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В работе впервые продемонстрировано, что иммобилизованный лизоцим способен эффективно удалять из
раствора липополисахариды (эндотоксины) бактерий Escherichia coli и Pseudomonas aeruginosa. Эксперимен!
тально подтвержденная сорбционная емкость составила не менее 400 нг эндотоксина на 1 мл сорбента. Бы!
ла показана совместимость с цельной кровью человека для нового сорбента. Таким образом, новый сорбент
потенциально может применяться в процедурах экстракорпоральной терапии при лечении сепсиса.
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Сепсис – тяжелое инфекционное заболева!
ние, сопровождающееся полиорганной недос!
таточностью и возникающее вследствие про!
никновения и циркуляции патогенных микро!
организмов и их токсинов в кровотоке человека.
В настоящее время в результате появления но!
вых устойчивых к антибиотикам штаммов мик!
роорганизмов проблема лечения сепсиса явля!
ется серьезным вызовом современной медицине
[1]. Ежегодно в мире умирает от сепсиса >5 млн
человек [2]. Одной из ключевых задач в лечении
сепсиса является проблема удаления из крово!

тока бактериальных липополисахаридов (эндо!
токсинов), которые воздействуют на иммунную
систему и значительно ухудшают состояние па!
циента [3, 4]. В настоящее время для удаления
эндотоксина применяются экстракорпоральные
методы лечения с использованием хроматогра!
фических материалов на основе различных по!
лимеров для очистки плазмы крови пациента
[5–7]. Сравнительно неплохие клинические ре!
зультаты дает использование сорбционных ма!
териалов на основе иммобилизованного поли!
миксина Б, что позволяет повысить выживае!
мость пациентов до 51% в сравнении с выжива!
емостью 30% пациентов в контрольной группе
[7, 8]. Полимиксин Б – это природный антиби!
отик, выделяемый из спорообразующих бакте!
рий Paenibacillus polymyxa (Bacillus polymyxa),
представляет собой смесь из 6 близких по струк!
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туре веществ пептидной природы, имеющих в
своем составе остатки стандартных и нестандарт!
ных аминокислот [9].

На сегодняшний день вопрос разработки но!
вых эффективных сорбционных материалов для
удаления эндотоксина остается актуальным.
Кроме того, важной задачей является разработ!
ка материалов, совместимых не только с плазмой,
но и с цельной кровью, что может расширить
возможности их медицинского применения.

В наших предыдущих работах было показа!
но, что яичный куриный лизоцим способен эф!
фективно сорбироваться на клетках различных
микроорганизмов, соответственно, способен
связываться с веществами поверхности клеток
[10, 11]. Таким образом, мы предположили, что
иммобилизованный лизоцим потенциально мо!
жет оказаться подходящим материалом для уда!
ления эндотоксина из биологических жидкос!
тей. На настоящий момент нет сведений о прак!
тическом применении иммобилизованного ли!
зоцима в качестве сорбента, способность связы!
вать лизоцимом эндотоксины бактерий из лите!
ратуры также не известна. Целью данной работы
стало приготовление сорбента на основе нераст!
воримой полимерной матрицы и ковалентно
иммобилизованного лизоцима и исследование
сорбции этим материалом эндотоксина и его ге!
мосовместимости.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Материалы и оборудование. В работе исполь!
зованы следующие реактивы: лизоцим из кури!
ных яиц, Micrococcus luteus (лиофилизированные
клетки), BrCN, диоксан, этаноламин, ЭДТА,
MES, ацетат натрия, Tris, Кумасси R250, дитиот!
реитол, 2!меркаптоэтанол, бромфеноловый си!
ний («Sigma», США); КОН, NaOH, Н3ВО3,
КН2РО4, К2НРО4, HCl, ТЕМЕД, персульфат ам!
мония («Хеликон», Россия); набор для опреде!
ления активности эндотоксина LAL!тест (Лизат
амебоцитов Limulus), хромогенный метод опре!
деления эндотоксина по конечной точке («Hycult
Biotech», Нидерланды); акриламид, N,N'!мети!
лен!бис!акриламид («Panreac», Испания); набор
белков!маркеров для электрофореза (фосфори!
лаза B, БСА, овальбумин, карбангидраза, инги!
битор трипсина из сои, лизоцим) («BioRad»,
США); иммуноглобулин человека Sandoglobulin
(«Sandoz», Германия); набор реагентов для им!
муноферментного определения концентрации
общего иммуноглобулина класа G («Вектор!Бест»,
Россия); стандарт эндотоксина Escherichia coli
(«Charles River Laboratories», США); стандарт
эндотоксина Pseudomonas aeruginosa (Пироге!

