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Structural and functional study of the outer membrane components of bacteria and polysaccharides 
of marine hydrobionts in the laboratory of molecular bases of antibacterial immunity. V.N. DAVYDOVA, 
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The paper provides a review of the results of studies carried out in the Laboratory of Molecular Bases of Antibacterial 
Immunity over the past 5 years. The data of investigation concerning structures and properties of proteins of the outer 
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shell of gram-negative bacteria: porins, phospholipase A, chaperone Skp; polysaccharides of red algae - carrageenans; 
chitosan and polyelectrolyte complexes of chitosan-carrageenan are summarized.

Key words: outer membrane proteins, porins, phospholipase A, Skp, gram-negative bacteria, red algae, carra-
geenan, chitosan, polyelectrolyte complexes, endotoxemia.

Лаборатория молекулярных основ антибактериального иммунитета (ЛМОАБИ) 
входит в состав Отдела молекулярной иммунологии, который был образован из лаборато-
рии химии углеводов – одной из первых лабораторий Института биологически активных 
веществ, позже ТИБОХ ДВО РАН. Толчком к созданию ЛМОАБИ стало освоение новой 
тематики – исследование О-соматических антигенов грамотрицательных бактерий. С го-
дами круг научных интересов сотрудников лаборатории значительно расширился, и к на-
стоящему моменту работа коллектива связана с исследованием структуры, функциональ-
ной и биологической активности таких компонентов наружной оболочки бактерий, как 
порообразующие белки, белок-шаперон Skp, фосфолипаза А1 и их рекомбинантные анало-
ги. Помимо наземных микроорганизмов объектами изучения являются морские бактерии, 
обладающие уникальными механизмами выживания в среде с пониженной температурой 
и высоким содержанием солей. В лаборатории продолжаются исследования нетоксичных, 
биосовместимых полисахаридов из морских источников, которые имеют большой потен-
циал как иммуномодуляторы – средства, повышающие резистентность организма к бак-
териальным инфекциям, и матрицы для доставки различных лекарственных препаратов.

Среди биологических макромолекул белки не имеют себе равных по каталитическому 
и регуляторному потенциалу. Это в равной степени относится и к интегральным мем-
бранным белкам, закодированным в 2–3 % генома бактериальной клетки и составляющим 
около 30 % от общего содержания в ней протеинов. Несмотря на относительную простоту 
их пространственной организации, мембранные белки выполняют в клетке самые разно-
образные функции, являясь структурными компонентами наружной мембраны (НМ) бак-
терий, диффузионными порами, адгезинами, рецепторами, каналами для транслокации 
белков, а также ферментами, среди которых обнаружены липазы, протеазы, пальмитоил 
трансферазы. Выделение и характеристика белков бактериальных мембран с последую-
щим изучением их пространственной структуры и биологических свойств являются осно-
вополагающими для понимания взаимосвязи между отдельными компонентами мембран 
и особенностей их функционирования.

Среди белков НМ бактерий доминируют интегральные b-структурированные белки, 
так называемые неспецифические порины, предназначенные для пассивной диффузии 
гидрофильных молекул с молекулярной массой не более 600 Да. Они образуют трансмем-
бранные водонаполненные каналы (или поры), которые обеспечивают обмен низкомоле-
кулярными веществами между клеткой и внешним окружением. Кроме того, особенности 
структуры и поверхностная локализация в клетке обусловливают наличие у бактериаль-
ных поринов других свойств, отличных от транспортной функции. Например, экспони-
рованные на поверхности бактериальной клетки участки полипептидной цепи поринов, 
так называемые петли, являются потенциальными сайтами взаимодействия для функ-
ционально важных контактов с другими клетками. С одной стороны, порины представ-
ляют собой молекулы-мишени для системы врожденного иммунитета макроорганизма, 
активируя факторы немедленной защиты и включаясь в формирование специфического 
иммунного ответа, направленного на освобождение от патогена. С другой стороны, они 
выступают как эффекторы патогенеза, подавляя отдельные стадии иммунной защиты хо-
зяина и обеспечивая выживание патогена в макроорганизме. Это позволяет рассматривать 
порообразующие белки НМ бактерий как весьма перспективные для решения ряда задач 
инфекционной иммунологии. Прежде всего следует назвать выявление среди поверхност-
ных бактериальных антигенов веществ, максимально эффективных в качестве компонен-
тов протективных и диагностических препаратов, а также определение «ключевых» для 
патогенеза молекул с целью разработки и реализации принципиально новых подходов в 
борьбе с возбудителями инфекционных заболеваний.
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Кроме традиционно используемых методов химии белка и физико-химических мето-
дов в последние годы значительное место в таких исследованиях стали занимать методы 
генной инженерии и компьютерного моделирования. Так, удачное сочетание физико-хи-
мических методов, методов молекулярной биологии и компьютерного моделирования по-
зволило выявить генетический полиморфизм OmpC поринов комплекса бактерий Yersinia 
pseudotuberculosis и установить структурные особенности 5  изоформ OmpC, которые раз-
личались между собой длиной и аминокислотной последовательностью петли L2. Метода-
ми оптической спектроскопии и ДСН-ПААГ-электрофореза показано, что вариабельность 
в структуре петли L2 обусловливает различия в пространственной структуре и темпера-
турной стабильности природных вариантов OmpC белков. Согласно результатам сравни-
тельного моделирования, изоформы OmpC отличаются друг от друга пространственным 
положением петли L2 и, как следствие, полярными межмономерными контактами, что 
может оказывать влияние на функциональные свойства порина. Полученные результаты 
представляют большой интерес для разработки новых антибактериальных препаратов, 
мишенью которых являются порины [40].

