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Аннотация. Полисахарид хитозан является естественным природным биоцидным веществом с универ-
сальными физико-химическими и биологическими свойствами, в том числе антимикробными, 
противовоспалительными, противораковыми, гемостатическими и регенеративными. Возможность 
создания нетоксичных биодеградируемых пленочных покрытий на основе хитозана с модулируемыми 
антибактериальными свойствами является актуальной в условиях растущей антибиотикорезистентно-
сти. Проанализированы 270 образцов биополимерных пленок на основе сшитого дженипином хитоза-
на с молекулярной массой 60, 190 и 320 кДа. Для оценки антибактериальной активности биополимер-
ных хитозановых пленок (ХП) использовали суспензии 30 клинических штаммов микроорганизмов и 
стандартизированных до концентрации 103 КОЕ/мл Staphilococcus aureus (n=10), Escherichia coli (n=10) 
и Candida albicans (n=10). Выявлена отрицательная динамика количества жизнеспособных колоний  
в зависимости от молекулярной массы хитозана и времени контакта биополимерных пленок  
с S. aureus, E. coli и C. albicans. Полученные данные позволяют считать, что биополимеры на основе 
хитозана являются перспективными при разработке медицинских изделий с программируемыми 
антибактериальными и антимикотическими свойствами для практического применения в медицин-
ских целях.1
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Abstract. The polysaccharide chitosan is a natural biocidal substance with universal physicochemical and 
biological properties, including antimicrobial, anti-inflammatory, anticancer, hemostatic and regenerative 
properties. The possibility of creating non-toxic biodegradable film coatings based on chitosan with modulated 
antibacterial properties is relevant in the context of growing antibiotic resistance. 270 samples of biopolymer 
films based on chitosan cross-linked with genipin with a molecular weight of 60, 190, and 320 кДа were analyzed. 
To evaluate the antibacterial activity of biopolymer chitosan films (CF), suspensions of 30 clinical strains of 
microorganisms and S. aureus (n=10), E. coli (n=10), and C. albicans (n=10) standardized to a concentration 
of 103 CFU/ml were used. Negative dynamics in the number of viable colonies was revealed depending on the 
molecular weight of chitosan and the contact time of biopolymer films with S. aureus, E. coli, and C. albicans. 
The obtained data allow us to consider that chitosan-based biopolymers are promising in the development of 
medical devices with programmable antibacterial and antifungal properties for practical use in medical purposes.
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ВВЕДЕНИЕ
Среди используемых в медицине полимерных 

материалов преимущество отдается природным 
биополимерам, так как они экологически безопас-
ны, биосовместимы, обладают контролируемой 
биодеструкцией и устойчивы к механическим на-
грузкам [2, 5, 28]. 

Один из весьма перспективных — полисахарид 
хитозан (деацетилированное производное хитина) 
— является естественным природным биоцидным 
веществом с универсальными физико-химиче-
скими и биологическими свойствами, в том числе 
антимикробными, противовоспалительными, 
противораковыми, гемостатическими и регене-
ративными [7, 12]. Кроме того, хитозан обладает 
рядом преимуществ, таких как широкая распро-
страненность в природе и доступность, высокая 
биосовместимость, биоразлагаемость и отсутствие 
токсичности, которые свидетельствуют о возмож-
ном потенциале его эффективного использования 
в биомедицинских и других целях [13]. 

Хитозан может быть получен производственным 
путем частичного или полного деацетилирования 
хитина, что позволяет классифицировать его как 
сополимер с большим количеством гидроксильных 
и аминогрупп, обладающих высокой реакционной 
способностью, которые допускают получение 
разнообразных химических модификаций путем 
введения других функциональных групп в молеку-
лярную цепь для улучшения ее функциональности 
и повышения ценности ее использования в раз-
личных отраслях [14, 24].

Особенности строения молекул хитозана по-
зволяют получать материалы разной физической 
формы: порошки, губки, гидрогели, шарики, мем-
браны, капсулы, соты, волокна и пленки. 

