿ; 0,5 êÂ). Ñðåäíèé ðàçìåð ìèêðî÷àñòèö îïðåäå-
ëÿëè îïòè÷åñêîé ìèêðîñêîïèåé (Opton III, “Carl
Zeiss”, Ãåðìàíèÿ) ïî ðåçóëüòàòàì èçìåðåíèÿ ðàçìåðîâ
100 ÷àñòèö.

Ñîñòàâ ìèêðî÷àñòèö. Ëèîôèëèçîâàííûå ïðåïàðà-
òû ìèêðî÷àñòèö ñóñïåíäèðîâàëè â 0,1 Ì NaOH è
îïðåäåëÿëè ñîäåðæàíèå áåëêà (èíñóëèí, ïðîòàìèí) ïî
ìåòîäó Ëîóðè [19], èñïîëüçóÿ êàëèáðîâî÷íóþ êðèâóþ
äëÿ êàæäîãî áåëêà, èëè ñîäåðæàíèå èíñóëèíà ïî A280.
Ñîäåðæàíèå äåêñòðàíñóëüôàòà îöåíèâàëè ïî ìåòîäó
Äþáóà [20]. Ñîäåðæàíèå  áåëêà è äåêñòðàíñóëüôàòà
â ïðåïàðàòàõ âûðàæàëè â ïðîöåíòàõ êàê îòíîøåíèå
èõ  ìàññû ê ìàññå âûñóøåííîãî ïðåïàðàòà. Ñîäåð-
æàíèå Õèò íàõîäèëè êàê îòíîøåíèå ðàçíîñòè ìàññ
âûñóøåííîãî ïðåïàðàòà (âëàæíîñòü 5–6%) è ìàññ
áåëêà è äåêñòðàíñóëüôàòà ê ìàññå âûñóøåííîãî ïðå-
ïàðàòà.

Èçó÷åíèå âûñâîáîæäåíèÿ èíñóëèíà èç ìèêðî÷à-
ñòèö. Ñóñïåíçèè ìèêðî÷àñòèö èíêóáèðîâàëè â  óíè-
âåðñàëüíîì áóôåðå (0,02 M H3PO4, 0,02 M

CH3COOH, 0,02 M H3BO3 è 0,1 M NaOH, ðÍ 2–8)
ïðè ïåðåìåøèâàíèè (100 îá/ìèí) è êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðå. ×åðåç îïðåäåëåííîå âðåìÿ îòáèðàëè àëèêâî-
òû ñóñïåíçèè, öåíòðèôóãèðîâàëè (5 ìèí, 10000 g) è
îïðåäåëÿëè êîíöåíòðàöèþ áåëêà â ñóïåðíàòàíòå. Îòî-
áðàííûå îáúåìû àëèêâîò âîñïîëíÿëè áóôåðîì. Îá
ýôôåêòèâíîñòè âûñâîáîæäåíèÿ èíñóëèíà èç ìèêðî÷à-
ñòèö ñóäèëè ïî îòíîøåíèþ ñîäåðæàíèÿ áåëêà â ñó-
ïåðíàòàíòå è â ñóñïåíçèè ìèêðî÷àñòèö.

Ñóïåðíàòàíòû, ïîëó÷åííûå ïîñëå èíêóáèðîâàíèÿ
÷àñòèö â òå÷åíèå 1 ÷ â óíèâåðñàëüíîì áóôåðå (ðÍ
7,4), ïîäâåðãàëè õðîìàòîãðàôè÷åñêîìó àíàëèçó íà êî-
ëîíêå ñ ñåôàäåêñîì G-50f (ýëþåíò – óíèâåðñàëüíûé
áóôåð, ðÍ 7,4). Âî ôðàêöèÿõ àíàëèçèðîâàëè áåëîê ïî
A280 è Ëîóðè, äåêñòðàíñóëüôàò – ïî Äþáóà.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå
Ïðîöåññ èíêàïñóëèðîâàíèÿ èíñóëèíà â ìèêðî÷àñòè-