Для выяснения механизма функционирования OmpF-подобного порина из  
Y. pseudotuberculosis (YOmpF) было изучено влияние рН на активность ионного кана-
ла белка в планарных липидных бислоях и его связывание с липидными мембранами. 
Обнаружено, что каналообразующая активность YOmpF чувствительна к действию pH. 
Подкисление среды снижало проводимость одиночного канала YOmpF и способствовало 
появлению состояний субпроводимости открытого канала. Однако липидное окружение 
предохраняло тримерную структуру канала (встроенного при нейтральных значениях рН) 
от кислотоиндуцированных изменений в функциональных свойствах. Обнаружено, что в 
этом случае последующее подкисление среды не приводило к резкому снижению поровой 
активности реконструированного белка. Показано, что в водном растворе при pH 7,0 моле-
кулы YOmpF находятся преимущественно в виде тримеров, в то время как при рН 3,0 – в 
форме мономеров. Обе молекулярные формы порина имеют высокое сродство к липидной 
мембране, однако только тримеры белка способны встраиваться в липидный бислой и ин-
дуцировать мембранную проводимость. Таким образом, предполагается существование 
двух состояний мембраносвязанного белка: периферически связанное непроводящее и 
погруженное в мембрану проводящее состояние. В кислой среде связанные с мембраной 
мономеры не способны формировать каналообразующие тримеры [35].

Свойства поринов иерсиний, патогенных для человека и животных (в частности  
Y. pseudotuberculosis и Y. enterocolitica), изучаются в лаборатории достаточно давно, одна-
ко неспецифические порины Y. ruckeri стали новым объектом исследования. Нами уста-
новлено, что изолированные OmpF и OmpC порины НМ Y. ruckeri в растворах детергентов 
имеют нативоподобную структуру и представляют собой β-структурированные мембран-
ные белки, которые по своей пространственной структуре подобны неспецифическим по-
ринам патогенных иерсиний [5, 12] и других энтеробактерий [32]. Сравнение простран-
ственных полноатомных моделей структур OmpC и OmpF поринов Y. ruckeri показало, 
что основные различия наблюдаются в строении внешних петель. В молекулах OmpC и 
OmpF поринов присутствуют три остатка триптофана, локализация двух из которых кон-
сервативна, а положение третьего остатка триптофана в белках разных типов различается. 
Методом молекулярной динамики нами впервые показано, что различное изменение спек-
тральных характеристик белков при термоденатурации, зафиксированное методами опти-
ческой спектроскопии, обусловлено изменением пространственной ориентации одного из 
остатков триптофана [10].

Для адаптации к изменению условий окружающей среды иерсинии, подобно другим 
энтеробактериям, наряду с другими факторами используют регулирование биосинтеза не-
специфических поринов, формирующих поры с различным диаметром (OmpF и OmpC 
поринов). Изучение влияния температуры и осмолярности среды культивирования на экс-
прессию было проведено на примере патогенной для рыб бактерии Y. ruckeri. Результаты 
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исследования показали, что оба фактора важны для переключения биосинтеза этих основ-
ных типов неспецифических поринов, однако температура культивирования имела реша-
ющее значение. Оптимальными условиями для синтеза OmpF белка оказалось культиви-
рование бактерий при 8 °С в среде, содержащей 150 или 300 мМ NaCl. С другой стороны, 
для получения максимального выхода OmpC порина при той же концентрации соли в сре-
де требовалось повышение температуры культивирования до 37 °С [22].

Необратимая денатурация мембранных белков в растворах детергентов аналогична 
разворачиванию водорастворимых мультидоменных белков и представляет собой слож-
ный, многоступенчатый процесс. Порообразующие белки грамотрицательных бактерий 
представляют собой модифицируемые нагреванием белки, которые изменяют свою моле-
кулярную форму (тримерную или мономерную) и, соответственно, электрофоретическую 
подвижность в зависимости от условий денатурации. В литературе существуют противо-
речивые данные об особенностях конформационных изменений в структуре порина под 
влиянием температуры. Некоторые авторы продемонстрировали потерю тримерной струк-
туры порина только после разворачивания мономерных субъединиц. Другие исследова-
тели первоначально наблюдали диссоциацию пориновых олигомеров в упорядоченные 
мономеры. Комплексное использование ДСН-ПААГ электрофореза, спектроскопических 
методов и дифференциальной сканирующей калориметрии позволило провести детальное 
исследование изменений в пространственной структуре OmpF порина Y. ruckeri, вызван-
ных тепловой денатурацией. Полученные данные позволили сделать однозначный вывод 
о том, что изменения в структуре мономеров OmpF предшествуют диссоциации тримеров 
порина [33].