При этом формирование и стабилизация струк-
туры полимерных матриц могут быть достигнуты 
путем использования различных вариантов хи-
мической сшивки, обеспечивающей образование 
полимерных пространственных конструкций и 
позволяющей модулировать его свойства для тре-
буемых задач [1, 8]. 

В то же время процедура сшивания во многом 
определяет появление новых свойств биополиме-
ров: физических, механических и биологических. 
Например, установлено, что с увеличением коли-
чества сшивающего реагента может изменяться 
плотность получаемых биополимерных изделий, их 
гибкость и гидрофильность [18, 22]. Данные каче-
ства могут быть полезны для использования биопо-
лимерных матриц под конкретные задачи: доставку 
лекарственных препаратов, тканевую инженерию, 
тканевые каркасы, заживление ран, биомедицин-
ские датчики и различные хирургические матери-
алы (скобы, зажимы, сетки). В качестве реагентов 
для сшивок используют глутаровый альдегид, гек-

саметилендиизоцианат, триполифосфат, глиоксаль  
и т. д. [6, 19]. Однако эти вещества токсичны, что мо-
жет сказываться на биосовместимости полученных 
медико-биологических изделий [10]. 

Одним из решений данной проблемы является 
применение дженипина (Gp) — реагента расти-
тельного происхождения, безвредность которого 
доказана рядом исследований [15, 29]. 

Высказывается мнение, что особенное молеку-
лярное строение дженипина в виде циклопента-
нового кольца, слитого с шестичленным гетероци-
клом, придает ему выраженные антиоксидантные, 
антимикробные и противовоспалительные свой-
ства [21, 30, 32]. Учитывая эти данные, можно 
предложить, что полимерные хитозансодержащие 
пленки, где сшивающим компонентом является 
дженипин, будут отличаться в своей активности в 
зависимости от количества этого компонента [20]. 
Однако в доступной литературе отсутствуют сведе-
ния о влиянии количества сшивающего реагента 
на биоцидность хитозановых матриц.

В свою очередь, многие вопросы, касающиеся 
биологической активности самого хитозана, все 
еще остаются далеки от разрешения. Установлено, 
что антимикробное и противовоспалительное 
действие хитозана зависит от целого ряда сложных 
внутренних (источники получения, концентрация, 
молекулярная масса, степень полимеризации и др.) 
и внешних (pH окружения, тип и чувствительность 
микроорганизмов, химический состав субстрата 
и др.) факторов, знание которых необходимо для 
объяснения роли каждого из них в проявлении 
механизмов действия этого биополимера [17].

Несмотря на активное изучение антибакте-
риальных свойств хитозана, который является 
наиболее часто используемой базовой матрицей 
биополимерных пленок, среди исследователей 
нет единого мнения о корреляции активности его 
противомикробного действия с особенностями 
поликатионной структуры, числом мономерных 
звеньев, молекулярной массы [3, 11]. 

В частности, результаты исследования влияния 
молекулярной массы на биоцидные свойства хи-
тозана достаточно противоречивы. В ряде работ 
указано, что антимикробный эффект усиливается 
с увеличением молекулярной массы хитозана [25, 
27]. Данный эффект основан на большей возмож-
ности связывания высокого числа аминогрупп хи-
тозана с отрицательно заряженными структурами 
клеточных стенок микроорганизмов. Однако су-
ществует и противоположное мнение, что хитозан 
с низкой молекулярной массой обладает более вы-
сокой биоцидной активностью. Данное положение 
основывается на том, что коротким биополимер-
ным цепям свойственна высокая подвижность и в 
сочетании с полиэлектролитной природой обеспе-
чивает эффективное взаимодействие с клеточной 
стенкой [4, 9].
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Все вышеперечисленное определило цель на-
стоящего исследования.

 Цель работы — определение взаимосвязи меж-
ду молекулярной массой хитозана, степенью его 
сшивки дженипином (количественного соотноше-
ния хитозан/дженипин) и антимикробной актив-
ностью, что является актуальным в плане создания 
хитозановых пленок с модулируемыми антибакте-
риальными и фунгицидными свойствами.