нал) («Медгамал», Россия); вода для LAL!теста
(«Пиротест», Россия), полимерная матрица Work!
beads 200SEC («Bio!Works», Швеция); гепарин
(фармакологическая субстанция) («Bioiberica»,
Испания). Если не указано иное, то в работе ис!
пользовалась бидистиллированная вода. Для ра!
боты применяли следующее оборудование:
спектрофотометр UV!1800 («Shimadzu», Япония),
планшетный спектрофотометр Multiskan FC
(«Thermo Scientific», США), центрифугу Minispin
(«Eppendorf», Германия); термостат суховоздуш!
ный ТВ!80!1 («МедЛайф», Россия), термостат
водяной LT!105а («LOIP», Россия), гематологи!
ческий анализатор Elite3 («Erba Mannheim», Чехия),
весы аналитические OH!PA64 («Ohaus», США),
шейкер ОS!20 («BioSan», Латвия), камеру для
электрофореза VE!10 («Helicon», Россия), хрома!
тограф AKTA Start («GE Healthcare», Швеция).

Иммобилизация лизоцима. При иммобилиза!
ции за основу была взята стандартная методика
активации полисахаридных матриц с помощью
BrCN [12]. Промывали 30 мл матрицы Work!
beads 200SEC на стеклянном фильтре при тем!
пературе 5 °С сначала водой (150 мл), затем раст!
вором, содержавшим 4 М КОН и 1,6 М КН2РО4

(150 мл). Затем гель переносили в отдельную ем!
кость, добавляли 30 мл раствора, содержавшего
4 М КОН и 1,6 М КН2РО4, затем добавляли 3,6 мл
раствора BrCN с концентрацией 1 г/мл в диок!
сане. Выдерживали смесь при перемешивании
на ледяной бане в течение 10 мин. Активирован!
ную матрицу переносили на стеклянный фильтр,
промывали 150 мл воды при температуре 5 °С,
затем – 150 мл буферной смеси 0,2 М Н3ВО3–
NaOH, рН 8,0. Гель переносили в закрытую ем!
кость, добавляли 30 мл раствора лизоцима (в кон!
центрации 10 мг в 1 мл буферной смеси, содер!
жавшей 0,2 М Н3ВО3–NaOH, рН 8,0). Смесь вы!
держивали при помешивании при температуре
20 °С в течение 3 ч. По окончании иммобилиза!
ции измеряли поглощение надосадочной жид!
кости при длине волны 280 нм для определения
несвязанного лизоцима и расчета выхода реак!
ции. Полученный сорбент промывали 150 мл
воды на стеклянном фильтре, добавляли 30 мл
раствора 1 М этаноламина (рН 8,0 доводили
раствором HCl), выдерживали в течение 2 ч при
температуре 20 °С. Сорбент промывали на стек!
лянном фильтре 150 мл воды, затем 150 мл раст!
вора 10 мM KH2PO4–K2HPO4, pH 7,0, содержав!
шего 130 мМ NaCl.

Исследование сорбции эндотоксина на иммоF
билизованном лизоциме. Для этого использовали
метод сорбции в объеме. В пластиковые пробир!
ки помещали по 100 мкл сорбентов, промывали
20 объемами воды для LAL!теста. Концентриро!
ванные растворы эндотоксинов добавляли в
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раствор 10 мM KH2PO4–K2HPO4 pH 7,0, содер!
жавшего 130 мМ NaCl, до конечной концентра!
ции 20 и 50 нг/мл. Далее полученный раствор
эндотоксина добавляли к сорбентам с нагрузкой
10 объемов раствора на 1 объем сорбента и инку!
бировали 30 и 60 мин при температуре 20 °С на
качалке. По окончании инкубации отбирали об!
разцы надосадочной жидкости, разводили их в
200 раз водой для LAL!теста. Определяли кон!
центрацию эндотоксина по его активности в
пробах с помощью LAL!теста по конечной точ!
ке [13]. В качестве контроля проводили провер!
ку сорбции эндотоксина на исходной матрице
Workbeads 200SEC и на матрице Workbeads 200SEC,
которая была подвергнута процедурам актива!
ции BrCN с последующей блокировкой этано!
ламином без иммобилизации лизоцима.