Морские бактерии вследствие экстремальных условий обитания сумели развить ряд 
молекулярных механизмов адаптации, не встречающихся у наземных бактерий. У неко-
торых морских микроорганизмов под влиянием определенных условий экспрессируются 
те или иные гены [45], у других обнаружены биоэлектрохимические системы, предназна-
ченные для обеспечения существования бактерий в анаэробных условиях. Нами охаракте-
ризован белковый состав наружной и цитоплазматической (ЦМ) мембран клеточной обо-
лочки психротолерантной морской бактерии Shewanella frigidimarina Pi 2-35, выделенной 
из образца морского льда Амурского залива (Японское море). Обнаружено, что клеточная 
оболочка этого микроорганизма содержит цитохромы. Состав белков ЦМ не зависит от 
температуры культивирования бактерий. Пориноподобные белки с молекулярной массой 
40 кДа и 34,5 кДа были обнаружены только в НМ бактерий, культивированных при низкой 
температуре (6–8 °С). С помощью техники БЛМ показано, что оба белка образуют каналы 
с большей проводимостью, чем порины наземных бактерий. Кроме того, проводимость 
каналов поринов из S. frigidimarina нелинейно зависит от концентрации соли в буфере, что 
характерно для поринов морских грамотрицательных бактерий [20].

Изучение антигенной структуры и иммунобиологических свойств порообразующих 
белков НМ грамотрицательных бактерий является важной практической задачей, решение 
которой связано с созданием новых диагностических тест-систем и вакцинных препара-
тов. Исследование антигенной структуры OmpF порина из Y. pseudotuberculosis (YpOmpF) 
с помощью синтетических пептидов, соответствующих петельным эпитопам порина, и 
мутантных белков с делециями наружных петель показало, что наружные петли, очевид-
но, не являются доминантными Т-эпитопами в антигенной структуре порина псевдотубер-
кулезного микроба. Преимущественное количество Т-эпитопов формируется из коротких 
фрагментов консервативных участков β-барреля YOmpF порина. Роль петель в формиро-
вании В-эпитопов YpOmpF более существенна, однако на некоторых участках аминокис-
лотной последовательности белка (например, в области петель L4 и L5 и прилегающих к 
ним фрагментов β-барреля) формируются антигенные детерминанты линейного типа, что 
не характерно для В-эпитопов большинства мультидоменных белков [4, 13, 36]. 

Как многофункциональные белки, порины могут выполнять функции поверхност-
ных адгезинов. Методом оптической ловушки оценено участие OmpF и OmpС поринов 



105

Y. pseudotuberculosis в адгезии микроба к макрофагам J774. Показано, что порин OmpF, 
экспрессируемый при 8 °С, участвует в адгезии бактерий Y. pseudotuberculosis к макро-
фагам, тогда как порин OmpС, синтезируемый при температуре 37 °С, указанным свой-
ством не обладает. Эти результаты могут объясняться термоиндуцибельными различиями 
в первичной структуре и конформационных особенностях наружных петель молекул по-
риновых белков. Высказано предположение о значимости названных различий для эффек-
тивной циркуляции в природе и проявления инвазивных свойств Y. pseudotuberculosis как 
возбудителя сапрозоонозной инфекции [3].

Совместно с Лабораторией морской биохимии ведутся работы по изучению рекомби-
натных аналогов белков НМ бактерий. Было показано, что водорастворимая форма ре-
комбинантного YрOmpF белка (rs-OmpF) имеет упорядоченную пространственную орга-
низацию на уровне вторичной и третичной структур белка. Полученный белок показал 
высокую эффективность в качестве диагностического антигена в ИФА при диагностике 
псевдотуберкулеза [25]. 

Проблема самосборки полипептидной цепи в высокоорганизованную функциональ-
ную структуру находится в центре внимания исследователей с 60-х годов прошлого века, 
когда было постулировано, что нативная структура белка определяется уникальной ами-
нокислотной последовательностью и естественной окружающей средой. Понимание ме-
ханизмов сворачивания белка и сопутствующей этому процессу агрегации имеет огром-
ное значение не только для предсказания пространственной структуры белка по его ами-
нокислотной последовательности, но и для решения многих прикладных задач, таких как 
получение рекомбинантных белков, создание искусственных белков с заданными свой-
ствами, а также разработка препаратов для лечения заболеваний, связанных с нарушением 
фолдинга белка (болезни Альцгеймера, Паркинсона, прионные, кистозный фиброз и др.). 
Большинство исследований в части сворачивания белков выполнено на небольших одно-
доменных водорастворимых белках. Особенностью наших исследований является изуче-
ние путей сворачивания более сложных мультидоменных и мембранных белков. Исследо-
вано поведение полностью развернутого rOmpF в водных средах. Показано, что при пере-
воде из 8 М мочевины в воду, фосфатно-солевой буфер или буфер (pH 8,0), содержащий 
0,8 М мочевину, развернутый порин образовывал относительно компактные мономерные 
интермедиаты, склонные к самоассоциации с образованием мультимеров. Олигомерные 
интермедиаты сворачивания имели высокое содержание вторичной структуры, близкой 
по типу к нативной, а также достаточно выраженную третичную структуру. Образова-
ние мультимеров, по-видимому, способствует не только сохранению структуры частично 
свернутых молекул  белка, но и дальнейшей их структуризации. Одновременно с ассоци-
ацией частично свернутых интермедиатов в исследованных растворах наблюдается обра-
зование очень крупных агрегатов, которому способствует присутствие соли и, особенно, 
кислый рН 5,0, близкий к изоэлектрической точке порина. Исследование показывает, что 
на размер и пространственную структуру мономерных интермедиатов и их ассоциатов, а 
также скорость протекания процессов самоорганизации порина большое влияние оказы-
вает состав среды [18].

