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Аннотация. В работе получены микрочастицы ватерита, размером 3 - 4 мкм, с отрицательным ζ-потен-
циалом, содержащие соосажденные фукоидан, лактоферрин и адсорбированную каталазу. Микрочасти-
цы были стабильными при хранении, рН-чувствительными, пролонгированно высвобождали фукои-
дан и лактоферрин в условиях, моделирующих прохождение желудочно-кишечного тракта человека с 
образованием на их поверхности кальций-фосфатного слоя и защищали адсорбированную каталазу 
от действия протеаз. Частицы с адсорбированной каталазой оказывали антиоксидантное действие при 
взаимодействии с нейтрофилами in vitro и при интраперитонеальном введении крысам. В модельных 
системах показали, что комплексные микрочастицы ватерита с каталазой обеспечивали контролиру-
емое рН-зависимое высвобождение и стабильную активность антиоксидантного фермента в условиях 
желудочно-кишечного тракта, а также при взаимодействии с нейтрофилами.
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Abstract. In this study, vaterite microparticles measuring 3-4 μm with a negative ζ-potential were obtained, 
containing coprecipitated fucoidan, lactoferrin, and adsorbed catalase. The microparticles were storage stable, 
pH-sensitive; they  provided a prolonged release of fucoidan and lactoferrin under conditions simulating passage 
through the human gastrointestinal, which involve the formation of a surface calcium-phosphate layer, and 
protected the adsorbed catalase against proteases. The particles with adsorbed catalase exhibited antioxidant 
activity when interacting with neutrophils in vitro and when administered intraperitoneally to rats. In model 
systems, it was shown that complex microparticles of vaterite with catalase provided controlled pH-dependent 
release and stable activity of the antioxidant enzyme under gastrointestinal tract conditions, as well as when 
interacting with neutrophils.
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ВВЕДЕНИЕ
Активные формы кислорода (АФК) играют 

важную роль при воспалительных заболеваниях 
кишечника (ВЗК) [11, 24]. При воспалении сли-
зистой оболочки тонкого и толстого кишечника 
у пациентов наблюдается значительное местное 
повышение уровня пероксида водорода, поэто-
му доставка в участки воспаления препаратов, 
обладающих антиокислительными свойствами, 
включая каталазу, считается важным для лечения 
ВЗК [27, 29, 30, 31].

Каталаза (КФ 1.11.1.6) широко распространена 
в живых организмах, проявляет антиокисли-
тельные свойства, разлагая пероксид водорода с 
образованием кислорода и воды. Узкий диапазон 
pH действия и низкая стабильность являются 
наиболее серьезными проблемами для использо-
вания нативной каталазы [1]. При пероральном 
применении ферменту необходимо сохранять 
активность в кислой среде желудка, а также под 
действием протеаз желудочно-кишечного тракта 
(ЖКТ). Иммобилизация каталазы направлена на 
улучшение ее свойств, кинетических параметров 
и защиту от агрессивных воздействий. 

Для получения стабильных препаратов 
иммобилизованной каталазы медицинского 
назначения используют различные подходы, и 
прежде всего синтез конъюгатов, микро- и на-
нокапсулирование [27, 29, 30]. При пероральном 
введении при лечении ВЗК такие препараты 
должны обладать отрицательным зарядом, так 
как воспаленные участки ЖКТ обогащены поло-
жительно заряженными белками [27]. В настоя-
щее время акцентируется внимание на создании 
лекарственных препаратов на основе дешевых 
частиц карбоната кальция [23], используемых 
в пищевой промышленности и одобренных в 
качестве лекарственного средства [25]. Ватерит, 
являющийся полиморфной модификацией кар-
боната кальция, на протяжении 20 лет активно 
исследуется в качестве носителя белков. В по-

следние годы особое значение придается созда-
нию на основе ватерита многокомпонентных и 
многофункциональных частиц с природными 
углеводсодержащими полимерами и терапевти-
чески важными белками [5, 6, 9, 20]. Включение 
биополимеров в микрочастицы проводится из 
водных растворов без использования органиче-
ских растворителей и дорогих реагентов, однако 
выбору дизайна частиц и изучению защитных 
функций при прохождении ЖКТ уделено мало 
внимания.

В недавних исследованиях были получены 
гибридные микрочастицы ватерита с включе-
нием сульфополисахарида фукоидана (Ф) и 
рекомбинантного человеческого лактоферрина 
из молока трансгенных коз (Л) в виде их по-
лиэлектролитного комплекса (ФЛ) [20]. Оба 
биополимера обладают противовирусными, 
противоопухолевыми, антимикробными свой-
ствами. Фукоидан в качестве пробиотика входит 
в состав биологически активных добавок [15, 19], 
а лактоферрин, способный модулировать реге-
неративные процессы в слизистых оболочках [3], 
включают в состав пищевых продуктов и детского 
питания [16]. Гибридные микрочастицы ватерита 
с соосажденным комплексом фукоидана и лакто-
феррина имеют отрицательный дзета-потенциал, 
обладают рН чувствительностью, антиоксидант-
ными, антибактериальными и мукоадгезивными 
свойствами, что важно при пероральной достав-
ке в кишечник [20]. Иммобилизация каталазы 
в такие гибридные микрочастицы придаст им 
дополнительные антиокислительные свойства, 
важные для профилактики и лечения ВЗК, и 
защитит иммобилизованный фермент от агрес-
сивных факторов ЖКТ. 