Хранение иммобилизованного лизоцима. Препа!
рат хранили при температуре 5 °С в виде 50%!ной
суспензии, содержавшей 50% осадка по объему, в
буферной смеси 10 мM KH2PO4–K2HPO4 pH 7,0,
содержавшей 130 мМ NaCl, 0,3% по массе NaN3.

Исследование гемосовместимости сорбента.
Кровь доноров брали в пробирки объемом 50 мл
с предварительно добавленным гепарином до
конечной концентрации 2,5 ед/мл. Операции с
сорбентом проводили при температуре 20 °С.
Помещали 200 мкл сорбента в микроколонку с
фильтром, имеющем поры размером 133 мкм,
сорбент промывали 2 мл физиологического
раствора (0,15 М NaCl), снизу на колонку наде!
вали силиконовый шланг диаметром 0,5 мм для
увеличения времени контакта крови с сорбен!
том. Затем проводили предобработку сорбента
гепарином путем инкубации сорбента с дву!
кратным объемом физиологического раствора с
добавленным гепарином из расчета 100 ед гепа!
рина на 1 мл сорбента, перемешивали 10 мин.
Предобработка гепарином рекомендуется для
систем, используемых в процедурах экстракор!
поральной терапии [14]. Проводили хроматогра!
фию каждой порции сорбента с 4 мл крови са!
мотеком, время контакта составляло 25–30 мин.
Кровь после хроматографии собирали в пробир!
ки на 15 мл. В качестве отрицательного контро!
ля использовали колонку без сорбента. В кровь
после колонки добавляли ЭДТА до конечной
концентрации 10 мМ, помещали в пробирки по
1 мл и проводили измерения на гематологичес!
ком анализаторе, определяя количество эритро!
цитов, тромбоцитов, лимфоцитов, концентра!
цию гемоглобина и гематокрит.

Определение активности растворимого лизоF
цима на клетках. Препарат клеток M. luteus гото!
вили путем добавления 5 мг высушенных клеток в
10 мл буферной смеси 0,01 М Tris!MES!Ac, pH 8,5,
при температуре 20 °С. Перед использованием

суспензию клеток M. luteus центрифугировали в
течение 5 мин при скорости 500 об./мин при
температуре 5 °С и ресуспендировали в буфер!
ной смеси, содержавшей 0,01 М Tris!MES!Ac,
pH 8,5. Бактериолитическую активность лизо!
цима определяли турбидиметрическим методом
по падению оптического поглощения суспензии
клеток при длине волны 650 нм. Скорость изме!
нения оптического поглощения прямо пропор!
циональна скорости лизиса клеток [15, 16]. Из!
мерения проводили в буферной смеси 0,01 М
Tris!MES!Ac с pH 8,5 при температуре 37 °С. Ко!
личество добавляемых в реакционную смесь
бактериальных клеток подбирали таким обра!
зом, чтобы начальное оптическое поглощение
было 0,5–0,55. Измерения оптического погло!
щения проводили в кюветах с притертой крыш!
кой объемом 0,5 мл. В экспериментах по изме!
рению активности в 1 мл раствора содержалось
0,1–2 мкг лизоцима. После добавления фермен!
та в кювету прописывали кинетику изменения
оптического поглощения в течение 5–7 мин, на!
чальные скорости определяли на участке 2–3 мин.
Для учета поправки скорости лизиса на фоновое
изменение оптического поглощения ставили
контрольные эксперименты без добавления фер!
мента. Скорость ферментативного лизиса кле!
ток пропорциональна концентрации фермента
в диапазоне до 2 мкг в 1 мл смеси.

