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Изучена возможность создания стабильных в кислой среде полимерных носителей инсулина, спо-
собных набухать в слабо щелочной среде и адсорбироваться на стенках кишечника с высвобожде-
нием инсулина. В экспериментах in vitro и in vivo показано, что оптимальным носителем является
желудочнонерастворимая полимерная капсула, содержащая гидрогель на основе сополимера акри-
ламида и акриловой кислоты, модифицированного соединением, ингибирующим ферменты тон-
кого кишечника и обеспечивающим повышенную мукоадгезивность гидрогеля.
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Одна из наиболее интересных, а главное,
практически важных проблем современной хи-
мии высокомолекулярных веществ – создание
синтетических полимерных носителей лекар-
ственных препаратов, существенно изменяющих
их свойства (в том числе время функционирова-
ния лекарства в живом организме) или придаю-
щих им способность взаимодействовать только с
определенным органом или отдельными его клет-
ками. Уже созданы полимерные системы, выде-
ляющие лекарства по “требованию” самого орга-
низма, например при повышении его температу-
ры или появлении в нем токсичных соединений
[1–4]. В настоящее время практически каждый
вновь синтезированный полимер в первую оче-
редь исследуется с точки зрения его использова-
ния для решения какой-либо медицинской задачи.

Перспективной областью “медицинского”
применения полимеров является их использова-
ние в качестве носителей белков и полипептидов
для предохранения от гидролиза протеолитиче-
скими ферментами желудочно-кишечного тракта
и тем самым обеспечивающих возможность их
перорального введения. Среди практически зна-
чимых полипептидов наиболее известен инсу-
лин – гормон, дефицит которого приводит к са-
харному диабету. Причина этого заключается в
чрезвычайно широком распространении этого
заболевания, получившего название “неинфек-
ционная эпидемия XX и XXI вв.”, и существую-
щими методами его лечения. Оно в основном
сводится к периодическим (несколько раз в сут-
ки) инъекциям инсулина. В естественных усло-
виях весь выделяемый поджелудочной железой

инсулин попадает в кровь через печень, которая и
осуществляет контроль за распределением гор-
мона в организме [5]. При инъекциях такой кон-
троль отсутствует, что может приводить к ряду
осложнений, часто наблюдаемых у больных диа-
бетом.

Хорошо известно, что все питательные веще-
ства, всасываемые в кровь из пищеварительного
тракта (продукты переваривания углеводов, бел-
ков и жиров, минералы и витамины) проходят че-
рез печень и в ней перерабатываются. Следова-
тельно, единственная возможность подключения
печени к распределению инсулина состоит в пе-
роральном введении гормона. Но для этого его
необходимо защитить от действия ферментов же-
лудка (пепсин, при рН 1.5–1.8) и кишечника
(трипсин и α-химотрипсин при рН 7.0–7.5) [6].

Не останавливаясь подробно на существую-
щих подходах к решению данной проблемы (по
данным National Center for Biotechnology Informa-
tion (США), только за последний год опубликова-
но свыше 350 работ в этом направлении), отме-
тим, что основное внимание в указанных работах
уделяется защите инсулина при прохождении че-
рез кислую среду желудка, которая достигается
иммобилизацией гормона на природном или
синтетическом мукоадгезивном полимере (моди-
фицированные хитозан, альгинаты, полилакти-
ды, полиакриламиды, полиэтиленоксид, карбок-
симетилцеллюлоза, полиакриловая кислота и т.д.
[7–10]).

Весьма обнадеживающие результаты были по-
лучены при изучении, в том числе в условиях кли-
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ники, препарата Рансулин [11–13], представ-
ляющего собой набухший в водном растворе
инсулина полиакриламидный гидрогель, моди-
фицированный овомукоидом. Роль последнего
сводилась к ингибированию активности трипси-
на и α-химотрипсина и приданию гидрогелю му-
коадгезивности по отношению к слизистой ки-
шечника. Необходимость применения гидрогеля
в набухшем состоянии (порядка 15 г воды на 1 г
сухого полимера) обусловлена тем, что гидрогель
не содержит защитных кислотных покрытий, а
подобно водным растворам [14], быстро проходит
через желудок, не вызывая появления в нем ак-
тивного пепсина, и уже через 10–15 мин появля-
ется в кишечнике [13, 15].