Цель работы – включение каталазы в ги-
бридные микрочастицы ватерита, содержащие 
фукоидан и лактоферрин, изучение активности 
иммобилизованного фермента при моделиро-
вании условий ЖКТ и противовоспалительной 
активности частиц in vitro и in vivo. 
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МЕТОДИКА
Реактивы

В работе использовали хлорид кальция, кар-
бонат натрия, фукоидан из Fucus vesiculosus (30– 
100 кДа), каталазу из бычьей печени, свиной 
пепсин 4500 Ед./мг, пероксид водорода, лю-
минол, люцигенин, форбол-12-миристат-13 
ацетат (ФМА), растворы Histopaque плотностью 
1,077/1,119 г/мл («Sigma-Aldrich», США), трип-
син 40 Ед./мг («Fluka», Германия), рекомби-
нантный человеческий лактоферрин из молока 
трансгенных коз («Капрабел», Беларусь), наборы 
для определения цитокинов («Вектор-Бест», 
Россия). 

Методы определения биополимеров
 Концентрацию фукоидана определяли мето-

дом Дюбуа, концентрацию лактоферрина и ката-
лазы – методом Лоури [20]. Активность нативной 
и иммобилизованной каталазы определяли по 
разложению пероксида водорода, константу 
Михаэлиса (KM), максимальную скорость (Vmaх) и 
каталитическую константу (kкaт=Vmaх/Сакт) вычис-
ляли при изменении концентрации субстрата с 
использованием графика Лайнуивера-Берка [6].

Получение микрочастиц
Получение микрочастиц ватерита с фукои-

даном и лактоферрином (CCФЛ) проводили по 
методике [20]. Фукоидан и лактоферрин пред-
варительно инкубировали 10 мин для образова-
ния комплекса. Реакционная смесь содержала  
5 мг/мл фукоидана, 5 мг/мл лактоферрина,  
0,33 М Са2+ и 0,33 M СО3

2-. 
Для получения микрочастиц c соосажденной 

каталазой (ССФЛК) перед внесением раство-
ра CaCl2 добавляли каталазу до содержания 
в реакционной смеси 5 мг/мл. Полученные 
микрочастицы CCФ или ССФЛК отделяли цен-
трифугированием, дважды промывали водой, 
замораживали и лиофильно высушивали. Для 
получения микрочастиц с адсорбированной ка-
талазой (ССФЛ-К) 10 мг ССФЛ инкубировали  
30 мин (250 об./мин, 25°С) с 2 мл 0,3 мг/мл ка-
талазы в 0,05 М фосфатном буфере с pH 7,0, су-
спензию центрифугировали (1000 об./мин, 2 мин) 
и дважды промывали буфером. Анализировали 
концентрацию всех компонентов в надосадочных 
и промывочных растворах и определяли эффек-
тивность их включения по убыли в растворах.

Характеристика микрочастиц
Сканирующую электронную микроскопию 

(СЭМ) проводили с использованием микроскопа 
Zeiss Merlin с оптикой GEMINI II Electron Optics 
(«Zeiss», Германия) с ускоряющим напряжени-
ем 1–2 кВ. Для определения среднего диаметра 

анализировали 100 частиц в каждом образце с 
использованием программного обеспечения 
ImageJ. Элементный состав анализировали мето-
дом энергодисперсионной рентгеновской спек-
троскопии (ЭДС) с использованием приставки 
Oxford Instruments INCAx-act при ускоряющем 
напряжении 10–15 кВ. 

Низкотемпературную адсорбцию-десорбцию 
азота проводили на анализаторе ASAP-2020 
(«Micromeritics», США). Образцы предваритель-
но дегазировали при комнатной температуре до 
10⁻³ Па. Изотермы регистрировали при -196°C. 
Удельную площадь поверхности частиц опре-
деляли методом Брунауэра–Эмметта–Теллера, 
а размер пор рассчитывали методом Барретта–
Джойнера–Халенды.

Дзета-потенциал фукоидана и лактоферрина 
(1 мг/мл), микрочастиц (0,1 мг/мл) измеряли 
с помощью электрофоретического рассеяния 
света (ЭРС) на приборе Zetasizer Nano ZS («Nano 
ZS», Великобритания). 

Изучение стабильности микрочастиц
20 мг CCФЛ-K смешивали с 1,5 мл PBS-буфе-

ра (pH 7,4) и инкубировали (37°С, 250 об./мин).  
В процессе инкубации отбирали пробы, анали-
зировали форму частиц с помощью световой 
микроскопии, а после центрифугирования (2000 
об./мин, 2 мин) надосадочные растворы отделя-
ли для анализа фукоидана и белка. Активность 
каталазы анализировали в суспензии и в надоса-
дочных растворах.

Изучение рН-чувствительности микрочастиц
10 мг CCФЛ-K смешивали с 2 мл универсаль-

ного буфера (0,02 М H3PO4, 0,02 М CH3COOH, 
0,02 М H3BO3+1 М NaOH, pH 2–8) [4]. В кон-
трольном опыте вместо частиц вносили каталазу 
в концентрации, аналогичной концентрации ка-
талазы, адсорбированной в ССФЛ-К. Суспензии 
инкубировали 1 ч (37°С, 250 об/мин) и центрифу-
гировали (2000 об./мин, 2 мин). В надосадочных 
растворах определяли концентрацию фукоидана, 
белка, активность каталазы. Осадки микроча-
стиц после промывки водой анализировали с 
помощью СЭМ, ЭДС, ЭРС.