Определение активности иммобилизованного
лизоцима на клетках. Подготовка реакционной
смеси проводилась аналогично, как в случае
растворимого лизоцима. Проводили измерение
падения оптического поглощения суспензии
клеток при длине волны 650 нм. Измерения
проводили в тех же условиях (буферной смеси и
температуре). В смесь добавляли препарат им!
мобилизованного лизоцима в расчете 20–70 мкл
на 1 мл раствора. Реакционную смесь инкубиро!
вали в пробирках (по 10 мл) в термостате на
шейкере!ротаторе при 10 об./мин (при скорос!
тях вращения более 14 об./мин появляется эф!
фект разрушения клеток без действия фермента,
вероятно, вследствие механического воздей!
ствия на клетки гранул препарата). Отбирали из
смеси образцы по 1 мл каждые 2 мин, оставляя
дальше инкубироваться остальную смесь. Отоб!
ранные образцы по 1 мл помещали в пробирки,
давали осесть частицам иммобилизованного
фермента (30 с), затем измеряли оптическую
плотность надосадочной жидкости (суспензии
клеток без иммобилизованного фермента).
Строили зависимость изменения оптического
поглощения во времени в течение 10–15 мин,
по наклону зависимости определяли скорость
изменения оптического поглощения во време!
ни. Для учета поправки скорости лизиса на фо!
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новое изменение оптического поглощения ста!
вили контрольные эксперименты, добавляя в
смесь матрицу без лизоцима вместо препарата
иммобилизованного фермента. Скорость фер!
ментативного лизиса клеток пропорциональна
количеству препарата иммобилизованного фер!
мента в диапазоне до 70 мкл в 1 мл смеси.

Исследование смыва с гелей препаратов иммоF
билизованного лизоцима. В колонку высотой 5 см
и сечением 1 см2 помещали 2 мл 50%!ной сус!
пензии сорбента. Собирали смыв с сорбента,
выходящий самотеком. Измеряли скорость ли!
зиса бактериальных клеток M. luteus аналогично
описанной ранее процедуре для растворимого
лизоцима при добавлении к ним полученного на
выходе из колонки смыва. Строили калибровоч!
ную зависимость активности от концентрации
лизоцима, измеренной в буферной смеси, в ко!
торой хранился иммобилизованный фермент.
По калибровочной кривой определяли количе!
ство лизоцима в смывах [10].

Исследование гемолиза в присутствии свободF
ного лизоцима. Кровь доноров готовили так же,
как описано в разделе «Исследование гемосов!
местимости сорбента». К 2 мл крови добавляли
50 мкл физиологического раствора (отрицатель!
ный контроль) или раствора лизоцима разной
концентрации (2, 4, 8 и 16 мг/мл) в физиологи!
ческом растворе. Все препараты готовили в че!
тырех повторах. Образцы выдерживали в тер!
мостате 120 мин при слабом покачивании при
температуре 37 °С. По окончании инкубации
разделяли плазму и форменные элементы крови
осаждением на центрифуге при 3000 g. Опреде!
ляли процент гемолиза по Ягеру [17].

Исследование связывания белков плазмы кроF
ви сорбентом. Хроматографию проводили при
температуре 20 °С при скорости подачи раствора
0,5 мл/мин. Колонку (1 см × 1 см2), содержав!
шую сорбент, промывали 15 мл буферной смеси
10 мM KH2PO4–K2HPO4, pH 7,0, содержавшей
130 мМ NaCl, и пропускали 10 мл плазмы крови
человека. Затем колонку промывали 15 мл бу!
ферной смеси 10 мM KH2PO4–K2HPO4, pH 7,0,
содержавшей 130 мМ NaCl. Плазму после про!
пускания через колонку собирали, контролируя
оптическое поглощение при 280 нм по детекто!
ру. Элюирование белков проводили сначала 7 мл
буферной смеси 0,2 М Gly–HCl, рН 2,5, после
этого промывали сорбент 10 мл буферной смеси
10 мM KH2PO4–K2HPO4, pH 7,0, содержавшей
130 мМ NaCl. Затем через колонку пропускали
7 мл буферной смеси 0,1 М NaHCO3–NaOH,
рН 10,0. Элюат собирали по фракциям объемом
1 мл. В полученных фракциях и в плазме до и
после хроматографии измеряли концентрацию
общего белка микробиуретовым методом [18] с