В некоторых случаях перенесенные иерсиниозные инфекции провоцируют развитие 
аутоиммунных процессов, в том числе патологии щитовидной железы (ЩЖ). Это связа-
но с тем, что антитела к бактериальным антигенам, подобно аутоантителам, могут взаи-
модействовать с рецепторами на поверхности клеток ЩЖ и вызывать усиленный синтез 
тиреоидных гормонов (в том числе тироксина). На модели in vivo продемонстрирована 
способность антител к OmpC и OmpF поринам Y. pseudotuberculosis инициировать повы-
шение уровня тироксина в крови мышей линии BALB/c [14]. В ходе дальнейшего исследо-
вания показано, что YOmpC и рецептор тиреотропного гормона человека (рТТГ) являются 
перекрестно-реагирующими антигенами. Поскольку эти белки имеют очень низкую гомо-
логию первичной структуры, было высказано предположение, что формирование пере-
крестно реагирующих антигенных детерминант связано, скорее всего, с особенностями 
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конформации белковых молекул. Это предположение подтверждено с помощью компью-
терного моделирования взаимодействия антигенных эпиопов YOmpF cо стимулирующим 
антителом к рТТГ человека методом молекулярного докинга. Таким образом, аутоиммун-
ное заболевание щитовидной железы (болезнь Грейвса), которое часто возникает как ос-
ложнение после перенесенного псевдотуберкулеза, может быть следствием наличия гомо-
логичных конформационных антигенных детерминант у YOmpF и рТТГ [34].

Изучение механизмов адаптации бактерий к стрессовым условиям важно для пони-
мания основ вирулентности и патогенности бактерий, а также для разработки эффектив-
ных способов борьбы с инфекциями. Нами показано, что бактерии Y. pseudotuberculosis 
обладают способностью регулировать соотношение анионного фосфатидилглицерина и 
нейтрального фосфатидилэтаноламина и, следовательно, величину отрицательного за-
ряда НМ при тепловом стрессе. Предполагается, что это может быть общей стратегией, 
используемой патогенными бактериями для обеспечения барьерной функции в услови-
ях стресса. Отмечены принципиальные различия в термоиндуцированных изменениях 
фосфолипидного и жирнокислотного составов цитоплазматической и наружной мембран 
психротрофной бактерии Y. pseudotuberculosis в сравнении с мезофильной E. coli, кото-
рые, вероятно, объясняются различиями в содержании ферментов, участвующих в био-
синтезе фосфолипидов и жирных кислот в этих видах бактерий [23].

Фосфолипаза А1 (PldA-detergent-resistantphospholipase A1, ген pldA) является уникаль-
ным интегральным мембранным ферментом, найденным в грамотрицательных бактериях. 
Она погружена в фосфолипидный субстрат, что предполагает существование очень тон-
ких механизмов регуляции ее ферментативной активности. Именно с активностью этого 
фермента связывают усиление вирулентных свойств бактерий. Нами впервые получена 
и охарактеризована рекомбинантная фосфолипаза А1 из НМ психротрофной бактерии  
Y. pseudotuberculosis и установлена ее защитная функция в ответ на стрессовое воздей-
ствие фенола на клетку бактерий. Полноатомные модели высокой точности 3D-структуры 
мономера и димера фосфолипазы А1 Y. pseudotuberculosis позволили установить функцио-
нально важные остатки фермента и выявить структурные различия с фосфолипазой А1 E. 
coli. Показано, что фосфолипаза А1 Y. pseudotuberculosis в силу своей локализации на по-
верхности клетки не только является одним из факторов вирулентности грамотрицатель-
ных бактерий, но и относится к иммуногенным для человека и животных компонентам 
наружной мембраны этих бактерий [2].

Ключевую роль в приобретении in vivo белками нативной конформации, которая обе-
спечивает выполнение их биологических функций в клетке, играют специальные белки, 
названные молекулярными шаперонами. Шапероны помогают сворачиванию и препят-
ствуют агрегации развернутого белка, сопровождают вновь синтезированный белок к ме-
сту его локализации в клетке, поддерживая в развернутом, активном для транслокации 
состоянии, предотвращают летальную неспецифическую ассоциацию белков в стрессо-
вых для клетки условиях. В лаборатории впервые было показано, что белок Skp, ранее 
выделенный нами из Y. pseudotuberculosis и охарактеризованный, функционирует как пе-
риплазматический шаперон, для которого белками-субстратами являются белки наружной 
мембраны. В этом качестве он ингибирует агрегацию в водном окружении полностью раз-
вернутых молекул порина OmpF и фосфолипазы PldA, образуя с ним растворимые ком-
плексы [19].

Skp Y. pseudotuberculosis обладает свойством неиммунным способом (минуя антиген-
связывающие участки иммуноглобулинов (антител)) связывать IgG человека и кролика 
как в виде мономера Skp [15], так и в форме гомотримера (Skp3) [17]. В ходе изучения им-
муноглобулинсвязывающей активности rSkp нами получены результаты, которые показы-
вают, что rSkp имеет сайты связывания на Fab- и Fc-фрагментах молекулы иммуноглобу-
лина и что в образовании комплексов rSkp-IgG основную роль играют электростатические 
взаимодействия. Полученные результаты демонстрируют рН-зависимый характер актив-
ности rSkp. Наиболее устойчивые низкомолекулярные комплексы (RH до 10 нм) между 
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шапероном и IgG человека, а также его фрагментами образуются при кислых значениях 
рН среды. В случае защелачивания реакционной среды активность rSkp снижается, и агре-
гация белков-субстратов хотя и замедляется, но в меньшей степени, чем при кислом рН. 
Данные, полученные при изучении кинетики связывания и аффинности взаимодействия 
rSkp с IgG, вносят важный вклад в установление механизма pH-зависимой шаперонной 
активности Skp Y. pseudotuberculosis [16]. Полученная информация может представлять 
интерес для разработчиков стабильных, качественных биофармацевтических препаратов 
на основе иммуноглобулинов.