Изучение поведения микрочастиц  
в модельных средах

10 мг микрочастиц CCФЛ-К последовательно 
инкубировали (37°С , 250 об./мин): 1 ч в растворе 
HCl с pH 3, 1 ч в 0,05 М фосфатном буфере с pH 
6,0 и 4 ч в 0,05 М фосфатном буфере с pH 7,4. 
При смене буфера суспензию центрифугировали 
(2000 об./мин, 2 мин) и отделяли надосадочный 
раствор, а к осадку добавляли аналогичный объем 
новой среды. В параллельных экспериментах ис-
пользовали нативную каталазу в концентрации, 
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эквивалентной ее содержанию в ССФЛ-К. В про-
цессе инкубации отбирали пробы и определяли 
активность каталазы, далее центрифугировали 
(2000 об./мин, 2 мин), в надосадочных растворах 
определяли концентрации фукоидана и белка и 
рассчитывали их накопительное высвобождение. 
Осадки микрочастиц промывали водой и анали-
зировали с помощью СЭМ, ЭДС и ЭРС.

При анализе воздействия модельной среды же-
лудочного сока 2,5 мг/мл ССФЛ-К или 0,1 мг/мл  
каталазы инкубировали 2 ч (37оС, 250 об./мин)  
в растворе HCl с pH 1,2, содержащем 0,1 мг/мл 
пепсина и 2 мг/мл NaCl. При моделировании 
эффектов среды тонкого кишечника 2,5 мг/мл 
ССФЛ-К или 0,1 мг/мл каталазы инкубировали 
2 ч (37оС, 250 об./мин) в 0,05 М трис-буфере с 
pH 7,0, содержащем 0,023 мг/мл трипсина (опыт) 
или без трипсина (контроль). Каждые 30 мин 
отбирали пробы, вычисляли отношение к актив-
ности фермента до начала инкубации. 

Активация микрочастицами  
изолированных нейтрофилов

Нейтрофилы человека были выделены из 
крови здоровых добровольцев. Образцы крови 
центрифугировали 45 мин в двойном градиенте 
Histopaque 1,077/1,119 г/мл, нейтрофилы соби-
рали, промывали раствором Кребса-Рингера  
(рН 7,4) и подсчитывали в камере Горяева. 

Хемилюменисценцию (ХЛ) измеряли на люми-
нометре Lum1200 (DiSoft, Россия) в 0,5 мл раствора 
Кребса-Рингера с 0,2 мМ люминолом, 0,5% ауто-
логичной сыворотки крови, нейтрофилами (106/
мл) и микрочастицами (0,5 мг/мл). Спонтанную ХЛ 
измеряли до внесения микрочастиц. После добав-
ления образца ХЛ регистрировали до достижения 
максимальных значений и рассчитывали амплитуду 
ХЛ ответа. 

Для иммуноферментного анализа (ИФА) цито-
кинов 106/мл нейтрофилов инкубировали с 0,5 мг/
мл микрочастиц в растворе Кребса-Рингера 2 ч при 
37°C. Надосадочные растворы после центрифугиро-
вания (20 мин, 3000 об./мин) собирали и хранили 
при -30°C до анализа. Цитокины (ФНО-альфа, ИЛ-
6 и ИЛ-8) определяли с помощью наборов ИФА в 
соответствии с инструкциями производителя.

Изучение реакции нейтрофилов  
на микрочастицы in vivo

 Были использованы половозрелые кры-
сы-самцы линии Вистар массой 200–220 г по  
7 животных в группе. Кормление осуществлялось 
ad libitum при свободном доступе к воде. Для вве-
дения животным готовили суспензии 25 мг/мл  
микрочастиц в стерильном 0,15 М NaCl и вво-
дили внутрибрюшинно в объеме 1 мл. Кон-
трольной группе вводили 1 мл стерильного  
0,15 М NaCl. Через 1 сутки после введения суспен-

зий животные получали ингаляционный наркоз 
севораном, затем в брюшную полость вводили 
по 10 мл стерильного 0,15 М NaCl и отбирали пе-
ритонеальный лаваж. Клетки перитонеального 
лаважа осаждали центрифугированием (15 мин,  
1500 об./мин), промывали средой Кребса-Рингера. 
Готовили мазки и окрашивали по Романовскому для 
подсчета с использованием светового микроскопа. 
Клеточные осадки ресуспендировали в 0,5 мл среды 
Кребса-Рингера и оценивали концентрацию клеток 
в камере Горяева. Для проведения ХЛ анализа в 
кювету люминометра вносили пробу, содержащую 
0,5 мл раствора Кребса-Рингера с 0,2 мМ люмино-
лом или люцигенином и 0,5 мл клеток лаважа (106/
мл), и измеряли кинетику ХЛ ответа, регистрируя 
максимальную величину. Затем в пробу вносили  
0,1 мкг/мл раствора ФМА и регистрировали макси-
мум на кривой ХЛ ответа.

Обработка данных и статистический анализ

 Расчеты и статистическую обработку результа-
тов проводили с использованием программ Excel, 
Origin и Statistica 12.0. Результаты представлены как 
среднее значение ± стандартное отклонение. Ста-
тистическая значимость различий между группами 
оценивалась с использованием t-критерия Стью-
дента для независимых переменных и критерия 
Манна-Уитни. Различие считалось статистически 
значимым при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Получение и характеристика  
микрочастиц ватерита

Для получения гибридных микрочастиц ватерита 
ССФЛ с фукоиданом (Ф), имеющим рКа сульфо-
групп 1-2,5, и гликопротеином лактоферрином (Л) 
с молекулярной массой 80 кДа и рI 8,0–8,5 был ис-
пользован метод спонтанной кристаллизации при 
сливании растворов хлорида кальция и карбоната 
натрия с соосаждением предварительно сформиро-
ванного полиэлектролитного комплекса ФЛ (рис. 
1), как было описано в работе [20]. На сохранение 
активности каталазы (К, 250 кДа, рI 5,4) в гибрид-
ных микрочастицах ватерита могут оказывать 
влияние используемые биополимеры [5, 9], поэтому 
предварительно установили, что фукоидан и лакто-
феррин в концентрациях 0,01-5,0 мг/мл не влияли 
на активность каталазы при рН 7,0.