öû âêëþ÷àåò ïîëó÷åíèå íåðàñòâîðèìûõ àãðåãàòîâ
áåëêà è ïîñëåäóþùóþ àäñîðáöèþ ïîëèýëåêòðîëèòîâ
ïðè ðÍ 3,0 (ðèñ. 1). Äëÿ ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííîãî â
ýòèõ óñëîâèÿõ èíñóëèíà (Ìw 5,8 êÄà, ðI 5,5) ìèêðîàã-
ðåãàòû ïîëó÷àëè ôîðìèðîâàíèåì íåðàñòâîðèìîãî ïî-
ëèýëåêòðîëèòíîãî êîìïëåêñà ñ ïîëèàíèîíàìè (ÏÀ) –
äåêñòðàíñóëüôàòîì è õèòîçàíñóëüôàòîì (Èíñ–ÏÀ)
èëè âûñàëèâàíèåì  èíñóëèíà ñ ïîñëåäóþùåé àäñîðá-
öèåé ïîëèàíèîíîâ Èíñ–ÏÀ.

Ýôôåêòèâíîñòü âêëþ÷åíèÿ èíñóëèíà â ìèêðîàãðåãà-
òû ïðè èñïîëüçîâàíèè äåêñòðàíñóëüôàòà âûøå, ÷åì
ïðè èñïîëüçîâàíèè õèòîçàíñóëüôàòà (òàáë. 1). Ìèêðî-
ñêîïè÷åñêîå èçó÷åíèå ïîêàçàëî, ÷òî ìèêðîàãðåãàòû
èíñóëèíà, ïîëó÷åííûå äâóìÿ ñïîñîáàìè, ïðåäñòàâëÿ-
þò ñîáîé çàìêíóòûå ÷àñòèöû íåïðàâèëüíîé ôîðìû.
Âûñîëåííûå ìèêðîàãðåãàòû èíñóëèíà èìåþò ðàçìåð
4–12 ìêì. Ðàçìåð ìèêðîàãðåãàòîâ ïîëèýëåêòðîëèòíî-
ãî êîìïëåêñà Èíñ–ÄÑ (3–15 ìêì) ïðèìåðíî â äâà
ðàçà ìåíüøå, ÷åì êîìïëåêñà Èíñ–ÕÑ (9–27 ìêì).

Óñòîé÷èâîñòü ìèêðîàãðåãàòîâ èíñóëèíà ïðè ðàç-
íûõ çíà÷åíèÿõ ðÍ çàâèñèò îò ïðèðîäû ïîëèàíèîíà
(ðèñ. 2, à). Êîìïëåêñû èíñóëèíà ñ õèòîçàíñóëüôàòîì,
ÿâëÿþùèìñÿ ïîëèàìôîëèòîì è ñîäåðæàùèì â ñðåä-
íåì 1,45 ñóëüôîãðóïï íà çâåíî [18], ìåíåå ñòàáèëüíû,
÷åì êîìïëåêñû ñ âûñîêîçàðÿæåííûì ïîëèàíèîíîì
äåêñòðàíñóëüôàòîì, èìåþùèì â ñðåäíåì 2,3 ñóëüôî-
ãðóïï íà çâåíî. Íàèáîëåå óñòîé÷èâûì ê âîçäåéñòâèþ
ðÍ îêàçàëñÿ ïîëèýëåêòðîëèòíûé êîìïëåêñ Èíñ–ÄÑ,
ñòàáèëüíûé ïðè ðÍ 2–5.

