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Сополимеризацией акриламида, акриловой кислоты и N,N'-метиленбисакриламида с макромоно-
мером ингибитора протеиназ овомукоида, синтезирован гемосорбент для селективного удаления из
крови активированных протеолитических ферментов. Изучена зависимость времени свертывания
крови в объеме гемосорбента от его состава и строения и оценена способность гемосорбента сорби-
ровать α-химотрипсин из плазмы крови человека. Показано, что введение звеньев акриловой кис-
лоты в состав гемосорбента приводит к повышению его тромборезистентности и сорбционной спо-
собности, а также упрощает технологию получения гемосорбента.
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Гемосорбция – это метод детоксикации орга-
низма, основанный на удалении из крови паци-
ента токсичных веществ эндогенной и экзоген-
ной природы при перфузии цельной крови через
специальный сорбент. К гемосорбентам, непо-
средственно контактирующим с кровью, предъ-
являются достаточно жесткие требования, глав-
ными из которых являются избирательность
сорбции, высокая поглощающая способность и
совместимость с кровью. Они не должны сорби-
ровать или травмировать жизненно важные ком-
поненты крови, включая ее форменные элемен-
ты, белки и ферменты, изменять электролитный
баланс, компоненты свертывающей системы, ар-
териальное давление и другие медико-биологиче-
ские показатели [1–3].

Большинству из этих требований в значитель-
ной степени отвечает созданный в Институте
нефтехимического синтеза им. А.В. Топчиева
Российской академии наук биоспецифический
гемосорбент “Овосорб”, выпуск которого был
налажен на предприятии “Белмедпрепараты”
(Белоруссия) (ТУ 42-2-640-91). Гемосорбент пред-
ставляет собой полиакриламидный гидрогель, в
котором иммобилизован овомукоид из белка яиц
утки – гликопротеин с М 31000, способный инги-
бировать сериновые протеиназы, образовывая с
ними неактивные комплексы с константами дис-
социации порядка 10–8 моль/л [4].

Селективно удаляя из крови только активиро-
ванные формы протеиназ, “Овосорб” в отличие
от угольных гемосорбентов и сорбентов на основе
ионообменных смол не обладает свойством не-

специфической сорбции ингибиторов протеиназ
и других индивидуальных белков плазмы, что
приводит к нормализации метаболических про-
цессов поддержания гомеостаза в целом. Уни-
кальные свойства гемосорбента обеспечивают его
клиническое применение и до настоящего време-
ни его используют для лечения гнойного перито-
нита, сепсиса, ожоговой и лучевой болезни,
бронхиальной астмы, печеночной и почечной не-
достаточности и других заболеваний, сопровож-
дающихся активацией протеолиза и ферментной
интоксикацией организма [5–7]. В последние
годы “Овосорб” нашел еще одно применение в
качестве носителя белковых препаратов, защи-
щающего их от гидролитического действия пи-
щеварительных ферментов при пероральном вве-
дении [8–10].

Изучение особенностей применения гемосор-
бента в клиниках, наряду с безусловно положи-
тельными клиническими результатами, выявило
необходимость решения ряда задач и в первую
очередь усовершенствования технологии его по-
лучения, а также повышения емкости и тромбо-
резистентности гемосорбента.

Изучение возможности решения этих задач и
является основной целью настоящей работы.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использовали акриламид, акриловую

кислоту, N,N'-метиленбисакриламид, персуль-
фат аммония, N,N,N',N'-тетраметилэтилендиа-
мин (“Serva”, Германия), сывороточный альбумин,
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гепарин, α-химотрипсин (“Sigma”, США), ово-
мукоид из белка утиных яиц (“Белмедпрепараты” ,
Беларусь), толуидиновый синий (“ДиаМ”, Россия).

Для получения макромономера овомукоида
500 мг овомукоида растворяли в 100 мл 0.5 М рас-
твора бикарбоната аммония (рН 8.0), раствор
охлаждали до 0–5°С, добавляли 0.05 мл хлоран-
гидрида акриловой кислоты и перемешивали в
течение 30 мин. Макромономер гепарина синте-
зировали по аналогичной методике.

Для получения гемосорбента в 100 мл бикарбо-
натного буфера (рН 8.0) растворяли 10.0 г акрила-
мида или смеси акриламида и предварительно
нейтрализованной бикарбонатом натрия акрило-
вой кислоты, 1.0 г N,N'-метиленбисакриламида,
1.2 г макромономера овомукоида или его смеси с
макромономером гепарина. К полученному рас-
твору добавляли катализатор – 0.08 г персульфата
аммония и 0.08 мл N,N,N',N'-тетраметилэтилен-
диамина. Раствор вакуумировали при 10–12 мм
рт.ст. и выдерживали при комнатной температуре
(18–21°С) в течение 60 мин. Полученный гидро-
гель измельчали продавливанием через сито с
диаметром пор 5 мм, промывали восьмикратным
количеством дистиллированной воды, а затем воду
замещали раствором соляной кислоты (рН 2.5).
При этом гидрогель коллапсировал, существенно
уменьшая объем и выделяя в раствор присутству-
ющие в нем примеси. Процедуру замены воды на
раствор соляной кислоты повторяли 2 раза в тече-
ние 8 часов, а затем гемосорбент промывали про-
точной дистиллированной водой до содержания
акриламида в гидрогеле менее 0.01 мг на 1.0 г по-
лимера. Для определения содержания в гидрогеле
незаполимеризовавшегося акриламида, 1.0 г на-
бухшего в воде гидрогеля заливали 50 мл дистил-
лированной воды и выдерживали в течение 48 ч.
Концентрацию акриламида измеряли спектро-
фотометрически на приборе “Hitachi-3410” (Япо-
ния) при длине волны 220 нм, используя предва-
рительно построенную калибровочную прямую.