МЕТОДИКА

Объекты исследования. Для получения образцов 
биополимерных пленок использовали порошки 
хитозана с молекулярной массой 60 («Биопро-
гресс», Россия), 190 (Roeper, Германия) и 320 

(«Биопрогресс», Россия) кДа и близкой степенью 
деацетилирования хитина (84–87 %). 

Пленки получали из 2%-ных уксуснокислотных 
растворов хитозана с рН 5,6, содержащих рассчитан-
ное количество сшивающего реагента природного 
происхождения дженипина (табл. 1), как описано в 
работе [20]. рН доводили насыщенным раствором 
щелочи. Формование образцов биополимерных 
пленок осуществляли методом полива на чашки 
Петри с последующим испарением растворителя 
при комнатной температуре. Пленки выдерживали 
до постоянной массы (в среднем 72 ч).

Проанализированы 270 образцов биополимер-
ных пленок площадью 10х10 мм2 на основе сшито-
го дженипином хитозана, которые были получены 
методом полива на чашки Петри с последующим 
испарением растворителя (табл. 1) [20]. 

Таблица 1. Образцы биополимеров, применяемых в исследовании
Tablе 1. Samples of biopolymers used in the study

ММ, 
кДа

Степень  
деацетилирования,  %

рН пленкообразующего 
раствора хитозана

Соотношение Gp/NH2, 
моль/моль

Толщина пленочного 
образца, мкм

60 80

5.8

0,0035

50
190 86

0,005

0,002

320 88
0,05

0,01

Для оценки антибактериальной активности 
хитозановых пленок (ХП) использовали суспен-
зии 30 клинических штаммов микроорганизмов 
Staphilococcus aureus (n=10), Escherichia coli (n=10) и 
Candida albicans (n=10), выделенных из ран стаци-
онарных пациентов отделения челюстно-лицевой 
хирургии (Московский областной научно-иссле-
довательский клинический институт   им. М. Ф. 
Владимирского, Россия) и стандартизированных 
до концентрации 103 КОЕ/мл.

Реагенты. В работе использовали готовую агари-
зованную среду Мюллера-Хинтон II (ООО «ГЕМ», 
Россия) и питательный бульон Мюллера-Хинтон 
(Condalab, Laboratorios Conda S.A., Испания).

Методика. Для выполнения исследований нами 
был модифицирован классический бактериологи-
ческий метод отпечатков или контактный метод, 
применяемый для определения биологической 
контаминации ровной гладкой поверхности, ко-
торый выгодно отличается от других отсутствием 
потери микробов в исследуемых образцах. 

На образцы ХП с разной молекулярной массой 
хитозана и степенью сшивки наносили по 10 мкл 
суспензии микроорганизмов в бульоне Мюлле-
ра-Хинтон с концентрацией 103 КОЕ/мл. Время 
экспозиции составляло 2, 4 и 6 ч. Далее ХП ап-

пликатировали на чашки Петри с агаром Мюлле-
ра-Хинтон. В качестве контроля 10 мкл суспензии 
микроорганизмов в концентрации 103 КОЕ/мл на-
носили на целлюлозную пленку (Weifang Henglian 
Films Co, Китай). 

Статистический анализ полученных данных 
проводили с использованием пакета прикладных 
программ SPSS Statistics 21.0. Сравнение показате-
лей по количественным признакам осуществляли 
непараметрическим методом с использованием 
теста согласованных пар Вилкоксона или U-кри-
терия Манна-Уитни. При сравнении двух групп с 
нормальным характером распределения данных 
использовали t-тест для независимых группиро-
вок. Cтатистически значимыми считали различия 
при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В рамках исследования основное внимание 
было обращено на оценку зависимых от времени 
эффектов антимикробного и антимикотического 
действия трех типов хитозана: с низкой (до 60 кДа), 
средней (до 250 кДа) и высокой (более 250 кДа) 
молекулярной массой [13] и 5 вариантами соотно-
шений Gp/NH2: дженипим/хитозан (моль/моль).
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Анализ полученных результатов показал отсут-
ствие зависимости интенсивности микробного 

роста от степени сшивки, соотношения Gp/NH2, 
для всех клинических штаммов (табл. 2–4). 

