
Тихоокеанский медицинский журнал, 2009, № 382

УДК 615.281:615.37:615.32:577.114

Л.А. Иванушко1, Т.Ф. Соловьева2, Т.С. Запорожец1, Л.М. Сомова1, В.И. Горбач2

1 НИИ эпидемиологии и микробиологии СО РАМН (690087 г. Владивосток, ул. Сельская, 1), 2 Тихоокеанский институт 
биоорганической химии ДВО РАН (690022 г. Владивосток, пр-т 100 лет Владивостоку, 159)

АНТИБАКТЕРИАЛЬНЫЕ И АНТИТОКСИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ХИТОЗАНА И ЕГО ПРОИЗВОДНЫХ

Ключевые слова: хитозан, антибактериальная активность, эндотоксемия, электронная микроскопия.

Иванушко Людмила Александровна – канд. мед. наук, с.н.с. 
лаборатории иммунологии НИИЭМ СО РАМН; тел.: 8 (4232) 
44-24-46; e-mail: l.iva_57@mail.ru.

Исследованы антибактериальные и антитоксические 
свойства хитозана и его производных (хитозан низкой 
молекулярной массы, ацилированный хитозан, хитооли‑
госахариды, карбоксипропилхитозан), полученные при 
химической или ферментативной деградации исходного 
продукта. Показано, что низкомолекулярные ацилиро‑
ванный и дезацетилированный хитозаны, лучше раство‑
ряющиеся в нейтральных и щелочных растворах и лучше 
всасывающиеся из желудочно-кишечного тракта, облада‑
ют более выраженной антимикробной и антитоксической 
активностью по сравнению с исходным высокомолеку‑
лярным хитозаном.

На фоне снижения эффективности традиционных 
методов терапии и роста лекарственной устойчивости 
заболеваний особо актуальны поиск и разработка но‑
вых препаратов для регуляции нарушенных функций 
иммунной системы. Полианионы и поликатионы, 
благодаря способности к многоточечному коопера‑
тивному взаимодействию с иммунокомпетентными 
клетками, могут обеспечить модуляцию различных 
звеньев иммунной системы. В связи с этим полика‑
тионные и полианионные полисахариды, широко 
представленные в морских водорослях и ракообраз‑
ных, могут рассматриваться как потенциальные им‑
муномодуляторы.

Одним из представителей природных поликатио‑
нов является хитозан – линейный полисахарид, поли‑
мерная цепь которого состоит из β-1,4-связанных ос‑
татков D-глюкозамина и N-ацетил-D-глюкозамина.

Хитозан – нетоксичный, биоразрушаемый, био‑
совместимый полисахарид, обладающий широким 
спектром биологической активности, вкючая анти‑
микробную [11, 14]. Известно, что способность по‑
давлять рост патогенных микроорганизмов свойс‑
твенна веществам, нейтрализующим эндотоксины [2, 
10]. Однако механизмы воздействия высокомолеку‑
лярного хитозана и его производных на микробные 
клетки изучены недостаточно.

Целью настоящей работы явился анализ ультра‑
структурных изменений патогенных штаммов Salmo­
nella typhimurium и Staphylococcus aureus под воздейс‑
твием хитозана и его производных, а также их спо‑
собности защищать от гибели мышей при эндотокси‑
новом шоке, индуцированном липополисахаридом 
(ЛПС) Escherichia coli.

Материалы и методы. Для получения хитозана 
использовали коммерческий хитин. Снятие N-аце‑

татных групп с его молекул проводили методом 
N-дезацетилирования с использованием в качестве 
реагента смеси водной щелочи (40%) и изопропило‑
вого спирта (1/16 v/v). В результате с выходом 75% 
получали высокомолекулярный хитозан с низкой 
степенью N-ацетилирования. Деполимеризацией 
хитозана с помощью перекиси водорода были полу‑
чены хитоолигосахариды (биоза, триоза, тетраоза), а 
также хитозаны низкой молекулярной массы (4–20 
кДа), имеющие значительно лучшую растворимость 
в водных растворах при физиологических значениях 
водородного показателя в сравнении с исходным со‑
единением.

Хитоолигосахариды и хитозан с низкой молеку‑
лярной массой были N-ацилированы при исполь‑
зовании смеси растворителей вода-N,N-диметил‑
формамида и N-гидроксисукцинимидного эфира 
3-гидрокситетра-декановой кислоты. В результате 
были получены производные, которые по данным 
химического анализа, 1Н- и 13С-ЯМР-спектроскопии 
и MALDI-TOF- масс-спектрометрии содержали один 
остаток 3-гидрокситетрадекановой кислоты (3–ОН–С

14
) 

на восстанавливающем конце молекулы и имели об‑
щую формулу (GlcNH)–3–OH–C

14
.