Ïîñëåäóþùåå ïîïåðåìåííîå íàíåñåíèå íà ìèêðî-
àãðåãàòû ïîëèýëåêòðîëèòîâ, ïðîòèâîïîëîæíî çàðÿæåí-
íûõ ïî îòíîøåíèþ ê çàðÿäó ïîâåðõíîñòè, ïðîâîäèëè
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äî äîñòèæåíèÿ íåîáõîäèìîãî ÷èñëà ñòàäèé ñîðáöèé
(N) c èñïîëüçîâàíèåì â êà÷åñòâå ïîëèêàòèîíà (ÏÊ) –
ïîëèñàõàðèäà õèòîçàíà (Õèò, pKa 6,5) ñ òðåìÿ ðàçíû-
ìè çíà÷åíèÿìè ìîëåêóëÿðíîé ìàññû (Ìw), ðàâíûìè
150, 400 è 600 êÄà èëè îñíîâíîãî áåëêà ïðîòàìèíà
(Ìw = 6,5 êÄà, ðI = 10,5). Ýôôåêòèâíîñòü âêëþ÷åíèÿ
èíñóëèíà â ìèêðî÷àñòèöû óìåíüøàåòñÿ ñ óâåëè÷åíè-
åì ÷èñëà ñòàäèé ñîðáöèè (òàáë. 1, 2). Ïîòåðè èíñóëè-
íà îáóñëîâëåíû ïîòåðÿìè ïðè öåíòðèôóãèðîâàíèè íà
âñåõ ñòàäèÿõ ïîëó÷åíèÿ, íî â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè –
ïîòåðÿìè íà ñòàäèè ñîðáöèè ïîëèêàòèîíà, êîòîðûé
÷àñòè÷íî âûòåñíÿåò áåëîê èç êîìïëåêñà ñ ïîëèàíèî-
íàìè. Ïðè÷åì âûñîêîìîëåêóëÿðíûé ïîëèêàòèîí õèòî-
çàí âûòåñíÿåò èíñóëèí â áîëüøåé ñòåïåíè, ÷åì íèçêî-
ìîëåêóëÿðíûé îñíîâíîé áåëîê ïðîòàìèí (òàáë. 2,
¹ 1–3, 7). Ýôôåêòèâíîñòü âêëþ÷åíèÿ èíñóëèíà è ðàç-
ìåð îáðàçóþùèõñÿ ìèêðî÷àñòèö ïðàêòè÷åñêè íå çàâè-
ñåëè îò ìîëåêóëÿðíîé ìàññû õèòîçàíà (òàáë. 2,
¹ 1–3). Ñîäåðæàíèå áåëêà â ìèêðî÷àñòèöàõ ïðè óâå-
ëè÷åíèè Ìw õèòîçàíà ñî 150 äî 400 êÄà âîçðàñòàåò
îò 36 äî 52%, îäíàêî ïðè äàëüíåéøåì íàðàùèâàíèè
öåïè äî 600 êÄà – ñíèæàåòñÿ äî 41%. Ñîîòâåò-
ñòâåííî ïðè óâåëè÷åíèè ìîëåêóëÿðíîé ìàññû õèòîçà-
íà (òàáë. 2, ¹ 1–3) íàáëþäàåòñÿ ñíèæåíèå, à çàòåì
âîçðàñòàíèå ñîäåðæàíèÿ äåêñòðàíñóëüôàòà. Ñîäåðæà-
íèå õèòîçàíà, ðàññ÷èòàííîå ïî ðàçíèöå çíà÷åíèé ìàñ-
ñû âûñóøåííîãî ïðåïàðàòà, áåëêà è ïîëèàíèîíà, áûëî

íàèáîëåå âûñîêèì ïðè Ìw = 150 êÄà, ÷òî ñâÿçàíî ñ
íàèìåíüøåé âÿçêîñòüþ ýòîãî ïðåïàðàòà. Ðåçóëüòàòû
ðàñ÷åòà ñîäåðæàíèÿ õèòîçàíà â ïîëèýëåêòðîëèòíûõ
ìèêðî÷àñòèöàõ õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ ýêñïåðèìåí-
òàëüíûìè äàííûìè, ïîëó÷åííûìè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ðàçðàáîòàííîãî íàìè ìåòîäà ïðÿìîãî îïðåäåëåíèÿ
õèòîçàíà â ïðèñóòñòâèè áåëêîâ ñ ïîìîùüþ î-ôòàëå-
âîãî àëüäåãèäà [21].

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî äëÿ ìèêðî÷àñòèö, ïîëó÷åí-
íûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì âûñîëåííûõ àãðåãàòîâ èíñóëè-
íà, ýôôåêòèâíîñòü âêëþ÷åíèÿ áåëêà ñ õèòîçàíñóëüôà-
òîì (òàáë. 2, ¹ 6) ìåíüøå, ÷åì ñ äåêñòðàíñóëüôà-
òîì (òàáë. 2, ¹ 4). Äëÿ ìèêðî÷àñòèö, ïîëó÷åííûõ ñ

Ðèñ. 1. Ñõåìà ïîëó÷åíèÿ èíñóëèíñîäåðæàùèõ ïîëèýëåêòðîëèòíûõ ìèêðî÷àñòèö ñ èñïîëüçîâàíèåì  êîìïëåêñà áåëîê-
ïîëèýëåêòðîëèò è âûñîëåííûõ  àãðåãàòîâ áåëêà. ÏÀ –ïîëèàíèîí, ÏÊ –ïîëèêàòèîí, Èíñ – èíñóëèí