При загрузке каталазы в ССФЛ путем соосаж-
дения (ССФЛК) и адсорбции (ССФЛ-К) (рис. 1) 
сравнивали физико-химические характеристики 
микрочастиц (табл. 1). 
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Рис. 1. Схема получения микрочастиц ватерита с фукоиданом и лактоферрином с включением каталазы путем соо-
саждения (CCФЛК, путь I) или адсорбции (ССФЛ-К, путь II) 
Fig. 1. Scheme for producing vaterite microparticles with fucoidan and lactoferrin with incorporation of catalase via 
coprecipitation (CCFLK, route I) or adsorption (CCFL-K, route II)

Таблица 1. Характеристика микрочастиц ССФЛ до и после включения каталазы с помощью соосаждения 
(ССФЛК) и адсорбции (ССФЛ-K)

Table 1. Characteristics of CCFL microparticles before and after catalase incorporation using coprecipitation (CCFLK) 
and adsorption (CCFL-K)

Метод
анализа Параметр

Микрочастицы

КаталазаССФЛ ССФЛК ССФЛ-К

СЭМ Диаметр частиц, мкм 2,1±0,7 3,0±1,2 3,5±1,1

Адсорбция-десорб-
ция азота

Площадь частиц, м2 г-1 35±4 - -

Диаметр пор, нм 5,4 - -

ЭРС ζ-потенциал, мВ -12 ±1 -11±2 -9±1

Дюбуа Фукоидан, мг/г 101±13 90±10 84±8

Лоури
Лактоферрин, мг/г частиц 27±3 27±5 28±3

Каталаза, мг/г частиц - 81±9 10±2

Разложение перок-
сида водорода

E/мг белка - 120±15 980±46 1007±18

КM, мМ - - 1,4±0,3 48±11

kкат ∙10-7, с-1 - - 0,33±0,10 3,0±1,2

Микрочастицы ССФЛ и ССФЛ-K имели сфе-
рическую форму со средним диаметром 2 – 4 мкм 
(рис. 2), свойственную ватериту, и содержали около 
3% масс. лактоферрина и 8 – 10% (масс.) фукоида-
на. Благодаря наличию на поверхности сульфопо-
лисахарида с ζ-потенциалом -60,5 мВ поверхност-
ный заряд всех микрочастиц был отрицательным. 
Размер пор микрочастиц ССФЛ составлял 5,4 нм 

и был сравним с гидродинамическим диаметром 
молекулы каталазы 10,5 нм. 

Метод соосаждения приводил к большей загруз-
ке каталазы (табл. 1), однако активность соосаж-
денного фермента в частицах оказалась низкой, ве-
роятно, вследствие недоступности большей части 
молекул для субстрата. При адсорбции каталазы в 
0,05 М фосфатном буфере с рН 7,0 удалось достичь 
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сохранения удельной активности на уровне на-
тивного фермента, как и при адсорбции каталазы 
на других частицах ватерита [7, 8], в том числе 
гибридных [5, 6, 9]. Эффективность адсорбции 
зависит от соотношения размера пор микрочастиц 
и гидродинамического диаметра белка, а также их 
зарядов [5, 9]. Из-за близости размеров фермента 
и пор ССФЛ большая часть адсорбированной ка-
талазы находилась на поверхности микрочастиц 
ССФЛ-К.  Для адсорбированной каталазы по 
сравнению с нативной выявлено, как уменьшение 
каталитической константы (kкат), по-видимому, из-

за диффузионных затруднений для субстрата, так и 
уменьшение константы Михаэлиса (KM).

Таким образом, для загрузки каталазы в ги-
бридные микрочастицы предложено использовать 
адсорбцию. 

Стабильность и рН-чувствительные  
свойства микрочастиц

Стабильность ССФЛ-К, включая высвобожде-
ние всех включенных компонентов и изменение 
активности каталазы, изучали при инкубации в 
PBS-буфере с pH 7,4 (рис. 3). 

(а)

(б)

(а)

(б)

ССФЛ ССФЛ-К

ССФЛ-К pH 5

ССФЛ-К pH 2 ССФЛ-К pH 3 ССФЛ-К pH 4

ССФЛ-К pH 6 ССФЛ-К pH 7 ССФЛ-К pH 8

Рис. 2. СЭМ фотографии микрочастиц ССФЛ и ССФЛ-K до и после инкубации в универсальном буфере с рН 2–8. 
Масштабная линейка: а – 10 мкм, б – 1 мкм 
Fig. 2. SEM images of CCFL and CCFL-K microparticles before and after incubation in a universal buffer with pH 2–8. (а) 
- scale bar in the upper figure is 10 μm, (b) - 1 μm
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Рис. 3. Высвобождение белка (1, а) и фукоидана (2, а), активность каталазы (в суспензии 3, б и надосадочном рас-
творе 4, б) при инкубации микрочастиц ССФЛ-К в PBS-буфере рН 7,4 
Fig. 3. Release of protein (1, a) and fucoidan (2, a), and catalase activity (in suspension 3, b and supernatant solution 4, b) 
during incubation of CCFL-K microparticles in PBS buffer, pH 7,4
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По данным световой микроскопии микрочасти-
цы в течение 24 ч сохраняли сферическую форму, 
свойственную ватериту. Через 1 ч высвобождение 
фукоидана и белка (рис. 3а) составляло соответ-
ственно 4 и 6% от количества, загруженного в ча-
стицы, а через 24 ч возрастало до 8% для фукоидана 
и практически не изменялось для белков вплоть до 