Использование гидрогеля с высоким содержа-
нием воды и является основным препятствием
для внедрения препарата в клиническую практи-
ку. Во-первых, это трудности дозирования и
сложности введения, а во-вторых, необходимость
применения стабилизатора инсулина. Для рас-
творов инсулина – м-крезол, применение кото-
рого для пероральных препаратов невозможно
из-за его раздражающего действия на слизистую
оболочку [16].

В связи с этим возникает необходимость со-
здания твердого стабильного в кислой среде но-
сителя, способного набухать в слабо щелочной
среде и адсорбироваться на стенках кишечника с
высвобождением инсулина.

Изучение возможности создания такого поли-
мерного носителя и является целью настоящей
работы.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использовали инсулин (“Novo Nor-

disk”, Дания, активность 25 ед./мг), акриламид,
акриловую кислоту, N,N’-метилен-бис-акрила-
мид, персульфат аммония и N,N,N’,N’-тетраме-
тилэтилендиамин (“Serva”, США). Овомукоид из
белка утиных яиц был выделен и очищен по мето-
дике [17]. Используемые желудочнонераствори-
мые желатиновые капсулы с толщиной стенок
0.12 мм были покрыты сополимером метакрило-
вой кислоты и метилметакрилата состава 1:1
(“Тева Фарма”, Испания) [18].

Полиакриламидные гидрогели синтезировали
сополимеризацией акриламида и N,N’-метилен-
бис-акриламида в водном растворе под действием
окислительно-восстановительного катализатора
персульфат аммония N,N,N’,N’-тетраметилэти-
лендиамин. Модифицированные гидрогели по-
лучали по аналогичной методике в присутствии
акрилата натрия и/или ненасыщенного произ-
водного овомукоида (синтезированного ацили-
рованием овомукоида хлорангидридом акрило-
вой кислоты). Реакцию проводили при рН 7.5,

предварительно нейтрализовав акриловую кис-
лоту бикарбонатом натрия.

Инсулинсодержащие препараты получали на-
сыщением гидрогелей раствором инсулина. По-
сле насыщения инсулином гидрогели лиофильно
высушивали. Использовали частицы высушен-
ных гелей с размерами 0.1–0.2 мм.

Выделение инсулина из гелей проводили пу-
тем последовательного инкубирования 0.5 г вы-
сушенного геля в 40 мл раствора пепсина ([инсу-
лин] : [пепсин] = 250 : 1) при 40°С и рН 2.0 в тече-
ние 1 ч и в 40 мл раствора трипсина ([инсулин] :
: [трипсин] = 200 : 1) при 40°С и рН 7.5 в тече-
ние 1 ч.

Инсулин отделяли от продуктов гидролиза пу-
тем гель-хроматографического разделения на вы-
сокоразрешающем жидкостном хроматографе
“Pharmacia-LKB” (Швеция) с использованием
колонки TSK G2000SW. Элюентом служил фос-
фатный буфер (рН 7.4). Содержание гормона в
элюате фиксировали при помощи спектрофото-
метрической ячейки (“Perkin-Elmer”, Велико-
британия) при длине волны 280 нм.

Активность (гипогликемического эффекта)
препаратов инсулина оценивали путем измере-
ния концентрации глюкозы в крови после инъек-
ционного или перорального введения препарата
кроликам-самцам Шиншилла массой 2.5–3.1 кг.
Кровь забирали из краевой вены уха кролика.
Концентрацию глюкозы определяли с помощью
глюкометра “One Touch Basic, LifeScan”.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Как уже отмечалось выше, твердый носитель
инсулина должен быть стабильным в кислой сре-
де желудка и набухать в слобо щелочной среде
тонкого кишечника. Стабильность носителя в
кислой среде достигалась с использованием двух
приемов. Первый включал модификацию полиа-
криламидных гидрогелей введением в его состав
карбоксильных групп сополимеризацией акрила-
мида с акриловой кислотой в присутствии сшива-
ющего агента с последующим импрегнированием
гидрогеля инсулином и его высушиванием. Вто-
рой прием – использование желатиновых капсул,
покрытых желудочнонерастворимой пленкой, в
которые помещали лиофильно высушенный по-
лиакриламидный гидрогель, содержащий инсу-
лин.