Ò à á ë è ö à  1

Ñâîéñòâà ïîëèýëåêòðîëèòíûõ êîìïëåêñîâ, ïîëó÷åííûõ ïðè
âçàèìîäåéñòâèè èíñóëèíà ñ ïîëèàíèîíîì â ðàñòâîðå Èíñ–ÏÀ
è ïðè àäñîðáöèè ïîëèàíèîíà íà  âûñîëåííûõ  ìèêðîàãðåãà-

òàõ èíñóëèíà Èíñ–ÏÀ

ÊÊîîììïïëëååêêññûû  Ýôôåêòèâíîñòü 
âêëþ÷åíèÿ 
áåëêà, % 

Ñîäåðæàíèå 
áåëêà, % 

Ðàçìåð, 
ìêì 

(Èíñ−ÄÑ)  88±8 91±7 9±6  

((ÈÈííññ−ÕÕÑÑ))  74±6  95±4  18±9  

((ÈÈííññ)) −ÄÄÑÑ  90±5  82±5  8±4  

((ÈÈííññ)) −ÕÕÑÑ  72±4  80±8  8±4  
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Ðèñ. 2. Âëèÿíèå ðÍ íà âûñâîáîæäåíèå èíñóëèíà: à –  èç ïîëèýëåêòðîëèòíûõ ìèêðîàãðåãàòîâ; á – èç ïîëèýëåêòðîëèò-
íûõ ìèêðî÷àñòèö ñ òðåìÿ ñòàäèÿìè ñîðáöèè õèòîçàíñóëüôàòà è õèòîçàíà ðàçëè÷íûõ ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ, ïîëó÷åííûõ
íà âûñîëåííûõ ìèêðîàãðåãàòàõ èíñóëèíà; â – èç ïîëèýëåêòðîëèòíûõ ìèêðî÷àñòèö ñ ðàçëè÷íûì ÷èñëîì ñòàäèé ñîðá-
öèè äåêñòðàíñóëüôàòà è õèòîçàíà 400 êÄà, ïîëó÷åííûõ íà ìèêðîàãðåãàòàõ êîìïëåêñà (Èíñ–ÄÑ); ã – èç ïîëèýëåêòðî-
ëèòíûõ ìèêðî÷àñòèö ñ òðåìÿ ñòàäèÿìè ñîðáöèè ðàçëè÷íûõ ïîëèýëåêòðîëèòîâ – äåêñòðàíñóëüôàòà, õèòîçàíñóëüôàòà

è õèòîçàíà 400 êÄà, ïðîòàìèíà, ïîëó÷åííûõ íà ìèêðîàãðåãàòàõ êîìïëåêñà Èíñ–ÏÀ. Âðåìÿ èíêóáàöèè 1 ÷