Алкилированием хитозана в щелочной среде оме‑
га-галогенпроизводными уксусной, пропионовой и 
бутановой кислот были синтезированы N- и 6-О-кар
боксиалкил (метил, этил, пропил)-хитозаны. Эти 
цвиттерионные производные отличаются от исход‑
ного хитозана зарядом и хорошей растворимостью в 
воде при нейтральной и щелочной реакции.

Эксперименты выполнены на 600 неинбредных 
мышах-самцах массой 16–18 г, находившихся на 
стандартной диете в боксированных помещениях с 
соблюдением всех правил и рекомендаций Европей‑
ской конвенции по защите позвоночных животных, 
используемых в экспериментальных работах. Эн‑
дотоксический шок индуцировали внутрибрюшин‑
ным введением бактериального ЛПС L2880 E. coli 
серотипа 055:B5 (Sigma, USA) в дозах 1 и 10 мкг на 
особь. С целью повышения чувствительности к ЛПС 
мышам предварительно вводили внутрибрюшин‑
но D‑галактозамин в дозе 800 мг/кг [13]. Хитозаны 
(высокомолекулярный – 140 кДа и низкомолекуляр‑
ный – 20 кДа, а также низкомолекулярный ацилхито‑
зан) вводили внутримышечно в дозе 100 мкг на особь 
в различные сроки относительно введения разреша‑
ющей дозы ЛПС. В каждой группе было по 10 мышей, 
эксперимент повторяли трижды, средние показатели 
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выживаемости определяли суммарно как результат 
всех серий экспериментов.

Бактериостатическую активность препаратов 
определяли дискодиффузионным методом [6]. Бак‑
терии выращивали в течение 24 часов при 37°С на 
питательном агаре на основе панкреатического гид‑
ролизата кильки производства НПО «Питательные 
среды» (г. Махачкала).

Исследуемые вещества в концентрации 100 и 
500 мкг/мл наносились на субстрат-квадраты филь‑
тровальной бумаги размером 1х1 см, которые поме‑
щались в чашки Петри с предварительно выращен‑
ными в течение 1 часа на питательном агаре бакте‑
риями S. typhimurium (штамм 415) и S. aureus (штамм 
906). В качестве контроля использовали бактерии, 
на которые наносили фильтровальную бумагу, про‑
питанную 0,85% раствором NaCl. Результаты бакте‑
риостатической активности веществ оценивали по 
интенсивности роста культур вокруг субстрат-квад‑
ратов. Эксперимент проводили трижды.

Для электронно-микроскопического исследо‑
вания после инкубации бактерий, выращенных на 
мясопептонном агаре в присутствии исследуемых 
веществ, субстрат-квадрат промывали в фиксато‑
ре по Ито [12]. Проводили дофиксацию бактерий 
2% раствором четырехокиси осмия, дегидратацию 
в этаноле возрастающей концентрации и заключа‑
ли в эпон-аралдит. Ультратонкие срезы контрасти‑
ровали уранилацетатом и цитратом свинца, затем 
просматривали в электронном микроскопе JEM-
100S (JEOL, Japan) при ускоряющем напряжении 
80 мв.

Статистическую обработку данных проводили с 
помощью пакета программ Statistica 5 и Exel. Исполь‑
зовали непараметрический критерий Вилкоксона [4].

Результаты исследования. В предварительных 
исследованиях было установлено бактериостати‑
ческое действие хитозана и его производных, на‑
иболее выраженное при использовании низко‑
молекулярного хитозана и ацилхитозана. Затем 
была исследована ультраструктура S. typhimurium 
и S. aureus, в отношении которых проявили бакте‑
риостатическое действие низкомолекулярный хи‑
тозан и ацилхитозан.