168 ч инкубации. Каталаза в суспензии ССФЛ-К 
сохраняла 80% активности в течение 24 ч, в то 
время как фермент, высвободившийся в раствор, 
терял активность (рис. 3б). Для моделирования 
условий ЖКТ использовали два подхода: ССФЛ-К 
инкубировали 1 ч при рН от 2 - 8 (рис. 4) или 6 ч 
при увеличении значениях рН среды (рис. 5). 

(а) (в)

(б) (г)

0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

0
0 1 2 3 4 5 6 7 8

0 1 2 3 4 5 6 7 8 0
0
2
4
6
8

10

1 2 3 4 5 6 7 8

00

–20

–15

–10

–5

1 2 3 4 5 6 7 8

1200
1000

800
600
400
200

0

2

1

3

4

рНрН

рН

рН

Ра
зм

ер
 ч

ас
ти

ц,
 

мк
м

Ак
ти

вн
ос

ть
 

ка
та

ла
зы

, U
/м

г

ζ-
по

те
нц

иа
л,

 м
В

мг
/м

л

Рис. 4. Влияние рН и длительности инкубации микрочастиц ССФЛ-К в течение 1 ч в универсальном буфере на 
высвобождение белка (1, а) и фукоидана (2, а), активность каталазы в суспензии (3, б) и в надосадочном растворе 
(4, б), ζ-потенциал (в) и размер микрочастиц (г)
Fig. 4. Effect of pH and duration of 1-hour incubation of CCFL-K microparticles in a universal buffer on protein (1, a) and 
fucoidan release (2, a), catalase activity (in suspension 3, b and supernatant solution 4, b), ζ-potential (c), and size (d)

(а)

(б)

(г) (д)

(в)

Рис. 5. Влияние рН и длительности последовательной инкубации в средах, моделирующих прохождение ЖКТ, на 
свойства микрочастиц ССФЛ-К: а – накопительное высвобождение белка (1) и фукоидана (2); б – изменение ζ-по-
тенциала; в – активность каталазы в суспензии микрочастиц (3) и контрольной нативной каталазы (4); г, д – мор-
фологию микрочастиц по данным СЭМ (масштабная линейка: г - 10 мкм, д -  1 мкм) 
Fig. 5. Effect of pH and duration of sequential incubation in media simulating passage through the gastrointestinal tract on 
the properties of CCFL-K microparticles: a – cumulative release of protein (1) and fucoidan (2); b – change in ζ-potential; 
c – catalase activity in suspension (3) end control native catalase (4); d, d – morphology according to SEM data (scale bar 
g – 10 μm, e – 1 μm)
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Анализировали высвобождение компонентов, 
активность каталазы, ζ-потенциал (рис. 4, 5), 
морфологию (рис. 2б) и размер частиц (рис. 4г), 
элементный состав поверхности частиц (табл. 2). 
По данным СЭМ (рис. 2) при рН 2 - 5 наблюдалось 
изменение морфологии частиц, связанное как 
с частичным растворением карбоната кальция, 
так и с образованием кальций-фосфатного слоя, 
что согласуется с данным ЭДС по обогащению 
поверхности фосфором (табл. 2). При рН 6,0 и в 

большей степени при рН 7,0 – 8,0 частицы сохра-
няли сферическую форму, но также содержали на 
поверхности фосфаты кальция (табл. 2). Слипание 
частиц в кислых средах было более выраженным, 
что приводило к увеличению среднего диаметра 
образований (рис. 4г). Сходные изменения ранее 
наблюдались при инкубации частиц ватерита в 
плазме крови, которые были связанны с трансфор-
мацией в постепенно разрушающиеся игольчатые 
структуры фосфата кальция [22]. 

Таблица 2. Влияние инкубации в различных средах на элементный состав поверхности микрочастиц ССФЛ-К 
в массовых процентах по данным ЭДС

Table 2. Effect of incubation in various media on the elemental composition of the CCFL-K microparticle surface in 
mass percentages according to EDS