Ò à á ë è ö à  2

Ñâîéñòâà èíñóëèíñîäåðæàùèõ ìèêðî÷àñòèö ñ òðåìÿ ñòàäèÿìè ñîðáöèè ïîëèýëåêòðîëèòîâ

Ñîäåðæàíèå, % Íîìåð 
îáðàçöà 

Ìèêðî÷àñòèöû Эôôåêòèâíîñòü 
âêëю÷åíèÿ áåëêà, % 

áåëîê ÏÀ ÏÊ 

Ðàçìåð, 
ìêì 

¹ 1 (Èíñ–ÄÑ)–Õèò150–ÄÑ  67±4 36±2 42±3 12±2 10±5 

¹ 2 (Èíñ–ÄÑ)–Õèò400–ÄÑ  72±5 52±4 34±6 9±2 9±5 

¹ 3 (Èíñ–ÄÑ)–Õèò600–ÄÑ  74±5 41±4 38±3 9±3 11±5 

¹ 44  ((ÈÈííññ))––ÄÄÑÑ–Õèò400–ÄÑ  73±5 53±4 35±5 10±2 12±10 

¹ 55  ((ÈÈííññ––ÕÕÑÑ)–Õèò400–ÕÑ  75±5 55±1 – – 23±13 

¹ 66  ((ÈÈííññ))––ÕÕÑÑ–Õèò400–ÕÑ  43±3 58±3 – – 13±7 

¹ 7 (Èíñ–ÄÑ)–Ïð–ÄÑ  86±6 80±3 15±2 1±0,1 10±0,5 

19 ÂÌÓ, õèìèÿ, ¹ 3



182 ÂÅÑÒÍ. ÌÎÑÊ. ÓÍ-ÒÀ. ÑÅÐ. 2. ÕÈÌÈß. 2010. Ò. 51. ¹ 3

èñïîëüçîâàíèåì êîìïëåêñîâ Èíñ−ÏÀ, ýôôåêòèâíîñòü
âêëþ÷åíèÿ äëÿ äâóõ ïîëèàíèîíîâ ïðèìåðíî îäèíàêîâà
(òàáë. 2, ¹ 2, 5).

Ïî äàííûì îïòè÷åñêîé ìèêðîñêîïèè ìèêðî÷àñòèöû
ïîâòîðÿþò ôîðìó èñõîäíûõ áåëêîâûõ àãðåãàòîâ-ìàò-
ðèö, íà êîòîðûõ îíè ôîðìèðîâàëèñü (òàáë. 1, 2). Ðàç-
ìåð ìèêðî÷àñòèö, ïîëó÷åííûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì õè-
òîçàíñóëüôàòà èç âûñîëåííûõ àãðåãàòîâ èíñóëèíà
Èíñ–ÕÑ–Õèò–ÕÑ, ìåíüøå ðàçìåðà ìèêðî÷àñòèö, ïî-
ëó÷åííûõ èç êîìïëåêñà (Èíñ–ÕÑ)–Õèò–ÕÑ (òàáë. 2,
¹ 5, 6). Ïðè õðàíåíèè â ðàñòâîðå ïðè ðÍ 3,0 ìèêðî-
÷àñòèöû ñîõðàíÿëè ñòàáèëüíîñòü â òå÷åíèå òðåõ ëåò
íàáëþäåíèÿ.

Ðåçóëüòàòû ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè
ïîêàçàëè ñõîæåñòü ñòðóêòóð ïîëèýëåêòðîëèòíûõ ìèê-
ðî÷àñòèö (ðèñ. 3). Îäíàêî äëÿ ìèêðî÷àñòèö, ïîëó÷åí-
íûõ íà âûñîëåííûõ àãðåãàòàõ èíñóëèíà, íàëè÷èå â
ñòðóêòóðå ïîâòîðÿþùèõñÿ ìåëêèõ îáðàçîâàíèé ñî
ñðåäíèì ðàçìåðîì 100–200 íì áîëåå âûðàæåííîå.
Ðàçëè÷èå ÿðêî ïðîÿâèëîñü ïðè îáðàáîòêå ìèêðî÷àñòèö

óëüòðàçâóêîì. Äëÿ ìèêðî÷àñòèö, ïîëó÷åííûõ ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì âûñîëåííûõ àãðåãàòîâ áåëêà, ïðîöåññ
èçìåëü÷åíèÿ áîëåå âûðàæåí, à èçìåëü÷åííûå ìèêðî-
÷àñòèöû – áîëåå îäíîðîäíû ïî ðàçìåðó (2±1 ìêì
äëÿ (Èíñ)–ÄÑ–Õèò–ÄÑ), 3±2 äëÿ (Èíñ–ÄÑ)–Õèò–
ÄÑ)). Ïîðàçèòåëüíûå ðåçóëüòàòû îáðàáîòêè óëüòðà-
çâóêîì íàáëþäàëèñü äëÿ ìèêðî÷àñòèö, ïîëó÷åííûõ
íà  âûñîëåííûõ àãðåãàòàõ èíñóëèíà ñ èñïîëüçîâàíè-
åì â êà÷åñòâå ïîëèêàòèîíà ïðîòàìèíà (Èíñ)–ÄÑ–
Ïð–ÄÑ, êîãäà óäàëîñü ïîëó÷èòü íàíî÷àñòèöû ñ ðàç-
ìåðîì 100–200 íì [9].