Таблица 2. Среднее количество колоний S. aureus, выросших на плотных агарах в зависимости от ММ, 
степени сшивки дженипином ХП и времени экспозиции (М±s)

Tablе 2. Average number of S. aureus colonies grown on dense agars, depending on MM, degree of cross-
linking with genipin XP, and exposure time (M±s)

ММ, кДа Время воздействия, ч
Соотношение Gp/NH2, моль/моль

0,0035 0,005 0,002 0,05 0,01

60 2 21,8±5,9 23,3±4 23,3±2,8 24,2±4,5 24±2,8

4 5,0±1,5 4,4±1,1 4,9±1,3 4,6±1,1 4,7±1,4

6 1,0±1,4 1,0±1,3 1,4±2,0 1,6±1,4 1,8±1,6

190 2 25,8±3,2 26,4±3,9 25,7±3,6 25,1±3,2 25,5±4

4 5,5±1,5 5,9±2,4 5,0±1,8 6,1±1,6 6,0±2,2

6 4,9±1,5 1,2±1,4 1,3±1,4 1,5±1,4 1,6±1,7

320 2 24,3±5,7 23,7±4,1 25,1±5 26,6±3,5 26,1±3,7

4 2,7±1,5 2,6±1,6 3,0±1,3 3,4±1,7 2,8±1,9

6 0,8±1 0,3±0,4 0,3±0,4 0,8±1 0,2±0,4

Таблица 3. Среднее количество колоний E. coli, выросших на агаризованной среде в зависимости от ММ, 
степени сшивки ХП дженипином и времени экспозиции (М±s)
Tablе 3. Average number of E. coli colonies grown on agarized medium, depending on MM, degree of cross-linking 
with genipin, and exposure time (M±s)

ММ 
кДа Время воздействия, ч

Соотношение Gp/NH2 моль/моль

0,0035 0,005 0,002 0,05 0,01

60

2 22,2±6,2 25,2±3 24,9±3,3 23,5±5,5 24,2±3

4 5,2±2,1 5,4±2,0 5,7±2,3 4,7±1,7 4,1±1,9

6 0,9±1,1 1,0±1,0 0,8±1,0 1,0±0,8 1,4±1,4

190

2 26,6±7,2 28,4±4 27,5±4,3 26,4±4,2 25,5±2

4 6,7±2,1 3,6±1,3 5,5±2,0 6,0±2,2 5,2±1,9

6 1,4±1,4 0,8±0,9 1,2±1,2 0,6±0,7 1,1±1,1

320

2 21,0±2,7 20,0±3,4 19,1±2 19,8±4,1 19,9±2,7

4 1,8±1,2 2,2±1,4 1,3±0,9 1,2±1,0 0,4±0,6

6 0,2±0,4 0 0,1±0,3 0,3±0,4 0,1±0,3

Таблица 4. Среднее количество колоний C. albicans., выросших на агаризованной среде в зависимости от 
ММ, степени сшивки ХП дженипином и времени экспозиции (М±s)
Tablе 4. Average number of C. albicans colonies grown on agar medium, depending on the MM. degree of cross-linking 
of HP with genipin and exposure time (M±s)

ММ, 
кДа Время воздействия, ч

Соотношение Gp/NH2, моль/моль

0,0035 0,005 0,002 0,05 0,01

60

2 11,1±2,4 11,3±3 11,1±2,1 11,0±2,6 11,6±2,8

4 2,9±1,2 2,4±1,4 3,3±1,4 2,8±1,2 2,6±1,1

6 0,2±0,4 0,1±0,3 0,2±0,4 0,3±0,4 8,6±4,8
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Таблица 4. Продолжение 
Table 4. (Contd.)