В табл. 1 приведены результаты измерения
степеней набухания полиакриламидных гидроге-
лей и гидрогелей на основе сополимеров акрила-
мида и акриловой кислоты, а также устойчивости
инсулина в этих гидрогелях в средах, моделирую-
щих желудок (пепсин, рН 2.0) и тонкий кишеч-
ник (трипсин, рН 7.5).
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Видно, что гидрогели на основе сополимеров
акриламида и акриловой кислоты в отличие от
полиакриламидных гидрогелей практически не
набухают в кислой среде, что должно обеспечи-
вать сохранение большей части введенного в них
инсулина. В слабо щелочной среде, напротив,
степень набухания гидрогелей на основе сополиме-
ров акриламида и акриловой кислоты благодаря
диссоциации карбоксильных групп существенно
выше степени набухания полиакриламидных гид-
рогелей, что приводит к более полному выделению
в раствор введенного в гидрогель инсулина.

В аналогичных экспериментах с использова-
нием порошков насыщенных инсулином полиа-
криламидных гидрогелей и гидрогелей на основе
сополимеров акриламида и акриловой кислоты,
помещенных в желудочнонерастворимые капсу-
лы, было обнаружено, что капсулы устойчивы в
кислой среде в течение более полутора часов, а
при рН 7.5 начинают распадаться в первые мину-
ты контакта и практически полностью распада-
ются с выделением гидрогелей в последующие
20–25 мин.

Содержание инсулина в продуктах, выделив-
шихся при рН 7.5 из всех изученных систем, по
данным гель-фильтрации составляет 12–18%, т.е.
большая часть инсулина гидролизуется при
рН 7.5 под действием трипсина. Приведенные
данные подтверждаются результатами изучения
способности этих продуктов понижать уровень

глюкозы в крови кроликов после инъекционного
введения. Их гипогликемическая активность на-
ходится на уровне 10–15% от активности натив-
ного инсулина.

Для минимизации процесса гидролиза выде-
ляющегося инсулина полиакриламидных гидро-
гелей и гидрогелей на основе сополимеров акри-
ламида и акриловой кислоты модифицировали на
стадии полимеризации введением в реакционную
систему ненасыщенного производного овомуко-
ида – гликопротеина, полипептидный участок
которого ответствен за ингибирование активно-
сти трипсина и α-химотрипсина [17]. Свойства
синтезированных гидрогелей приведены в табл. 2.

Видно, что введение овомукоида в состав гид-
рогеля, во-первых, приводит к некоторому повы-
шению их степени набухания при рН 7.5, что
характерно для гидрогелей, полученных сополи-
меризацией с участием ненасыщенных производ-
ных белков [19]. Во-вторых, связанный с полиме-
ром овомукоид проявляет свою ингибиторную
способность и частичнно подавляет активность
трипсина, что приводит к некоторому уменьше-
нию степени гидролиза инсулина и повышению
гипогликемической активности выделяющихся
из гелей продуктов до 22–30% от активности на-
тивного инсулина при инъекционном введении.
Содержание нативного инсулина в этих продук-
тах составляет 24–43%.

Таблица 1. Зависимость степени набухания гидрогелей и степени высвобождения инсулина из гидрогелей от рН
и содержания звеньев акриловой кислоты в гидрогеле

Содержание 
акриловой кислоты, 

мас. %

Степень набухания,
г воды/г полимера (±7%)

Выход инсулина за 20 мин,
% от исходного (±4%)

пепсин, рН 2.0 трипсин, рН 7.5 пепсин, рН 2.0 трипсин, рН 7.5

0 8.3 10.2 32 42
5.0 1.7 11.8 6 47

15.0 0.6 15.6 4 58
20.0 0.6 18.4 4 70

Таблица 2. Свойства модифицированных овомукоидом гелей и гипогликемическая активность выделившихся из
гелей продуктов

Содержание 
акриловой 
кислоты в 

сополимере, 
мас. %

Содержание 
овомукоида в 
геле, мг/г геля 

(±0.6 мг)

Степень набухания, г воды/г 
полимера (±7%)

Выход инсулина за 20 мин., % 
от исходного (±4%)

Активность 
продуктов, % 
от нативного 

инсулина 
(±6%)