В настоящее время все более актуальной становится проблема получения мембранных 
белков с применением методов биотехнологии. Решение ее позволит получать индивиду-
альные белки в количествах, необходимых как для научных исследований, так и для ис-
пользования по медицинскому назначению (в качестве диагностических, вакцинных, те-
рапевтических препаратов, средств их доставки и др.). Проводимые в лаборатории иссле-
дования связаны с разработкой подходов к экспрессии в E. coli мембранных белков в виде 
нерастворимых агрегатов в цитоплазме клетки, так называемых телец включения (ТВ), с 
высоким содержанием корректно свернутого целевого белка. В качестве модельных бел-
ков используются интегральные белки НМ Y. pseudotuberculosis порин OmpF и фосфоли-
паза А1. Проведено изучение влияния условий культивирования клеток-продуцентов (кон-
центрации индуктора, времени и температуры) на уровень экспрессии рекомбинантного 
белка и его структурные характеристики в составе ТВ. Как показано, из всех изученных 
факторов наибольшее влияние на конформацию рекомбинантного белка оказывает темпе-
ратура. Полученные при пониженной температуре ТВ содержат больше корректно сверну-
того белка и растворяются в более мягких условиях, что позволяет значительно увеличить 
выход функционально активных рекомбинантных белков. Новая информация, полученная 
в ходе выполнения этой работы, вносит вклад в понимание структурной организации и 
механизма образования ТВ, в развитие новых подходов для получения функционально 
активных белков из ТВ, а также ТВ, обладающих биологической и функциональной ак-
тивностью [1].

С момента основания института одной из основных тематик исследований наших со-
трудников было изучение структуры и свойств полисахаридов водорослей. До настоящего 
момента это направление остается одним из важнейших в лаборатории. Главными объ-
ектами этих исследований в последние десятилетия являются красные водоросли, широко 
распространенные в дальневосточных морях и являющиеся источником сульфатирован-
ных полисахаридов - каррагинанов, полимерная цепь которых построена из повторя-
ющихся дисахаридных звеньев, состоящих из остатков D-галактозы и ее производных, 
соединенных регулярно чередующимися β-(1→4) и α-(1→3) гликозидными связями. Хи-
мическая структура этих галактанов характеризуется большим разнообразием и так на-
зываемой замаскированной регулярностью. Она может быть представлена комбинацией 
различных идеальных звеньев, распределенных вдоль полимерной цепи, и замаскирована 
хаотичным расположением моносахаридных остатков. Подобные полисахариды пред-
ставляют собой так называемые молекулярные гибриды. Структурное разнообразие кар-
рагинанов обусловлено видовой принадлежностью водорослей, их физиологией (фазами 
жизненного роста) и условиями обитания макрофитов. Ранее нами были выделены и уста-
новлены структуры каррагинанов из водорослей семейств Gigartinaceae и Tichocarpaceae 
и показана их зависимость не только от видовой принадлежности водорослей, но и от 
фазы жизненного цикла. В последние годы наше внимание привлекли широко представ-
ленные на российском Тихоокеанском побережье водоросли семейства Phyllophoraceae. 
Полисахаридный состав этого семейства слабо изучен. Согласно немногочисленным 
литературным данным, некоторые представители Phyllophoraceae, произрастающие в 
южных морях, являются источником необычных по структуре и физико-химическим ха-
рактеристикам сульфатированных галактанов, которые содержат и агар, и каррагинан. В 
большинстве случаев трудно установить, имеет полисахарид гибридную структуру или 



108

представляет собой смесь различных компонентов, каждый из которых проявляет регу-
лярность, типичную для классического каррагинана или агара. Структурное разнообразие 
сульфатированных полисахаридов красных водорослей может быть обусловлено и присо-
единением к главной полимерной цепи моносахаридных остатков – производных галак-
тозы или ксилозы.

Детальный анализ полисахарида из водоросли Ahnfeltiopsis flabelliformis, одного из 
представителей этого семейства, показал зависимость структурных особенностей поли-
сахаридов от фазы жизненного цикла водоросли. Согласно полученным данным, желиру-
ющий полисахарид из стерильной формы водоросли представляет собой каррагинан с ги-
бридной каппа/бета структурой, основными звеньями которой являются каппа-каррабио-
за, каппа-карратетраоза, каппа-каррагексаоза, бета-каррабиоза, бета-карратетраоза, тетра- 
и гекса-олигосахариды с различными последовательностями чередования каппа- и бета-
звеньев, а минорные количества йота- и гамма-каррагинана распределены хаотично вдоль 
полимерной цепи. Желирующий полисахарид из репродуктивной формы A. flabelliformis 
имеет структуру йота/каппа-каррагинана, построенную из йота-карратетраозы, йота-кар-
рабиозы, а также гибридных блоков, содержащих галактозу (G) и ангидрогалактозу (DA): 
тетра- (DA2S-G4S-DA-G4S, DA-G4S-DA2S-G4S) и гексасахаридов (DA2S-G4S-DA2S-
G4S-DA-G4S, DA-G4S-DA2S-G4S-DA2S-G4S, DA2S-G4S-DA-G4S-DA2S-G4S), с различ-
ной последовательностью йота- и каппа-звеньев и содержит минорные количества ню-
каррагинана. Установлено, что ксилоза является заместителем одной из гидроксильных 
групп β-D-галактозы, предположительно в шестом положении [30].