190

2 10,7±1,8 11,3±2,4 10,9±2,2 12,2±3,0 8,6±4,8

4 3,3±1,5 2,9±1,5 3,2±1,4 2,6±1,2 2,9±1,2

6 0,3±0,4 0,3±0,4 0,4±0,7 0,4±0,7 0,3±0,4

320

2 11,7±3,4 11,3±2,5 11,8±3,0 12,1±3,2 11,7±2,8

4 3,4±1,3 3,7±1,2 4,6±1,2 4,0±1,4 3,8±1,3

6 0,5±0,8 0,5±0,7 0,5±0,7 0,3±0,4 0,4±0,5

В контроле (целлюлозные пленки) во всех про-
бах наблюдался сплошной рост колоний микроор-
ганизмов, не подлежащий подсчету, вне зависимо-
сти от времени экспозиции.

В то же время следует отметить выраженное 
проявление времязависимого эффекта во всех 
образцах: статистически значимое уменьшение 
среднего числа выросших колоний при увеличении 
времени экспозиции до 4 и 6 ч.

На рис. 1 представлена динамика роста колоний 
Escherichia coli после контакта с ХП с молекулярной 
массой (ММ) 60 кДа и различным соотношением 
Gp/NH2. Установлено увеличение антибактери-
альной активности анализируемых образцов ХП 
при удлинении времени контакта биополимера с 
микроорганизмами до 4 и 6 ч относительно наи-
меньшего времени экспозиции — 2 ч. Аналогичные 
изменения наблюдались и при использовании 
штаммов Staphilococcus aureus и Candida albicans 
(рис. 1).

Рис. 1. Динамика снижения среднего количества ко-
лоний (КОЕ) штаммов E. coli (а) после экспозиции в 
течение 2, 4 и 6 ч с ХП с ММ 60 кДа и разным соотно-
шением хитозан/дженипин: Gp/NH2 0,0035 (1); Gp/
NH2 0,005 (2); Gp/NH2 0,002 (3); Gp/NH2 0,05 (4); 
Gp/NH2 0,01 (5)
Fig. 1. Dynamics of the decrease in the average number 
of colonies (CFU) of E. coli strains (a) after exposure for 
2, 4, and 6 hours with CP with MM 60 кДа and differ-
ent ratios of chitosan/jenipin: Gp/NH2 0.0035 (1); Gp/
NH2 0.005 (2); Gp/NH2 0.002 (3); Gp/NH2 0.05 (4); 
Gp/NH2 0.01 (5)

Поскольку влияния на биоцидные свойства 
ХП содержания сшивающего реагента (соотно-
шений Gp/NH2) не было выявлено дальнейшие 
подсчеты количества жизнеспособных колоний 
проводили по объединенным группам с учетом 
только молекулярной массы (MM) хитозана. 

На рис. 2 суммированы результаты оценки 
абсолютного количества жизнеспособных коло-
ний, выросших на плотном агаре после контакта 
с биополимерными пленками на основе хитоза-
на c различной ММ при экспозиции 2, 4 и 6 ч.  
(рис. 2).

Выявлена отрицательная динамика количе-
ства жизнеспособных колоний в зависимости 
от молекулярной массы хитозана с увеличением 
времени контакта биополимерных пленок с  
S. aureus, E. coli и C. albicans. 

Так, после 2-часовой экспозиции наибольшая 
бактерицидная активность была зарегистрирова-
на у ХП с ММ 320 кДа особенно по отношению к 
грамотрицательной бактерии, наблюдали выра-
женное уменьшение количества жизнеспособных 
колоний у E. coli (19,96, p < 0,05), менее значимое —  
у S. aureus (25.16). Количество колоний C. albicans 
оставалось практически равнозначным во всех 
образцах с разной ММ.