пепсин,
рН 2.0

трипсин,
рН 7.5

пепсин,
рН 2.0

трипсин,
рН 7.5

0 8.4 10.7 12.7 34 50 26
5.0 6.3 2.3 14.2 5 55 22

15.0 15.3 0.8 17.4 5 64 30
20.0 11.4 0.4 23.2 3 79 24
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В наибольшей степени инсулин сохраняет
свою активность в реальных условиях при перо-
ральном введении животным в составе синте-
зированных гидрогелей. В данной случае свя-
занный с полимером овомукоид не только ин-
гибирует активность трипсина, но и повышает
мукоадгезивность гидрогелей: его полисахарид-
ный участок взаимодействует с лектинами слизи-
стой оболочки кишечника, обеспечивая тем са-
мым концентрирование частиц гидрогеля в обо-
лочке и повышение степени проникновения
активного инсулина в кровь [11].

Из приведенных в табл. 3 результатов следует,
что инсулин в составе высушенного полиакрила-
мидного гидрогеля, модифицированного овому-
коидом, практически полностью инактивируется
в желудочно-кишечном тракте: уровень сниже-
ния концентрации глюкозы не превосходит 12%
(образец 2). Тот же гидрогель, помещенный в же-
лудочнонерастворимую капсулу, обеспечивает
снижение концентрации глюкозы на 33% (обра-
зец 3), что близко к действию контрольного,
предварительно набухшего геля (образец 2к),
снижающего концентрацию глюкозы на 38%.
Полиакриламидные гидрогели, модифицирован-
ные введением в их состав звеньев акриловой
кислоты и овомукоида, обеспечивают высокую
степень сохранения инсулина: концентрация
глюкозы в крови снижается на 31–36% (образ-
цы 4–6). Наибольший эффект достигается с ис-
пользованием модифицированного геля в капсу-
лах. В этом случае заметный эффект наблюдается
после 60-й минуты, а на 90-й минуте уровень глю-

козы в крови максимально снижается на 48% (об-
разец 7), что составляет 75% от эффекта, достига-
емого при инъекционном введении такой же до-
зы нативного инсулина. Контрольные гидрогели
в капсулах, не содержащие овомукоид, не облада-
ют гипогликемическим действием (образец 8).

Таким образом, полученные результаты поз-
воляют предположить, что процесс создания по-
липептидных лекарственных препаратов, устой-
чивых к действию ферментов пищеварительного
тракта, должен сводиться к насыщению лекар-
ством полимерного геля, модифицированного
введением в его состав карбоксильных групп и
соединения, ингибирующего ферменты тонкого
кишечника и обеспечивающего повышенную му-
коадгезивность гидрогеля, с последующим на-
полнением высушенным гидрогелем желудочно-
нерастворимых капсул. Введение карбоксильных
групп в данном случае необходимо для быстрого
и высокого набухания гидрогеля в слабощелоч-
ной среде кишечника после разрушения желу-
дочнонерастворимых капсул. Предложенный
подход позволяет надеяться на реализацию воз-
можности создания приемлемых для клиниче-
ского применения пероральных форм инсулина.

Авторы выражают искреннюю благодарность
Л.К. Старосельцевой за неоценимую помощь при
проведении опытов на животных.

Работа выполнена в рамках Госзадания ИНХС
РАН.

Таблица 3. Зависимость концентрации глюкозы в крови здоровых кроликов от времени при пероральном введе-
нии синтезированных препаратов (доза инсулина 6 ед./кг массы животного, масса животных 2.5–3.1 кг, исход-
ная концентрация глюкозы в крови 107–132 мг/100 мл)

Примечание. Приведены средние значения для трех животных.

Образец, 
№ Препарат

Содержание 
акриловой 
кислоты в 

сополимере, 
мас. %

Содержание 
овомукоида в 

геле, мг/г

Снижение концентрации глюкозы в крови
(%, ±8%) через определенное время после 

введения

30 мин 60 мин 75 мин 90 мин 120 мин

1 Нативный инсу-
лин (инъекция)

– – 46 64 52 48 33

2 Гель 0 8.4 0 10 12 7 0

2к Набухший гель 0 8.4 3 34 38 27 10

3 Капсула + гель 0 8.4 6 20 23 33 17

4 Гель 5.0 6.3 15 30 35 26 20

5 Гель 15.0 15.3 10 27 28 31 18

6 Гель 20.0 11.4 17 35 36 24 25

7 Капсула + гель 20.0 11.4 0 31 43 48 40

8к Капсула + гель 20.0 0 0 4 7 0 4
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