Сравнительный анализ полисахаридов (ПС), выделенных из водоросли A. flabelliformis, 
собранной при разных условиях обитания, показал, что наибольший выход ПС наблю-
дается в период сбора водоросли, характеризующегося низкими значениями температу-
ры воды и освещенности (среднесуточной дозы фотосинтетически активной радиации 
(ФАР)). ПС представляют собой сульфатированные галактаны гибридной структуры, 
содержащие дисахаридные звенья каппа- и йота-каррагинанов. ПС с более регулярной 
структурой продуцируют водоросли, собранные при низкой температуре, а галактаны 
высокой степени сульфатирования синтезируют водоросли, растущие при большей ос-
вещенности. Установлено, что наиболее благоприятным временем сбора водоросли  
A. flabelliformis, позволяющим получить полисахариды с высоким выходом, является пе-
риод с низкой температурой воды и освещенностью [29].

Среди представителей семейства Phyllophoraceae найден новый источник каррагина-
на – красная водоросль Mastocarpus pacificus. Структурный анализ выделенного поли-
сахарида позволяет отнести его к каррагинану, полимерная цепь которого построена в 
основном из каппа- и йота-каррабиозных звеньев.

С привлечением методов кислотного и ферментативного гидролиза подтвержде-
на гибридная структура ранее выделенного желирующего полисахарида из водоросли 
Tichocarpus crinitus. Установлено, что его полимерная цепь состоит из блоков регулярного 
каппа (-G4S-DA-), протяженных блоков бета (G-DA-), а также гибридных блоков каппа/
бета-каррагинана (-G4S-DA-G-DA-) с включением звеньев йота- (-G4S-DA2S-) и гамма-
каррагинана (-G-D6S-) [28].

В последние годы появились многочисленные данные о разносторонней биологиче-
ской активности сульфатированных полисахаридов красных водорослей, что заставило 
обратить на них внимание как на возможные объекты для создания новых средств ме-
дицинского назначения. Каррагинаны относятся к растворимым пищевым волокнам 
и внесены в список пищевых и медицинских компонентов при строгом соответствии 
определенным параметрам, регламентированным Объединенным экспертным комитетом 
Всемирной организации здравоохранения по пищевым добавкам (JECFA). Несмотря на 
признание каррагинана безопасным, следует отметить, что биологическая активность 
данных полисахаридов изучена в основном на стандартных образцах, выпускаемых фир-
мой «Sigma», и результаты этих исследований не дают полной картины физиологического 
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эффекта природных каррагинанов, имеющих более сложные структуры. Выполненное 
нами исследование с привлечением серии экспериментов in vitro, in vivo, ex vivo показало, 
что каррагинаны не проявляют токсичности по отношению к жизнеспособности различ-
ных клеток. Методами химической деполимеризации с последующим фракционировани-
ем продуктов деградации, а также ферментативного гидролиза получены низкомолеку-
лярные производные каррагинанов из водорослей Chondrus armatus, Tichocarpus crinitus 
и A. flabelliformis. Сравнительный анализ биологической активности различных типов 
каррагинанов и их олигосахаридов показал, что низкомолекулярные производные карра-
гинанов сохраняют способность индуцировать синтез цитокинов иммунокомпетентными 
клетками, но в меньшей степени, чем исходные полисахариды. При этом полисахариды 
и их низкомолекулярные производные оказывают разное действие на процесс воспале-
ния толстой кишки у мышей на модели экспериментального химически индуцированного 
колита. Выявлена зависимость противовоспалительной активности каррагинанов от их 
молекулярной массы и концентрации и установлено, что исходный каррагинан, в отличие 
от его олигосахаридов, проявляет выраженную противовоспалительную активность [27]. 
Таким образом, иммуномодулирующие свойства полисахаридов могут обеспечивать их 
потенциальное применение для стимулирования иммунного ответа или контролирования 
активности иммунных клеток, в частности смягчения таких негативных эффектов, как 
воспаление.

Широкий набор образцов каррагинанов, различающихся моносахаридным составом, 
степенью сульфатирования, местоположением сульфатных групп и их распределением 
вдоль полимерной цепи, позволяет проводить в лаборатории работы по изучению взаи-
мосвязи структуры и функции полимеров. Нами изучено влияние каррагинанов различных 
структурных типов (каппа-, лямбда-, каппа/бета-) на жизнеспособность эпителиальных 
клеток кишечника человека НТ-29 и показано, что все исследуемые каррагинаны инертны 
по отношению к НТ-29 эпителиальным клеткам кишечника в нормальных условиях, но 
обладают превентивным эффектом, восстанавливая жизнеспособность клеток, нарушен-
ную обработкой этанолом. Низкое содержание сульфатов и наличие 3,6-ангидрогалактозы 
в каппа/бета-каррагинане является необходимым условием для восстанавливающей спо-
собности каррагинана по отношению к клеткам эпителия кишечника человека НТ-29 [38].