модифицированным реагентом Бенедикта [19].
Концентрацию IgG в образцах определяли ме!
тодом ИФА. Белковый состав полученных фрак!
ций элюатов исследовали методом Ds!Na!ПААГ!
электрофореза [20] с градиентом концентрации
акриламида 4–22%. Электрофорез проводили с
восстанавливающими реагентами и без них.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Получение и характеристика сорбента с иммоF
билизованным лизоцимом. Выход при иммобили!
зации лизоцима составил 96 ± 1%, количество
иммобилизованного лизоцима, соответственно,
было 9,6 мг на 1 мл геля.

Исследование эффективности связывания
сорбентом эндотоксинов. В табл. 1 представлены
данные по связыванию иммобилизованным ли!
зоцимом бактериальных токсинов (липополи!
сахаридов) микроорганизма Escherichia coli (ки!
шечная палочка) семейства Enterobacteriaceae и
микроорганизма Pseudomonas aeruginosa (сине!
гнойная палочка) семейства Pseudomonadaceae.
В табл. 1 приведены данные для 30 мин контак!
та раствора эндотоксина с сорбентом. Для 30 и
60 мин контакта результаты сорбции не отличались
в пределах погрешности эксперимента. В конт!
рольных экспериментах с матрицей Workbeads
200SEC без иммобилизованного лизоцима сорб!
ции эндотоксинов не наблюдалось в пределах
погрешности эксперимента. Как видим, во всех
случаях было удалено >80% эндотоксина из
раствора. Поскольку после 30 мин контакта с
сорбентом уровень сорбции не меняется, то мо!
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Тип эндоток!
сина; кон!

центрация в
исходном раст!

воре, нг в мл

E. coli; 20

E. coli; 50

P. aeruginosa; 20

P. aeruginosa; 50

Сорбция
эндотоксина,

нг на 1 мл
сорбента

177 ± 14

441 ± 21

170 ± 16

419 ± 24

Удаление
эндоток!
сина, %

89

88

85

84

Остаточная
концентра!
ция в раст!

воре, нг в мл

2,3 ± 1,4

5,9 ± 2,1

3,0 ± 1,6

8,1 ± 2,4

Таблица 1. Связывание эндотоксинов сорбентом

Примечание. Раствор эндотоксина в экспериментах взят в
10!кратном объеме по отношению к объему сорбента. Все
эксперименты сделаны в пяти повторах. Значения погреш!
ностей рассчитывали по распределению Стьюдента для до!
верительного интервала 95%.
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жем считать, что система пришла к равновесию,
соответственно мы можем построить изотермы
сорбции (зависимости связанного эндотоксина
от концентрации свободного эндотоксина). Как
видим на рисунке, зависимость хорошо описы!
вается линейной функцией уравнения изотермы
Генри:

S = A × Cf ,                           (1)

где S – количество сорбированного эндотокси!
на (нг на 1 мл сорбента), Cf – концентрация сво!
бодного эндотоксина в растворе (нг/мл), A –
безразмерный коэффициент. Путем несложных
преобразований получаем выражение для доли
удаленного эндотоксина в зависимости от объе!
ма раствора с эндотоксином и объема сорбента:

,                 (2)

где EF – общая доля всего удаленного эндоток!
сина из всего раствора в %, V – общий объем
раствора в мл, Vs – объем сорбента в мл.

Используя аппроксимацию эксперимен!
тальных данных, получаем для А значения 75 и
52 безразмерных единиц для сорбции эндоток!
синов E. coli и P. aeruginosa соответственно, счи!
тая концентрацию эндотоксина в растворе в
нг/мл и сорбированный эндотоксин в нг на 1 мл
сорбента. В табл. 2 приведены теоретически рас!
считанные значения доли удаляемого эндоток!
сина в случае 1 л раствора и 50, 100 и 200 мл сор!
бента, что соответствует реально применяемым
объемам различных сорбентов в медицинских
процедурах. Как видно из табл. 2, во всех случа!
ях эффективность удаления эндотоксина высо!
кая и составляет 72–94%.