При экспозиции в течение 4 ч по отношению 
к S. aureus наибольшую активность проявляли 
ХП с ММ 60 кДа. После 6-часового контакта 
все анализируемые образцы демонстрировали 
высокую антибактериальную активность с пода-
влением роста до единичных колоний: 0,48 и 0,14  
(p < 0,05) соответственно. 

При работе с C. albicans были получены анало-
гичные результаты, но антимикотические свой-
ства ХП и через 4, и через 6 ч экспозиции были 
более выражены у образцов с ММ 60 кДа (2,4 и 
0,2, p < 0,05). Таким образом, повышение степе-
ни полимеризации биополимера способствовало 
увеличению антибактериальной активности в 
отношении тест-штамма Грам(+) и Грам(-) и, 
напротив, ХП с наименьшей из ММ (60 кДа) 
проявила более высокую антимикотическую ак-
тивность. 
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Рис. 2. Боксплоты, отражающие динамику количества жизнеспособных колоний микроорганизмов, выросших на 
агаре после экспозиции в течение 2, 4 и 6 ч с ХП с различной ММ
Fig. 2. Boxplots showing the dynamics of the number of viable microbial colonies grown on agar after exposure for 2, 4, and 6 
hours to HP with different MM



ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ / APPLIED BIOCHEMISTRY AND MICROBIOLOGY.     2026.     T. 62.     № 2 

Щелкова, Кильдеева и др. / Shchelkova, Kildeeva et al.192

В последнее десятилетие было доказано, что 
антимикробная активность хитозана реализуется 
различными механизмами в зависимости от кон-
центрации и молекулярной массы хитозана. Счи-
тается, что вследствие поликатионной природы 
хитозана наиболее активно будут взаимодей-
ствовать с хитозаном отрицательно заряженные 
бактерии, что полностью согласуется с получен-
ными нами результатами [23, 33].

При этом из-за своего размера хитозан с высо-
кой молекулярной массой не способен непосред-
ственно проникать в клетку и взаимодействует 
путем блокады или разрыва клеточной мембраны 
как поликатион. Хитозан высокой молекулярной 
массы остается на поверхности клетки, изменяя ее 
проницаемость и блокируя транспорт питательных 
веществ внутрь микробных клеток, что приводит к 
лизису клетки [26]. 

Хитозан с более низкой молекулярной массой 
может проникать в клетки, образуя поры на кле-
точной мембране или путем эндоцитоза, а также 
связываться в цитозоле с белками и изменять их 
конформацию. Молекулы хитозана с низкой моле-
кулярной массой могут связываться с ДНК, прони-
кая в ядро клетки и ингибируя синтез мРНК [16]. 

По отношению к C. albicans зарегистрирована 
наибольшая эффективность использования ХП 
с ММ 60 кДа, что вполне согласуется с мнением 
исследователей, ранее показавших, что именно 

раствор хитозана с низкой молекулярной массой 
является наиболее эффективным противогрибко-
вым средством, проявляя высокую эффективность 
даже против биопленки C. albicans [31].

***

Полученные в ходе исследования результаты по-
зволяют считать, что наибольшей агрессивностью 
по отношению к бактериям обладают биополимер-
ные пленки на основе хитозана с высокой (320 кДа) 
ММ, более ярко выраженная антимикотическая 
активность проявлялась ХП с ММ 60 кДа.

Биополимеры на основе хитозана обладают 
устойчивыми и пролонгированными биоцидными 
свойствами по отношению к штаммам S. aureus,  
E. coli, C. аlbicans. Такие биополимеры могут слу-
жить основой для потенциального использования 
в составе рецептур при разработке различных ле-
чебных и профилактических стратегий с использо-
ванием биополимеров медицинского назначения с 
программируемыми антимикробными свойствами.

Учет условий их применения позволит повы-
сить эффективность использования материалов 
на основе хитозана и безопасного сшивающего 
материала дженипина, снизить вероятность раз-
вития гнойно-септических осложнений и ускорить 
восстановление тканей и слизистых, имеющих 
инфекционные или дистрофические причины. 
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