В экспериментах in vitro рассмотрен эндотоксин-нейтрализующий эффект каррагина-
нов различных структурных типов из водорослей семейств Gigartinaceae и Tichocarpaceae. 
Показано, что каррагинаны подавляют агрегацию тромбоцитов и ингибируют синтез ак-
тивных форм кислорода, индуцированные ЛПС. Каррагинаны с низкой степенью сульфа-
тирования активируют ЛПС-индуцированный синтез противоспалительного цитокина – 
интерлейкина-10 иммунокомпетентными клетками крови человека и конкурируют с ЛПС 
за связывание с TLR4-рецепторами [37, 47].

Каппа/бета-каррагинан из водоросли T. crinitus, показавший наивысшую активность в 
тестах in vitro, был выбран для изучения защитного действия полисахаридов in vivo при 
экспериментальной ЛПС-индуцированной эндотоксемии. Внутрижелудочное введение 
каррагинана на фоне эндотоксемии вызывает увеличение уровня IL-10 в 2,5 раза и сни-
жает продукцию ФНО-α в 2 раза по сравнению с контролем. Показано, что каррагинан 
уменьшает чрезмерную активацию воспалительных клеток, вызванную ЛПС [26]. Сово-
купность проведенных исследований позволяет предположить, что эндотоксин-нейтра-
лизующий эффект каррагинана, вероятно, осуществляется через иммуномодулирующие 
свойства каррагинанов и его влияние на макромолекулярную структуру эндотоксина. Про-
тективный эффект каррагинана может быть обусловлен его влиянием на макромолекуляр-
ную структуру ЛПС, о чем свидетельствуют данные, полученные методами электронной 
микроскопии, динамического светорассеяния и электрокинетических измерений [47].

Одним из широко используемых в промышленности и медицине полисахаридов явля-
ется хитозан. В основе антибактериальных свойств полимера лежит его способность свя-
зываться с компонентами наружной мембраны бактерий. Нами показано, что хитозан [24] 
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и его ацилированные производные [31] образуют стабильные комплексы с анионными 
ЛПС и снижают их токсичность [39], позволяя считать этот поликатион перспективным 
в деле создания препаратов для борьбы с патологическим проявлениями грамотрицатель-
ных инфекций. Хитозан при нанесении на природные минералы (цеолит и глину) сохра-
няет свою способность связывать ЛПС [21]. С использованием ЛАЛ-теста показано, что 
полученные композиты позволяют удалять эндотоксин из водных растворов [7], что соз-
дает предпосылки для разработки на их основе сорбентов для очистки водных субстанций 
медицинского назначения.

Хитозан и его низкомолекулярное производное обладают противовоспалительным 
эффектом, предотвращая химически индуцированное воспаление толстой кишки у экс-
периментальных животных, снижая степень и площадь повреждения. Совокупность ли-
тературных и полученных в нашем эксперименте данных позволяет говорить об опреде-
ляющей роли структуры хитозана в проявлении его противовоспалительных свойств, в то 
время как величина молекулярной массы полисахарида не является важным параметром 
в этом случае [9].

В последнее десятилетие для доставки лекарственных препаратов широко использу-
ются липосомы. Проводимое в лаборатории изучение возможности использования липо-
сом как контейнера для введения полисахаридов (каррагинанов и хитозанов) и включение 
в их состав векторных молекул может значительно увеличить эффективность биологиче-
ского действия этих биополимеров. В лаборатории разработан метод получения липосом, 
содержащих каппа-каррагинан из водоросли C. armatus, и показано, что при рН раствора 
5,0 и 7,0 в нейтральные и катионные липосомы включается около 12 % полисахарида 
[6]. Использование ацилированных производных хитозана в составе липосомальных форм 
позволяет усилить антиэндотоксические свойства этого полисахарида при пероральном 
и внутрибрюшинном введении, снизив токсическое влияние ЛПС на организм мыши и 
достоверно увеличив выживаемость (83–100 %) животных в эксперименте в результате за-
щиты липосом от агрессивного воздействия среды ЖКТ. Антиэндотоксическое действие 
хитозанов, вероятно, связано с их способностью подавлять синтез провоспалительных ци-
токинов в иммунокомпетентных клетках [11].

Выраженная биологическая активность каррагинанов в сочетании с их гелеобразу-
ющими свойствами позволяет рассматривать эти полисахариды в качестве основы для 
создания новых лекарственных форм. В последние годы резко увеличилась доля систем 
доставки лекарственных препаратов через слизистую оболочку, что связано в основном 
с простотой и удобством использования трансмукозных препаратов, которые не требуют 
особой стерильности и могут применяться в виде спреев, гелей, пленок, липосом через 
пероральный/буккальный и трансбуккальный пути введения. Мукоадгезивность таких си-
стем обычно достигается путем создания гидрофильных трансмукозных матриц на основе 
полимеров, обладающих способностью связываться со слизистой оболочкой различных 
тканей или мукозой (от лат. mucus) в течение значительного времени. Каррагинаны, благо-
даря простому механизму термообратимого гелеобразования, вязкоупругим свойствам, а 
также биосовместимости, доступности и широкому спектру их биологической активно-
сти, являются идеальным полимером для приготовления различных форм трансмукозных 
систем доставки лекарственных препаратов.