При изучении контрольных культур S. aureus бы‑
ла обнаружена типичная ультраструктурная органи‑
зация: микроорганизмы имели кокковидную форму, 
характерную утолщенную трехслойную клеточную 
стенку. При увеличении ×10 000 в поле зрения регис‑
трировалось до 8 бактерий, находившихся в стадии 
деления (рис. 1, а). Под воздействием низкомолеку‑
лярного хитозана появились кокковидные формы 
микроорганизмов, большинство из которых имели 
электронно-плотный агломерат в зоне нуклеоида. 
Клеточная стенка бактерий плохо контурировалась, 
по сравнению с исходной культурой. В цитоплаз‑
ме были видны мелкие очажки просветления раз‑

мером 0,25 нм овальной формы, похожие на зоны 
мелкоочагового лизиса, наблюдалось повышение 
электронной плотности и частичная гомогенизация 
цитоплазмы, из-за чего рибосомы просматривались 
лишь в периферической зоне клетки. В поле зрения 
встречалось не более трех делящихся бактериаль‑
ных клеток, что указывало на снижение репродук‑
тивной способности стафилококков после контакта 
с указанным веществом (рис. 1, б). Это подтверж‑
далось уменьшением количества делящихся форм, 
повышением электронной плотности цитоплазмы, 
появлением в зоне нуклеоида электронно-плотно‑
го материала (агломерата), смазанность клеточной 
стенки. Подобные изменения характерны для поко‑
ящихся бактерий [1, 3, 5].

Таким образом, данные микробиологического тес‑
тирования и электронно-микроскопическая картина 
образцов S. aureus свидетельствовали о выраженном 
бактериостатическом действии низкомолекулярного 
хитозана.

Рис.1. Культуры S. aureus.
а – контрольная культура, 24 часа инкубации; б – после воздействия 
хитозана низкомолекулярного: мелкоочаговый лизис, повышение элек­
тронной плотности и частичная гомогенизация цитоплазмы, кле­
точная стенка бактерий плохо контурирована. Электронная микро­
скопия, ×10 000.

а

б

Оригинальные исследования
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Бактерии контрольных культур S. typhimurium 
имели типичную ультраструктуру, у части клеток 
обнаруживалось расширение периплазматического 
пространства на полюсах с наличием в нем аморф‑
ного вещества – экскреция вторичных метаболитов 
(рис. 2, а). Через 24 часа инкубации с ацилхитозаном 
происходили отчетливые изменения ультраструкту‑
ры бактерий, однако лизированные формы не 
обнаруживались. Наблюдался полиморфизм 
размеров бактерий, среди которых встреча‑
лись как овоидные, так и удлиненные палоч‑
ковидные формы. В последних можно было 
различить начальные признаки формирова‑
ния перегородок, но типичного бинарного 
деления не отмечено, что указывало на резкое 
торможение процесса размножения сальмо‑
нелл. Клеточная стенка на значительных учас‑
тках имела нечеткое строение и была отслоена 
от цитоплазматической мембраны.

В большинстве микроорганизмов зона нук‑
леоида слабо визуализировалась, цитоплазма 
имела пестрый рисунок за счет неравномерно‑
го распределения рибосом. Во многих клетках 
наблюдался очаговый лизис с образованием 
овальных зон просветления цитоплазмы, а в 
отдельных клетках – крупноочаговый лизис. 

В части бактериальных клеток имелись электрон‑
но-плотные агломераты, встречались также клетки 
без морфологически выраженного нуклеоида, в ко‑
торых наблюдалось образование подобных агломе‑
ратов, расположенных по периферии цитоплазмы 
(рис. 2, б).

Таким образом, результаты электронно-микро‑
скопических исследований свидетельствуют о глу‑
боких повреждениях структурно-функциональных 
комплексов S. typhimurium, вызванных выраженным 
бактериостатическим действием ацилхитозана. Как 
было отмечено ранее [2, 10], способность подавлять 
рост патогенных микроорганизмов свойственна ве‑
ществам, способным нейтрализовать эндотоксины. 
В связи с этим в следующей серии экспериментов 
нами была изучено влияние хитозана и его наиболее 
активных производных на выживаемость мышей 
при эндотоксиновом шоке.

Установлено, что высокомолекулярный хитозан 
при однократном парентеральном введении не ока‑
зывал протективного действия независимо от време‑
ни введения относительно липополисахарида. В то 
же время низкомолекулярный дезацетилированный 
хитозан статистически значимо повышал устойчи‑
вость организма животных к воздействию липопо‑
лисахарида как при одновременном введении, так и 
при введении через 2 часа после воздействия эндо‑
токсина. Низкомолекулярный ацилхитозан значимо 
увеличивал выживаемость мышей при профилакти‑
ческом и при лечебном применении (табл.).