Литературные данные относительно уровня
эндотоксина у различных пациентов имеют дос!
таточно большой разброс, связанный с пробле!
мами его точного определения в реальной био!
логической жидкости. Эндотоксин измеряют по
его биологической активности, которая варьи!
рует для разных штаммов микроорганизмов и
разных способов измерения, кроме того молеку!
лы эндотоксина могут образовывать с другими
веществами комплексы, что также искажает ре!
зультаты [21–23]. Тем не менее можно выделить
приблизительные цифры для оценки. Например,
в ряде исследований средние уровни эндотокси!
на в плазме крови составляли 0,034 и 0,126 нг/мл,
у пациентов с сепсисом, которые выжили после
лечения, а также у погибших [24]. Как мы виде!
ли выше, новый сорбент способен эффективно
связывать эндотоксин из раствора и в сущест!
венно больших концентрациях.

Стабильность сорбционных характеристик при
хранении. При хранении при температуре 5 °С в
виде суспензии в буферном растворе препарат
иммобилизованного лизоцима сохранял сорб!
ционные характеристики как минимум в тече!
ние 3 мес.

Проверка гемосовместимости сорбента. Резуль!
таты проверки гемосовместимости полученного
сорбента приведены в табл. 3. Как видим, почти
все исследуемые параметры меняются незначи!
тельно. Немного изменяется концентрация
тромбоцитов, однако эти изменения носят до!
пустимый уровень, не выходящий за рамки нор!
мы [25]. Таким образом, можно утверждать, что
сорбент с иммобилизованным лизоцимом сов!
местим с цельной кровью.

Исследование возможной утечки лиганда (лиF
зоцима). Исследования смывов с сорбента пока!
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Объем 
сорбента, мл

50

100

200

Удаление
эндотоксина 

E. coli, %

79

88

94

Удаление
эндотоксина 

P. aeruginosa, %

72

84

91

Таблица 2. Расчетные величины эффективности удалениия
эндотоксинов из 1 л раствора сорбентом разного объема*

* В предположении линейного характера изотермы сорб!
ции (что, согласно данным табл. 1 и расчетам, будет как
минимум до концентрации 26 нг в 1 мл исходного раство!
ра эндотоксина E. coli и 29 нг в 1 мл исходного раствора эн!
дотоксина P. aeruginosa в случае объема сорбента 50 мл).

Зависимость количества связанного на сорбенте эндоток!
сина от концентрации в растворе свободного эндотоксина.
1 – эндотоксин E. coli; 2 – эндотоксин P. aeruginosa
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зали, что в течение суток после отмывки сорбен!
та свободного лизоцима по активности не обна!
руживается. Лизоцим по активности может быть
обнаружен уже при концентрации 0,05 мкг/мл.
При более длительном хранении препарата бы!
ла обнаружена небольшая утечка лизоцима в
пределах 0,3–0,5 мкг с 1 мл матрицы за 10 дней
(до 0,0033% от иммобилизованного количества
фермента, 15 мг/мл). Если принять, что отрыв
лиганда от матрицы идет по типу реакции пер!
вого порядка (k = 300 003 дней–1), то из скорости
утечки можно оценить период полураспада (по!
терю 50% лиганда) как 207902 дня или ~569,6 лет.
После каждой отмывки препарата иммобилизо!
ванного фермента утечка продолжалась анало!
гичным образом. Мы связываем явление утечки
лиганда с недостаточной стабильностью связей,
получаемых при активации матрицы BrCN.
Впрочем, для экстракорпоральных процедур в
медицине используют сорбенты, полученные с
помощью иммобилизации белка на полисаха!
ридной матрице, активированной BrCN [26].
Подобная ситуация с утечкой лиганда не несет
существенных рисков для технологического
применения сорбента, т.к. перед проведением
медицинской процедуры сорбенты промывают.
Ранее в литературе не было описано подобной
ситуации с утечкой белка, иммобилизованного
с помощью BrCN, что на наш взгляд может быть
отчасти связано с тем, что большинство пригод!
ных для использования в биохимии методов оп!
ределения общего белка обычно имеют пределы
обнаружения не менее 1 мкг в мл [18].