ðÍ-÷óâñòâèòåëüíîñòü ÿâëÿåòñÿ âàæíîé õàðàêòåðèñ-
òèêîé ïîëèýëåêòðîëèòíûõ áåëêîâûõ ìèêðî÷àñòèö [2, 4,
6, 7, 9, 13, 15, 17], òàê êàê äëÿ ïåðîðàëüíîãî ïðèìåíå-
íèÿ íåîáõîäèìî îáåñïå÷èòü ñòàáèëüíîñòü ìèêðî÷àñ-
òèö â êèñëûõ ñðåäàõ è ïîñòåïåííîå âûñâîáîæäåíèå
áåëêà èç ìèêðî÷àñòèö â íåéòðàëüíûõ ñðåäàõ [22].

Ñðàâíåíèå ðÍ-ïðîôèëåé âûñâîáîæäåíèÿ èíñóëèíà â
ðàñòâîð èç èñõîäíûõ ìèêðîàãðåãàòîâ (ðèñ. 2, à) è
ïîëèýëåêòðîëèòíûõ ìèêðî÷àñòèö (ðèñ. 2, á−ã) ïîêàçû-

Ðèñ. 3. Ñêàíèðóþùèå ýëåêòðîííûå ìèêðîôîãðàôèè èíñóëèíñîäåðæàùèõ ìèêðî÷àñòèö ñ
òðåìÿ ñòàäèÿìè ñîðáöèè äåêñòðàíñóëüôàòà è õèòîçàíà 400 êÄà, ïîëó÷åííûå íà  êîìïëåêñå

Èíñ–ÄÑ (à, á) è âûñîëåííûõ  àãðåãàòàõ èíñóëèíà (â, ã)
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âàåò, ÷òî ìèêðî÷àñòèöû ïðî÷íåå óäåðæèâàþò áåëîê.
Íåçàâèñèìî îò ñïîñîáà ïîëó÷åíèÿ è ñîñòàâà ìèêðî-
÷àñòèö èíòåíñèâíîñòü ïðîöåññà âûñâîáîæäåíèÿ áåëêà
óìåíüøàåòñÿ ñ óâåëè÷åíèåì ÷èñëà ñòàäèé ñîðáöèè
ïîëèýëåêòðîëèòîâ çà ñ÷åò äèôôóçèîííûõ çàòðóäíåíèé,
ñîçäàâàåìûõ ïîëèýëåêòðîëèòíîé ñåòêîé (ðèñ. 2, à−á).
Òàê, ìèêðî÷àñòèöû (Èíñ)–ÕÑ–Õèò–ÕÑ òåðÿþò íå
áîëåå 15–20% èíñóëèíà ïðè ðÍ 2,0, â òî âðåìÿ êàê â
êîìïëåêñå (Èíñ)–ÕÑ ïîòåðè ñîñòàâëÿþò îêîëî 80%.
Ñ óâåëè÷åíèåì ìîëåêóëÿðíîé ìàññû õèòîçàíà ñòà-
áèëüíîñòü ìèêðî÷àñòèö èçìåíÿåòñÿ íåçíà÷èòåëüíî
(ðèñ. 2, á). Âûñâîáîæäåíèå èíñóëèíà èç âñåõ ìèêðî÷à-
ñòèö c N ≥ 3, ïîëó÷åííûõ íà ïîëèýëåêòðîëèòíîì êîì-
ïëåêñå Èíñ–ÏÀ, ïðîèñõîäèò ïðè ðÍ > 5 (ðèñ. 2, ã)
ñ çàìåòíûì âîçðàñòàíèåì ñêîðîñòè âûäåëåíèÿ ïðè
ðÍ 8,0. Ïðè ðÍ 6,0 ìèêðî÷àñòèöû íà îñíîâå äåêñò-
ðàíñóëüôàòà è õèòîçàíà (Èíñ–ÄÑ)–Õèò–ÄÑ óñòîé÷è-
âåå àíàëîãè÷íûõ ìèêðî÷àñòèö (Èíñ–ÄÑ)–Ïð–ÄÑ, ñî-
äåðæàùèõ ïðîòàìèí, è ìèêðî÷àñòèö  (Èíñ–ÕÑ)–Õèò–
ÕÑ, ñîäåðæàùèõ õèòîçàíñóëüôàò.