Содержание звеньев акриловой кислоты в ге-
мосорбенте оценивали титрованием карбоксиль-
ных групп гидроокисью калия. Количество им-
мобилизованных в гидрогеле овомукоида и гепа-
рина оценивали по разнице между их исходной
концентрацией и концентрацией в промывных
водах. Овомукоид определяли спектрофотомет-
рически при длине волны 280 нм, а гепарин после
его реакции с толуидиновым синим – при длине
волны 500 нм [11]. Степень набухания гидрогелей
оценивали гравиметрически и рассчитывали по
формуле Sr = m1/m2 – 1, где m1 и m2 – масса равно-
весно набухшего и лиофильно высушенного гид-
рогеля соответственно.

Для изучения проницаемости к 2 мл геля, на-
бухшего в 0.5 М бикарбонате аммония (рН 8.0)
добавляли 4 мл раствора сывороточного альбуми-

на в том же буфере. Смесь оставляли при 4°С до
установления постоянного значения оптической
плотности раствора белка при 280 нм (обычно не
более 48 ч). Концентрацию белка в исходном рас-
творе и после его инкубации с гелем оценивали с
помощью калибровочной зависимости. Учиты-
вая соотношения объемов используемых фаз,
рассчитывали количество пор, доступных для
белка, принимая за 100% количество пор, доступ-
ных для воды.

Для определения времени свертывания крови
в стеклянной пробирке 2.0 г гемосорбента инку-
бировали с 5.0 мл крови и измеряли время образо-
вания сгустка крови.

Для изучения емкости гемосорбента его поме-
щали в колонку объемом 25 мл и через колонку
пропускали плазму крови человека, содержащую
1.1 мг α-химотрипсина в 1 мл, до полного насы-
щения сорбента. Количество сорбированного
фермента определяли путем смывания его с ко-
лонки водным раствором с рН 1.5.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Процесс получения гемосорбента “Овосорб”

включает сополимеризацию акриламида с нена-
сыщенным производным овомукоида и N,N-ме-
тиленбисакриламидом и последующее промыва-
ние получаемого гидрогеля апирогенной водой в
течение полутора-двух суток. Столь длительное
промывание гидрогеля, которое и является лими-
тирующей стадией всего процесса, обусловлено
необходимостью удаления из гидрогеля крайне
токсичного акриламида, способного поражать
нервную систему, печень и почки [12, 13]. Оста-
точная концентрация акриламида должна быть
менее 0.01 мг на 1.0 г полимера (ТУ 42-2-640-91).

Сокращение времени промывки может быть
достигнуто приданием гидрогелю рН-чувстви-
тельности и проведением процесса промывания
по типу промывание–отжим. Для этого в процес-
се полимеризации часть акриламида замещали
акриловой кислотой. При нейтральных значени-
ях рН карбоксильные группы звеньев акриловой
кислоты (рКа 4.8) ионизованы, что способствует
увеличению объема набухшего гидрогеля из-за их
взаимного отталкивания. При замене воды на
раствор соляной кислоты (рН 2.0–2.5), подавля-
ющей диссоциацию карбоксильных групп, суще-
ственно уменьшался объем гидрогеля (своеобраз-
ный “химический отжим”). Двукратное повторе-
ние этой процедуры и последующее промывание
гидрогеля проточной дистиллированной водой
снижало время достижения приемлемой концен-
трации акриламида в сорбенте (0.008 мг/г) до 15–
18 ч.

При изучении свойств синтезированных сор-
бентов неожиданно было обнаружено, что введе-
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ние в состав гидрогеля звеньев акриловой кисло-
ты приводит к повышению емкости сорбентов по
α-химотрипсину (табл. 1). Молекула овомукоида
имеет один антихимотриптический центр, поэто-
му максимально достижимое значение сорбции
составляет 0.7 мг α-химотрипсина с М 22000 на
1 мг иммобилизованного овомукоида с М 31000.
В промышленно выпускаемом гемосорбенте эта
величина равна 0.34 мг фермента/мг иммобили-
зованного овомукоида, т.е. только половина мо-
лекул овомукоида доступны для взаимодействия
с ферментом, а вторая половина недоступна и ло-
кализована в стенках, разделяющих поры гидро-
геля. Модификация гемосорбента акриловой
кислотой почти в полтора раза увеличивает эф-
фективность использования иммобилизованного
овомукоида. Поскольку нет оснований предпола-
гать, что сама модификация гидрогеля изменяет
элементарный акт взаимодействия активного
центра овомукоида с ферментом, скорее всего,
причина данного явления заключается в струк-
турных изменениях гидрогеля, формируемого с
участием отрицательно заряженного мономера,
приводящих к увеличению количества доступных
для взаимодействия с ферментом молекул иммо-
билизованного овомукоида. При этом определя-
ющим является не степень набухания гидрогеля,
т.е. общее количество пор, а величина их поверх-
ности.