Определение бактериолитической активности
иммобилизованного лизоцима. При измерении бак!
териолитической активности было определено,
что иммобилизованный лизоцим (25 мкл), до!
бавленный в 1 мл реакционной смеси обеспечи!
вает скорость лизиса клеток (скорость падения
оптического поглощения) (7,5 ± 0,8) × 10–3 мин–1.
Добавление в реакционную смесь 0,1 мкг/мл раст!
воримого лизоцима имеет приблизительно такую
же активность, а именно (7,3 ± 0,6) × 10–3 мин–1.
В 25 мкл иммобилизованного фермента содер!
жится ~375 мкг лизоцима, что в 3750 раз больше
количества растворимого лизоцима, проявляю!
щего такую же активность. Фактически только
малая часть лизоцима, иммобилизованного в по!
лимерных гранулах, стерически доступна и вза!
имодействует с субстратом, что неудивительно
ввиду большого размера последнего (бактери!
альных клеток).

Исследование гемолиза в присутствии раствоF
римого лизоцима. Нами было проведено иссле!
дование гемолиза в присутствии растворимого
лизоцима. Добавление в образцы крови свобод!
ного лизоцима до концентраций 0,05–0,4 мг/мл
не приводило к увеличению гемолиза при наб!
людении в течение 2 ч. Таким образом, лизоцим
даже в случае утечки из сорбента не представля!
ет серьезной опасности для таких клеток как
эритроциты.

Исследование неспецифического связывания
белков плазмы крови. Для исследования возмож!
ного связывания сорбентом белков плазмы кро!
ви, нами была проведена колоночная хромато!
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Параметры

Эритроциты
эритроциты, 1012 кл/л
средний объем эритроцита, фл
среднее содержание гемоглобина в эритроците, пг
средняя концентрация гемоглобина в эритроцитах, г/л