Элемент Исходно 

 Инкубация 1 ч в 
универсальном буфере

Инкубация при моделировании 
прохождения ЖКТ

pH

2 5 8 3 7

C 26,8±0,3 24,6±0,3 37,8±0,3 30,5±0,3 24,1±0,3 11,1±0,3

O 42,3±0,3 44,2±03 35,1±0,4 37,7±0,3 43,3±0,3 32,8±0,4

P 0,3±0,1 1,30±0,18 5,1±0,2 5,9±0,1 8,8±0,2 17,4±0,2

Ca 29,6±0,2 13,7±0,2 22,0±0,3 25,9±0,2 23,8±0,2 38,6±0,3

Фукоидан и белок из ССФЛ-К незначительно 
высвобождались при рН 3–5 (рис. 4а) и чуть боль-
ше при рН 2,0 в связи с растворением карбоната 
кальция в кислой среде. Наибольшее выделение 
компонентов наблюдалось при рН 7 – 8 в связи с 
приобретением каталазой отрицательного заряда и 
с приближением значения рН к pI лактоферрина и, 
следовательно, с разрушением полиэлектролитных 
комплексов фукоидана с лактоферрином и/или 
каталазой. Изменение отрицательного ζ-потен-
циала ССФЛ-К было колоколообразным (рис. 4в) 
с возрастанием модуля при рH < 5 и при рН 7–8, 
по-видимому, за счет одновременного изменения 
заряда включенных каталазы и лактоферрина. 
Максимальное сохранение активности адсор-
бированной каталазы в суспензии микрочастиц 
наблюдалось при рН 5 (рис. 4б). Однако даже при 
рН 2–3 активность иммобилизованного фермента 
в суспензии микрочастиц сохранялась, в отличие 
от нативной каталазы и надосадочных растворов 
после отделения частиц.  При последовательной 
инкубации ССФЛ-К в буферных растворах с воз-
растающими значениями рН (рис. 5) наблюдалось 
изменение морфологии микрочастиц (рис. 5г, д), 
что связано с частичным растворением карбо-
ната кальция и образованием фосфатов кальция 

(табл. 2). Высвобождение фукоидана и белка за  
1 ч инкубации при рН 3 былo незначительным, но 
происходило более активно за 1 ч при рН 6 и более 
медленно в течение 4 ч при рН 7 (рис. 5а). Актив-
ность сорбированной каталазы при рН 3 уменьша-
лась на 13%, в то время как активность нативной 
каталазы полностью терялась в этих условиях уже 
через 10 мин (рис. 5в).  При переносе микрочастиц 
после центрифугирования в среды с рН 6,0 и далее 
с рН 7,0 активность иммобилизованной каталазы 
практически не изменялась, что хорошо согла-
совывалось с данными по влиянию рН на высво-
бождение белка из частиц (рис. 4).  ζ-потенциал 
ССФЛ-К при инкубации во всех средах оставался 
отрицательным (рис. 5б). 

Защитные свойства микрочастиц  
при действии протеаз

	 Исследование активности адсорбирован-
ной каталазы в ССФЛ-К проводили в течение 2 ч в 
двух средах, первая из которых моделировала кис-
лую среду желудочного сока и содержала пепсин 
(рис. 6а), а вторая – нейтральную среду тонкого 
кишечника и содержала трипсин (рис. 6б). В па-
раллельных экспериментах проводили инкубацию 
нативной каталазы. 
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Рис. 6. Кинетика инактивации каталазы нативной при рН 7,0 (1) и в среде с протеолитическим ферментом (2), в 
составе микрочастиц ССФЛ-К при рН 7,0 (3) и в среде с протеолитическим ферментом (4), в составе микрочастиц 
ССФ-К при рН 7,0 (5) и в среде с протеолитическим ферментом (6). Условия инкубации с протеолитическими фер-
ментами: в растворе пепсина (0,1 мг/мл) при рН 1,2 (а) и в растворе трипсина (0,023 мг/мл) при рН 7,0 (б)
Fig. 6. Kinetics of catalase inactivation in native state at pH 7.0 (1) and in a medium with the enzyme (2), as a component of 
CCFL-K microparticles at pH 7.0 (3) and in a medium with the enzyme (4), as a component of CCF-K microparticles at pH 
7.0 (5) and in a medium with the enzyme (6) during incubation in a pepsin solution (0.1 mg/ml) at pH 1.2 (a) and in a trypsin 
solution (0.023 mg/ml) at pH 7.0 (b)
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Под действием пепсина в кислой среде нативная 
каталаза полностью инактивировалась в течение 
5 мин, в то время как адсорбированная через 2 ч 
сохраняла 30% активности (рис. 6а). Под действи-
ем трипсина адсорбированная каталаза через 2 ч 
сохранила соответственно на 15% больше активно-
сти по сравнению с нативным ферментом (рис. 6б). 
Защитные свойства гибридных частиц в кислой 
среде можно объяснить локальным повышением 
рН в результате частичного растворения карбоната 
кальция и, следовательно, созданием условий, не 
оптимальных для действия пепсина. Кроме того, 
экспонированный на поверхности частиц фукои-
дан может создавать стерические затруднения для 
воздействия пепсина и трипсина на иммобилизо-
ванную каталазу.

Активация микрочастицами изолированных 
нейтрофилов

Анализ действия адсорбированной каталазы 
представляет интерес как с точки зрения под-
тверждения ее активности в клеточных системах, 
генерирующих пероксид водорода, так и для 
обоснования перспективности включения ее в 
качестве дополнительного антиоксидантного и 
противовоспалительного компонента в средства 
доставки. Оценивали активацию нейтрофилов под 
действием ССФЛ и ССФЛ-К (рис. 7). 

Эксперименты с нейтрофилами показали, 
что амплитуда ХЛ-ответа на ССФЛ-К составляла 
75±23% от ответа на ССФЛ (р < 0,05 по критерию 
Уилкоксона). Внеклеточная продукция ФНО-аль-
фа нейтрофилами под действием ССФЛ и ССФЛ-К 
возрастала в одинаковой степени, а продукция 
ИЛ-6 и ИЛ-8 несколько снижалась (рис. 8).