Действительно, изменение степени набухания
гемосорбентов путем полимеризации акрилами-
да в отсутствие акриловой кислоты, но в присут-
ствии различных количеств сшивающего агента
не приводило к заметному изменению их емко-
стей. Так, эффективность иммобилизованного
овомукоида в таких сорбентах со степенями набу-
хания 10.3, 17.6 и 25.1 практически была постоян-
ной и составляла 0.34 ± 0.04, 0.36 ± 0.04 и 0.40 ±
± 0.04 мг фермента/мг иммобилизованного ово-
мукоида. При использовании акриловой кислоты
в процессе образования гидрогеля изменялось
распределение пор гидрогеля по размерам: повы-

шалось количество мелких пор, на поверхности
которых и происходит взаимодействие фермента
с ингибитором. Так, например, при увеличении
количества мелких пор, не доступных, например,
для молекул сывороточного альбумина, гидроди-
намический диаметр которых равен 7 нм, с 22 до
42% емкость гемосорбента повышалась с 0.34 до
0.52 мг фермента/мг иммобилизованного овому-
коида.

Введение в состав гидрогеля звеньев акрило-
вой кислоты, карбоксильные группы которой
ионизованы при физиологическом значении рН,
как и ожидалось [14], позволило несколько повы-
сить троборезистентность гемосорбента. Время
свертывания крови в объеме гемосорбента в ста-
тических условиях контакта увеличивалось с 8–9
до 13–14 мин, что достаточно позитивно, учиты-
вая то, что в динамическом режиме процесса ге-
мосорбции время контакта с гемосорбентом
определенного объема крови, равного объему ко-
лонки, составляет несколько минут.

Обычно для предотвращения свертывания
крови при контакте с гемосорбентом пациенту
перед операцией в кровь вводят антикоагулянт –
гепарин в количестве 0.5–1.0 мг на кг массы с по-
следующей его нейтрализацией протаминсульфа-
том. Особенность процедуры гепаринизации
крови заключается в том, что даже небольшой из-
быток гепарина может вызывать кровотечение и
поэтому необходимо добиваться строго сбалан-
сированной антикоагуляции, чтобы, с одной сто-
роны, предупредить тромбоэмболические ослож-
нения, а с другой стороны, избежать геморраги-
ческих осложнений [15].

Очевидно, что гораздо более перспективным
является предложенный в работе [16] способ хи-
мического связывания гепарина с гемосорбен-
том, который заключается в сополимеризации
макромономера гепарина с акриламидом, сшива-
ющим агентом и макромономером овомукоида.
Время свертывания крови в объеме получаемого
сорбента составляло 23–24 мин при содержании

Таблица 1. Свойства синтезированных гемосорбентов

Содержание 
акриловой 

кислоты, % (±0.8)

Степень 
набухания, г 

воды/г сухого 
полимера (±0.8)

Содержание 
иммобилизован-
ного овомукоида, 

мг/г сорбента 
(±0.3)

Эффективность 
сорбции, мг 
фермента/мг 

иммобилизован-
ного овомукоида 

(±0.4)

Количество пор, 
не доступных для 

молекул СА, 
(±0.4%)

Время 
свертывания 
крови, мин

0 10.3 8.8 0.34 22 8–9
4.3 12.1 7.6 0.38 28 8–9
8.7 13.4 7.2 0.42 32 10–11

13.6 14.2 7.4 0.47 44 12–13
28.4 17.3 6.9 0.52 42 13–14
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гепарина в сорбенте 0.15%. Близкий результат
был получен и при использовании макромономе-
ра гепарина в процессе получения сорбента на ос-
нове акриламида и акриловой кислоты. Время
свертывания крови составляло 22–23 мин при со-
держании связанного гепарина 0.19%, что должно
значительно минимизировать количество вводи-
мого в кровь пациента антикоагулянта и предот-
вращать возможные кровотечения. При этом ге-
парин проявлял свою антикоагуляционную ак-
тивность исключительно в объеме гемосорбента
и не выделялся в кровь. Концентрация свободно-
го гепарина в крови после ее контакта с гемосор-
бентом не превышала 5 мкг/мл – минимальное
значение, определяемое спектрофотометриче-
ским методом после реакции гепарина с толуиди-
новым синим [11].

Таким образом, модификация гемосорбента
“Овосорб” введением в его состав звеньев акри-
ловой кислоты позволяет повысить сорбционную
способность иммобилизованного овомукоида и
его тромборезистентность, а также существенно
упростить технологию получения гемосорбента.
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