Обсуждение полученных данных. Таким образом, 
производные хитозана (хитозан низкомолекуляр‑
ный и ацилхитозан) продемонстрировали высокую 
антимикробную активность в отношении грамот‑
рицательных и грамположительных микроорганиз‑
мов. Антимикробные свойства хитозанов зависели 
от молекулярной массы и степени ацилирования и 
могли быть обусловлены уникальной способностью 

Таблица
Влияние производных хитозана на выживаемость мышей при 

эндотоксиновом шоке, индуцированном бактериальным ЛПС, M±m

Время введения
Выживаемость при введении1, %

ХВ ХН АХ

Л
П

С
 –

 1
 м

кг
 

н
а 

ос
об

ь

за 2 часа 02 02 56,7±0,12

одновременно 20,0±5,8 56,7±0,12 60,0±11,62

через 2 часа 02 76,7±6,72 76,7±3,32

контроль 16,7±3,3

Л
П

С
 –

 1
0 

м
кг

 
н

а 
ос

об
ь

за 2 часа 02 02 60,0±5,82

одновременно 02 40,0±5,82 36,7±8,8

через 2 часа 6,7±3,3 40,0±5,82 36,7±6,72

контроль 0

1 ХВ – хитозан высокомолекулярный, ХН – хитозан низкомолекуляр‑
ный, АХ – ацилхитозан.

2 Разница с соответствующим контролем статистически значима.

Рис. 2. Культуры S. typhimurium.
а – контрольная культура, 24 часа инкубации; б) после воздействия 
ацилхитозана: очаговый и крупноочаговый лизис цитоплазмы. Элект­
ронная микроскопия, ×10 000.

а

б
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этих соединений неспецифически (за счет электро‑
статических и ионных связей) взаимодействовать с 
клеточной стенкой микроорганизмов.

Влияние производных хитозана на ультраструк‑
турную организацию S. typhimurium и S. aureus, отно‑
сящихся к разным систематическим группам, при‑
нципиально одинаково и связано с воздействием на 
их поверхностные структуры. Повреждение стенки 
может приводить к нарушению ригидности клеток 
и процессов деления, вызывая гибель отдельных 
микроорганизмов и популяции в целом. Нарушения 
поверхностных структур бактерий вызывают изме‑
нение их метаболизма, в частности в отношении са‑
харов, которые являются основным энергетическим 
источником для большинства бактерий. В литературе 
высказывалась гипотеза о конкурентном замещении 
хитозаном рецепторов к сахарам [9].

Обнаруженные нами нарушения в субмикрос‑
копической организации клеточной стенки и цито
плазматической мембране могут свидетельствовать 
о деструкции рецепторов или морфологическом 
проявлении конкурентного замещения хитозаном 
рецепторов к сахарам. Данные о влиянии хитозана 
на субмикроскопическую организацию грамполо‑
жительных и грамотрицательных бактерий сви‑
детельствуют в пользу его бактериостатического 
действия.

Ранее была показана способность высокомоле‑
кулярного и низкомолекулярного хитозанов к обра‑
зованию водорастворимых комплексов с липополи‑
сахаридами, прочность связей в которых зависит от 
соотношения компонентов и от молекулярной мас‑
сы хитозана [8]. Так, высокомолекулярный хитозан 
связывает липополисахариды в точке насыщения 
меньше и с меньшей аффинностью, чем низкомоле‑
кулярный, а введение ацильного заместителя в низ‑
комолекулярное производное хитозана существен‑
но увеличивает его связывающую активность. Это, 
в свою очередь, приводит к снижению токсических 
свойств липополисахаридов [7]. Результаты изуче‑
ния протективных свойств хитозанов при эндоток‑
синовом шоке соотносятся с ранее полученными 
данными о связи структуры хитозана с его антиток‑
сическими свойствами.

Таким образом, хитозан и его производные об‑
ладают выраженными антимикробными и анти‑
токсическим свойствами. Результаты проведенных 
исследований позволяют считать, что хитозан и его 
производные являются перспективными в отноше‑
нии связывания и детоксикации липополисахаридов 
и создания на их основе специфических препаратов 
для терапии сепсиса и эндотоксинового шока.
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ANTIBACTERIAL AND ANTITOXIC PROPERTIES 
OF CHITOSAN AND ITS DERIVATIVES
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L.M. Somova1, V.I. Gorbatch2
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Summary – The paper discusses antibacterial and antitoxic prop‑
erties of chitosan and its derivatives (low molecular weight chi‑
tosan, acidified chitosan, chitooligosaccharides, and carboxy‑
propyl chitosan) derived as a result of chemical or enzymatic 
degradation of the parent substance. As seen, the low molecular 
weight acidified and deacetylated chitosans that are capable of 
better dissolving in neutral and alkaline solutions and being bet‑
ter absorbed from the gastro-intestinal tract proved to exhibit 
more noticeable antibacterial and antitoxic effects, compared to 
the parent high-molecular chitosan.
Key words: chitosan, antibacterial activity, endotoxemia, electron 
microscopy.
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