Ïî äàííûì ãåëü-ïðîíèêàþùåé õðîìàòîãðàôèè ïðè
pÍ 7,4 èíñóëèí èç ìèêðîàãðåãàòîâ è ìèêðî÷àñòèö
âûäåëÿåòñÿ â íå ñâÿçàííîì ñ ïîëèýëåêòðîëèòîì âèäå,
î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóåò ñîâïàäåíèå âðåìåíè óäåðæà-
íèÿ â êîëîííå ãåêñàìåðà èíñóëèíà â âèäå öèíêîâîé
ñîëè è áåëêà ïîñëå ðàçðóøåíèÿ ìèêðî÷àñòèö. Â òî
æå âðåìÿ îñíîâíîé ïðîòàìèí âûñâîáîæäàåòñÿ èç

ìèêðî÷àñòèö (Èíñ–ÄÑ)–Ïð–ÄÑ â âèäå ïîëèýëåêòðî-
ëèòíîãî êîìïëåêñà, òàê êàê ñîâïàäàåò âðåìÿ óäåðæà-
íèÿ ïðîòàìèíà è äåêñòðàíñóëüôàòà.

Òàêèì îáðàçîì, ìåòîäîì ïîñòàäèéíîé àäñîðáöèè
áèîïîëèýëåêòðîëèòîâ íà ìèêðîàãðåãàòàõ áåëêà ïîëó-
÷åíû è îõàðàêòåðèçîâàíû èíñóëèíñîäåðæàùèå ïîëè-
ýëåêòðîëèòíûå ìèêðî÷àñòèöû. Ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå
ñâîéñòâ ìèêðî÷àñòèö, èçãîòîâëåííûõ íà ïîëèýëåêòðî-
ëèòíîì êîìïëåêñå Èíñ−ÏÀ èëè âûñîëåííûõ àãðåãà-
òàõ èíñóëèíà ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàçëè÷íûõ áèîñîâìå-
ñòèìûõ ïîëèýëåêòðîëèòîâ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ìèêðî÷à-
ñòèöû ñ ÷èñëîì ñòàäèé ñîðáöèè ïîëèýëåêòðîëèòîâ
áîëüøå äâóõ ñòàáèëüíû â êèñëûõ ñðåäàõ è ÿâëÿþòñÿ
ðÍ-÷óâñòâèòåëüíûìè. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî ìèêðî÷àñòè-
öû ñïîñîáíû çàùèùàòü èíñóëèí â àãðåññèâíîé ñðåäå
æåëóäêà è âûñâîáîæäàòü â òîíêîì êèøå÷íèêå (ïðè
ðÍ > 6). Âûÿâëåííûå ñâîéñòâà áåëêîâûõ ìèêðî÷àñ-
òèö ñâèäåòåëüñòâóþò î ïåðñïåêòèâíîñòè èõ èñïîëüçî-
âàíèÿ äëÿ ïåðîðàëüíîãî ïðèìåíåíèÿ. Íî, áåçóñëîâíî,
âûâîä î ïðèãîäíîñòè èíñóëèíñîäåðæàùèõ ïîëèýëåêò-
ðîëèòíûõ ìèêðî÷àñòèö äëÿ ïåðîðàëüíîãî ïðèìåíåíèÿ
ìîæåò áûòü ñäåëàí òîëüêî ïîñëå èõ èññëåäîâàíèÿ in
vivî, êîòîðîå ïðîâîäèòñÿ â íàñòîÿùåå âðåìÿ.
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FABRICATION AND PROPERTIES OF pH-SENSITIVE NANOSTRUCTURED
POLYELECTROLYTE MICROPARTICLES LOADED WITH INSULIN

N.G. Balabushevich, G.A. Viêhoreva, Ye.V. Mikhalchik, N.I. Larionova
(Chemistry Department, Lomonosov Moscow State University, Division of Chemical
Enzymology; Moscow State Textile University, Scientific Research Institue
of Physico-Chemical Medicine)

Thorough investigation and comparative study was conducted for insulin-loaded microparticles
fabricated by consecutive adsorption of polyanions (dextran sulfate,   chitosan sulfate) and
polycations (chitosan, protamine) onto the protein microaggregates. The possible regulation of
insulin release from the particles by variation in polyelectrolytes pairs, in the number of their
adsorption cycles and in pH of media was demonstrated. For all studied cases the microparticles
showed protective action towards insulin inactivation at acid pH values and protein release at
pH > 5 corresponding to the human gastro-intestinal conditions.

Key words: insulin, biopolyelectrolyte, layer-by-layer polyelectrolyte adsorption,
polyelectrolyte microparticles.
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