Рис. 7. Типичная кинетика люминол-зависимого ХЛ 
ответа нейтрофилов на микрочастицы ССФЛ (1), 
ССФЛ-К (2) и контрольный раствор 0,15 М NaCl (3)
Fig. 7. Typical kinetics of the luminol-dependent CL 
response of neutrophils to microparticles of CCFL (1), 
CCFL-K (2) and a control solution of 0.15 M NaCl (3)

Характеристика провоспалительной  
реакции крыс на микрочастицы

Для сравнительного анализа провоспалитель-
ной активности микрочастиц in vivo использовали 
модель с интраперитонеальным введением крысам 
ССФЛ, ССФЛ-К или стерильного 0,15 М NaCl в 
контрольной группе. Анализ клеточного состава 
перитонеального смыва показал, что в группах 
с введением микрочастиц увеличивалась доля 
нейтрофилов и снижалась доля эозинофилов по 
сравнению с контрольной группой (табл. 3). При 
этом доля моноцитов практически не изменялась. 
Статус клеток перитонеального смыва оценивали 
по продукции ими активных форм кислорода 
спонтанно или под действием ФМА (стандартного 
активатора клеток), используя метод ХЛ (табл. 4).
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Рис. 8. Внеклеточная концентрация ФНО-альфа (а), ИЛ-8 (б) и ИЛ-6 (в) после инкубации нейтрофилов  
(1х106 кл./мл) с микрочастицами ССФЛ, ССФЛ-К (0,5 мг/мл) или без микрочастиц в течение 2 ч при 37оС. *р<0.05 
относительно контроля (Трис)
Fig. 8. Extracellular concentration of TNF-alpha (а), IL-8 (б), and IL-6 (в) after incubation of neutrophils  
(1x106 cells/mL) with CCFL, CCFL-K microparticles (0.5 mg/mL), or without microparticles for 2 hours at 37°C. *p<0.05 
relative to the control (Tris).
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Таблица 3. Доля моноцитов, эозинофилов и нейтрофилов среди лейкоцитов перитонеального смыва у крыс 
через сутки после введения микрочастиц (25 мг/животное)
Table 3. Proportion of monocytes, eosinophils, and neutrophils in peritoneal lavage leukocytes in rats 24 hours after 
microparticles administration (25 mg/animal)

Образец
Лейкоциты в перитонеальном смыве

моноциты, % нейтрофилы, % эозинофилы, %

0,15 М NaCl 26,1±8,7 33,7±13,4 16,5±6,6

CCФЛ 24,2±8,8 57,1±9,1* 9,0±8,3

CCФЛ-К 25,6±14,1 66,5±14,8* 5,2±0,8*
*р<0,05 относительно группы крыс «0.15 M NaCl»
*р<0.05 relative to the group of rats “0.15 M NaCl”

Таблица 4. Активность клеток перитонеального смыва у крыс через сутки после введения микрочастиц (25 мг/
животное)
Table 4. Peritoneal lavage cell activity in rats 24 hours after microparticles administration (25 mg/animal). The measured 
parameters were normalized to cell concentration and presented as minimum and maximum values (median values are 
shown in parentheses)

Образец
Люминол-зависимая ХЛ, В/млн Люциген-зависимая ХЛ, В/млн

спонтанная ФМА-активированная спонтанная ФМА-активированная

0,15 M NaCl 1,9–4,3
(2,7)

210–512
(382)

1,5–5,0
(2,7)

11,0–16,5
(12,8)

CCФЛ 0,7–11,0
(2,9)

4,7–179
(22,8) **

1,4–8,7
(4,3)

0,8–10,3
(3,1) **

CCФЛ-K 0,3–13,3
(2,5)

2,7–78,2
(22,1) **

0,4–5,0
(3,7) *

0,1–13,3
(2,8) **

*р<0,05 vs ССФЛ; **р<0,05 vs NaCl; измеряемые показатели нормировали на концентрацию клеток и представляли как минимальное и 
максимальное значения (в скобках указана медиана)
*p<0.05 vs. ССFL; **p<0.05 vs. NaCl; the measured parameters were normalized to the cell concentration and presented as minimum and maximum 
values ​​(the median is given in brackets).
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В группах с введением микрочастиц отмечалось 
достоверное снижение люминол- и люцигенин-за-
висимого ХЛ-ответа клеток перинотального смыва 
на ФМА, несмотря на повышенное содержание 
нейтрофилов в клеточных суспензиях. По-види-
мому, этот результат обусловлен антиоксидантным 
действием включенных в состав частиц биопо-
лимеров, однако эффектов адсорбированной 
каталазы не отмечалось. По результатам спонтан-
ной ХЛ можно отметить тенденцию к снижению 
люминол-зависимого ответа в группе с введением 
ССФЛ-К относительно ССФЛ, а в присутствии 
люцигенина различия между этими группами были 
достоверными. Поскольку люцигенин-зависимая 
ХЛ регистрирует образование супероксидного 
радикала, можно предположить, что в этом случае 
антиоксидантное действие адсорбированной ка-
талазы было скорее опосредованным и отражало 
общий противовоспалительный характер действия 
включенного белка.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Использование каталазы в качестве белка 