Нами изучена возможность использования различных типов каррагинанов в каче-
стве матриц для включения эхинохрома (ЭХ) - лекарственной субстанции препарата 
Гистохром®, разработанного в ТИБОХ. Результаты показали, что каррагинан улучша-
ет растворимость ЭХ и предотвращает его окислительную деградацию. Методами ИК-
спектроскопии, сканирующей микроскопии и электрокинетических измерений показа-
но, что ЭХ взаимодействует с каррагинаном, встраивается в его макромолекулярную 
структуру, образует растворимый комплекс. Скорость высвобождения ЭХ из полисаха-
ридной матрицы зависит от структуры каррагинана и присутствия специфических для 
полисахарида ионов. Комплекс ЭХ/каррагинан обладает мукоадгезивными свойствами и 
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проявляет гастропротекторную активность, превышающую активность эталонного пре-
парата Фосфолюгель [46].

Для создания устойчивой неинвазивной лекарственной формы на основе ЭХ получены 
липосомы, содержащие каррагинан и растворенный в нем ЭХ. Установлено, что загрузка 
липосом каррагинаном приводит к изменению их z-потенциала до отрицательных значе-
ний, что вместе с увеличением размеров липосом позволяет предположить образование 
на их поверхности полисахаридной оболочки. ЭХ при инкапсулировании в липосомы не 
окисляется и сохраняет стабильность в процессе лиофилизации. Эффективность вклю-
чения ЭХ в липосомы составляет 48 %. При добавлении липосом, нагруженных ЭХ, к 
муцину из желудка свиньи наблюдается изменение z-потенциала, размера и морфологии 
частиц, что свидетельствует о взаимодействии липосом с муцином. Согласно данным ИК-
спектроскопии при контакте липосом со слизистой тканью кишечника 50 % ЭХ после 
высвобождения связывается с этой тканью, что указывает на мукоадгезивные свойства 
липосомной формы каррагинана с включенным ЭХ [48].

Для получения различных композиционных материалов особый интерес представляют 
полиионные полисахариды морского происхождения в силу их доступности, биоразлагае-
мости и биосовместимости. Наличие в лаборатории большого ряда каррагинанов различ-
ных структурных типов, с одной стороны, и хитозанов различной степени ацетилирова-
ния и полимеризации, с другой – позволило получить широкий набор полиэлектролитных 
комплексов (ПЭК) хитозан/каррагинан в растворимой форме, в виде пленочных и гелевых 
композитов [8, 41].

Методом компьютерного моделирования in silico впервые рассчитаны теоретические 
модели 3D структуры комплексов и показано, что хитозан может иметь несколько сайтов 
связывания с двойной спиралью каррагинана [42]. С помощью атомно-силовой микроско-
пии (АСМ) изучена надмолекулярная структура комплексов и показана ее зависимость от 
соотношения исходных компонентов. Исследование серии комплексов хитозана с каппа-
каррагинаном (к-КН) с различным соотношением исходных компонентов показало, что 
комплексы к-КН с избытком поликатиона представляют собой положительно заряженные 
частицы, стабилизированные свободными аминогруппами хитозана, расположенными на 
поверхности волокон к-КН. При формировании отрицательно заряженных комплексов с 
преобладанием полианиона хитозан встраивается в сетчатую структуру к-КН и вызывает 
ее разукрупнение. Комплексы с высоким содержанием к-КН ингибируют формирование 
биопленок грамположительных и грамотрицательных микроорганизмов [43].

Водорастворимый комплекс, созданный на основе к-КН и хитозана, снижает выражен-
ность воспалительной реакции, индуцированной гистамином, и проявляет ярко выражен-
ную гастропротекторную активность [44]. Полученный ПЭК может найти применение в 
медицине для профилактики и лечения язвенной болезни желудка и двенадцатиперстной 
кишки, а также для снижения побочного ульцерогенного действия нестероидных проти-
вовоспалительных средств и других лекарственных препаратов.

Комплексы хитозана с каппа/бета-каррагинаном (k / β-КН) в растворимой форме и 
в виде пленок проявляют мукоадгезивные свойства. Способность пленок к мукоадге-
зии зависит от типа полисахарида и изменяется при образовании комплекса. Сравни-
тельный анализ значений z-потенциала, определенных в водном растворе и в раство-
ре, содержащем муцин, подтвердил наличие мукоадгезивных свойств и у растворимой 
формы ПЭК [8].

Таким образом, проводимые в лаборатории исследования сочетают в себе фундамен-
тальные и прикладную составляющие. Разноплановые масштабные работы с привлече-
нием широкого арсенала методов физико-химической биологии позволяют понять ме-
ханизмы патогенности и вирулентности бактерий, механизмы иммуностимулирующего 
действия биополимеров и на этой основе разрабатывать новые подходы для эффектив-
ной борьбы с инфекциями. Накопленные теоретические знания позволяют нам созда-
вать новые медицинские диагностикумы, изыскивать новые подходы к созданию вакцин, 
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разрабатывать рекомбинантные препараты, средства для борьбы с нейродегенеративными 
заболеваниями, иммуностимулирующие препараты, гастропротекторные средства, раз-
личные композиты для доставки и пролонгирования действия активных субстанций.
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