Тромбоциты
тромбоциты, ×109 кл/л
тромбокрит, %
средний объем тромбоцитов, фл

Лимфоциты
лейкоциты, ×109 кл/л
лимфоциты, ×109 кл/л
моноциты, ×109 кл/л

Гемоглобин, г/л 

Гематокрит, %

Кровь после контакта с сорбентом

4,90 ± 0,13
82,5 ± 2,1
25,9 ± 1,1
309 ± 12

152 ± 23
0,10 ± 0,01

7,6 ± 0,9

4,3 ± 0,4
1,5 ± 0,3

0,47 ± 0,11

128,5 ± 2,9

40,9 ± 0,8

Таблица 3. Показатели крови после контакта с сорбентом

Кровь в контроле

5,05 ± 0,11
83,0 ± 2,3
26,2 ± 0,9
316 ± 15

210 ± 22
0,17 ± 0,01

7,9 ± 0,8

5,5 ± 0,3
1,6 ± 0,3

0,58 ± 0,09

129,0 ± 3,0

41,8 ± 0,6

Примечание. При проведении хроматографии через 1 мл сорбента пропускали 4 мл крови самотеком. Время контакта
крови с сорбентом составляло 25–30 мин. Все эксперименты были сделаны в пяти повторах. Значения погрешностей рас!
считывали по распределению Стьюдента для доверительного интервала 95%.
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графия. Через колонку с 1 мл сорбента было про!
пущено 10 мл плазмы крови. После промывки
колонки было проведено элюирование буфер!
ными смесями с различным значением pH: 0,2 M
Gly!HCl, pH 2,5, затем 0,2 M NaHCO3–NaOH,
pH 10,0. Было обнаружено, что в кислом буфере
элюируется компактный пик белка, а затем в
щелочном буфере элюирования белков не наб!
людается. Значение pI лизоцима в зависимости
от ионной силы 10,2–10,35 [27], поэтому теоре!
тически можно было бы ожидать, что иммоби!
лизованный лизоцим, подобно положительно за!
ряженному ионообменному хроматографичес!
кому материалу, будет неспецифически сорби!
ровать разные отрицательно заряженные белки,
которые будут элюироваться при щелочных зна!
чениях pH. На практике мы видим совершенно
иную картину, т.к. элюирование связанных бел!
ков произошло при кислом значении pH. Было
проведено исследование белков элюата с по!
мощью Ds!Na!ПААг!электрофореза. Без вос!
становления дисульфидных связей и при вос!
становлении дисульфидных связей белок элюа!
та давал электрофоретическую картину, иден!
тичную таковой для иммуноглобулина G (IgG),
для целой молекулы, а также для легких и тяже!
лых цепей соответственно (электрофореграммы
не приведены). ИФА также подтвердил, что бел!
ком элюата является IgG. Судя по картине окра!
шивания геля, элюат представлял собой практи!
чески очищенный препарат IgG без заметного
присутствия примесей (>80% чистоты). Сорб!
ционная емкость составила 5,8 ± 0,7 мг IgG на 1 мл
сорбента. В исходной плазме концентрация им!
муноглобулинов составляла 10,2 ± 0,4 мг в мл,
поэтому удаление из 10 мл плазмы составило
всего 5,7%. В плане терапевтического примене!
ния удаление части иммуноглобулинов не
представляет большой угрозы здоровью пациен!
та. Иммуноглобулины целенаправленно удаля!
ют при различных заболеваниях c помощью
специальных сорбентов в существенно больших
количествах [28]. В случае острой необходимос!
ти можно также компенсировать потерю с по!
мощью инъекции донорских IgG.

В литературе не описан сам факт связывания
лизоцима именно с общими IgG, а не со специ!
ально подготовленными антителами против ли!
зоцима. Способность лизоцима связываться с им!
муноглобулинами с точки зрения иммунологии
может иметь значение в том, что, связываясь с
бактериальными клетками, лизоцим сам по себе
способен усиливать опсонизацию клеток патоге!
на, облегчая фагоцитоз. В литературе есть пред!
положения, что лизоцим действительно может
играть роль опсонина [29], однако на сегодня та!
кая возможная роль лизоцима считалась результа!

том изменения распределения зарядов на поверх!
ности патогена при связывании лизоцима, а вер!
сия комплексообразования с IgG даже не рас!
сматривалась до сих пор. Явление связывания ли!
зоцима и IgG требует дальнейшего пристального
изучения, т.к. это может открыть новые аспекты
взаимодействия иммунной системы с патогеном.

Таким образом, настоящее исследование про!
демонстрировало, что иммобилизованный лизо!
цим действительно способен эффективно связы!
вать эндотоксины как из E. coli, так и из P. aeru�
ginosa. Такой лиганд как лизоцим с точки зрения
биотехнологии весьма привлекателен, т.к. он
нетоксичен и коммерчески доступен. В сравне!
нии с лизоцимом полимиксин Б является более
дорогостоящим веществом, а кроме того ток!
сичным, ввиду чего в литературе многие годы
ведутся дискуссии о рисках использования его
растворимой формы в медицине [30]. Кроме
всего прочего, лизоцим в качестве иммобилизо!
ванного лиганда может быть использован на
различных полимерных материалах, что его вы!
годно отличает от различных низкомолекуляр!
ных лигандов, включая полимиксин Б, сорбци!
онные свойства которых в значительной степе!
ни могут зависеть от характера матрицы, на ко!
торой они иммобилизованы. Дальнейшая опти!
мизация структурно функциональных свойств
материалов на основе иммобилизованного ли!
зоцима может дополнительно улучшить сорбци!
онные характеристики. Тот факт, что новый сорб!
ционный материал обладает совместимостью с
цельной кровью, еще больше расширяет воз!
можности его применения в медицине.
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It was demonstrated for the first time that immobilized lysozyme can effectively remove Escherichia coli and
Pseudomonas aeruginosa lipopolysaccharides (endotoxins) from solutions. Experimentally confirmed sorption capacity
for the developed sorbent was at least 400 ng of endotoxin per 1 ml sorbent. The new sorbent is compatible with the
whole human blood and can be potentially used in extracorporeal therapy in the treatment of sepsis.
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