включения при разработке многофункциональ-
ных средств мукозальной доставки связано с ее 
защитным действием при воспалении, сопрово-
ждающемся избыточным образованием пероксида 
водорода. У пациентов с ВЗК отмечается, как 
правило, более высокий уровень продукции АФК 
в кишечнике, чем у здоровых лиц [28]. Пероксид 
водорода может вырабатываться как бактериями 
кишечной микрофлоры [21], так и макрофагами 
и нейтрофилами, инфильтрирующими слизистую 
оболочку кишечника при воспалении [13]. Из-
быточная продукция АФК и других реакционных 
соединений, в первую очередь, гидроксильного 
радикала и хлорноватистой кислоты, образую-
щихся из пероксида водорода под действием ио-
нов металлов и миелопероксидазы нейтрофилов, 
соответственно, в условиях хронического воспа-
ления приводит к окислительному повреждению, 
апоптозу и некрозу клеток эпителия кишечника, 
а также повышает риск колоректального рака [14]. 
При воспалении в эпителии кишечника было за-
регистрировано не только повышение продукции 
пероксида водорода, но и отсутствие роста актив-
ности каталазы [18], способной предотвратить 
развитие окислительного стресса. В то же время, 
было показано, что каталаза, разрушая пероксид 
водорода, позволяла снизить уровень воспаления 
в моделях колита у крыс и мышей [10, 12, 17, 26]. 
Пероральная доставка каталазы в кишечник требу-
ет разработки новых средств, обеспечивающих ее 
защиту от воздействия желудочного сока с высокой 
кислотностью [2].

В данном исследовании подобран дизайн полу-
чения комплексных гибридных микрочастиц вате-
рита, содержащих фукоидан, лактоферрин и ката-

лазу. После сравнения методов загрузки фермента 
микрочастицы синтезировали соосаждением ком-
плекса фукоидана и лактоферина при формирова-
нии ватерита и последующей адсорбцией каталазы.  
Все стадии процесса проводили в водных раство-
рах без применения органических растворителей и 
сшивающих агентов.   Полученные частицы разме-
ром 3 – 4 мкм имели отрицательный ζ-потенциал. 
Из-за близости пор частиц и размеров фермента 
большая часть адсорбированной каталазы нахо-
дится на поверхности частиц, поэтому удельная 
активность иммобилизованной каталазы близка к 
нативной. Для адсорбированной каталазы выяв-
лено уменьшение константы Михаэлиса и катали-
тической константы, что может свидельствовать 
о более высоком сродстве фермента к пероксиду 
водорода и о наличии диффузионных затруднений 
для субстрата [12]. Микрочастицы были стабильны 
при хранении в РBS-буфере. При сравнении инку-
бации микрочастиц при различных значениях рН 
выяснено, что в кислых средах происходило изме-
нение морфологии частиц, связанное с частичным 
растворением карбоната кальция и образованием 
фосфатов кальция, однако при этом высвобожде-
ние фукоидана и белка невелико. Наиболее суще-
ственное выделение компонентов из микрочастиц 
наблюдалось при рН 7,0 – 8,0 в связи с разруше-
нием полиэлектролитного комплекса фукоидана с 
лактоферрином и/или каталазой. Являясь рН-чув-
ствительными, микрочастицы пролонгированно 
высвобождали фукоидан и лактоферрин в усло-
виях, моделирующих прохождение ЖКТ человека. 
По мере повышения рН модельных сред от 3,0 до 
7,0 наблюдалось частичное растворение микроча-
стиц, а при прохождении кишечника образование 
кальций-фосфатного слоя. Адсорбированная ката-
лаза сохраняла около 80% активности в отличие от 
нативной, которая полностью инактивировалась 
при рН 3,0. Отрицательный поверхностный заряда 
микрочастиц в модельных средах ЖКТ сохранялся, 
что важно для их удерживания в зонах воспаления 
слизистой оболочки, характеризующихся повы-
шенной концентрацией положительно заряжен-
ных белков [27].

Микрочастицы защищали адсорбированную 
каталазу от действия основных протеаз ЖКТ, что 
объясняется как локальным повышением рН в 
кислой среде в результате частичного растворения 
карбоната кальция и, следовательно, созданием ус-
ловий не оптимальных для проявления активности 
пепсина, так и тем, что экспонированный на по-
верхности фукоидан может создавать стерические 
затруднения для воздействия протеаз на адсорби-
рованную каталазу. 

Адсорбированная каталаза в составе микроча-
стиц оказывала антиоксидантное действие при их 
взаимодействии с нейтрофилами in vitro, не влияя 
при этом на внеклеточную продукцию цитокинов 
клетками. В предварительных экспериментах было 
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показано, что адсорбция вместо каталазы челове-
ческого сывороточного альбумина или муцина из 
желудка свиньи в аналогичных условиях не снижа-
ла ХЛ ответ нейтрофилов. Следовательно, эффект 
каталазы можно объяснить ее ферментативной 
активностью, а не следствием неспецифического 
экранирования взаимодействующих с нейтрофи-
лами участков поверхности частиц.  Микрочасти-
цы с фукоиданом и лактоферрином и каталазой 
снижали радикал-продуцирующую активность 
клеток перитонеального экссудата при внутри-
брюшинном введении крысам по сравнению с 
контрольной группой без введения частиц, однако 
значительного вклада каталазы в зарегистрирован-
ные эффекты не было. По-видимому, гибридные 
микрочастицы независимо от включения каталазы 

стимулировали выход нейтрофилов в брюшную 
полость, а последующее взаимодействие клеток с 
частицами приводило к значительному снижению 
их активности.

Таким образом, в модельных системах про-
демонстрировали, что комплексные гибридные 
микрочастицы ватерита с каталазой обеспечивали 
контролируемое рН-зависимое высвобождение и 
стабильную активность антиоксидантного фер-
мента в условиях ЖКТ, а также при взаимодействии 
с нейтрофилами. 

Полученные результаты позволяют рассматри-
вать полученные комплексные гибридные микро-
частицы с каталазой в качестве основы многофунк-
ционального противовоспалительного средства 
при воспалительных заболеваниях кишечника.
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