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Резюме
Цель исследования — изучение гемосовместимости N-сукцинил-хитозана (СХ) и N-глутарил-хито-

зана (ГХ). Материалы и методы. Влияние СХ и ГХ на сосудисто-тромбоцитарный гемостаз оценивали 
в тестах на адгезию и индуцируемую агрегацию тромбоцитов крови человека, влияние на плазменный 
гемостаз — в тестах на АПТВ, ПВ и ТВ также с донорской кровью. Острую токсичность СХ и ГХ оце-
нивали в эксперименте на наркотизированных крысах по влиянию внутривенного ведения 1 % растворов 
СХ и ГХ на системную гемодинамику крысы и наличие гемолиза через час после введения. Оценку цито-
токсичности проводили в МТТ-тесте на клеточной культуре HL-1. Результаты. Внутривенное введение 
растворов СХ и ГХ (молекулярная масса 83000, степень деацетилирования 0,93) в остром эксперимен-
те на наркотизированных крысах не вызвало гемолиза, изменений в параметрах системной гемодина-
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Abstract
Objective. To determine hemocompatibility of N-succinyl-chitosan (SC) and N-glutaryl-chitosan (GC). 

Materials and methods. Effect of SC and GC on the vascular-platelet hemostasis (adhesion and agonist-
induced aggregation) and anticoagulation properties (APTT, PT and TT) of SC and GC was evaluated with donor 
blood. The acute toxicity of SC and GC was evaluated on anesthetized rats, which was subjected to intravenous 
administration of 1 % solutions of SC and GC. The effect on systemic hemodynamics and the presence of 
hemolysis was evaluated. Cell viability assay (MTT-test) in the presence of SC and GC was carried out with 
HL-1 cell line for evaluation of cytotoxic potential of chitosan derivatives. Results. Intravenous administration 
of aqueous solutions of SC and GC (molecular weight 83,000, deacetylation degree 0.93) in acute experiments on 
anesthetized rats did not cause hemolysis, changes in the parameters of systemic hemodynamics and respiratory 

мики и частоте дыхания. В тестах с донорской кровью выявлены антикоагулянтные и антиагрегантные 
свойства производных хитозана. В тесте на цитотоксичность добавление СХ (степень замещения 0,85) 
в клеточную среду не влияло на жизнеспособность культуры клеток HL-1 в течении 3 суток инкубации, 
тогда как ГХ (степень замещения 0,71) в различных концентрациях (0,1 %, 0,01 % и 0,001 %) проявил 
токсичность при экспозиции двое суток и  более. Заключение. Результаты свидетельствуют о  низкой 
токсичности СХ и возможности его использования в биомедицинских целях и разработке на его осно-
ве парентеральных лекарственных форм. Выявленная токсичность ГХ не позволяет рекомендовать его 
использование для парентерального введения. Однако с учетом отсутствия влияния ГХ на системную 
гемодинамику целесообразна дальнейшая модификация ГХ для уменьшения влияния на функцию тром-
боцитов и сохранения жизнеспособности клетки.

Ключевые слова: N-сукцинил-хитозан, N-глутарил-хитозан, гемосовместимость, гемодинамика, гемолиз

Для цитирования: Сонин Д.Л., Скорик Ю.А., Васина Л.В., Костина Д.А., Малашичева А.Б., Почкаева Е.И., 
Васютина М.Л., Костарева А.А., Галагудза М.М. Гемосовместимость n-карбоксиацильных производных 
хитозана. Трансляционная медицина. 2016; 3 (2): 80–88.
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Введение
Хитозан, деацетилированное производное хити-

на, широко используется в  биомедицинских целях 
благодаря наличию таких свойств, как низкая ток-
сичность, биодеградируемость, биосовместимость, 
комплексообразующая и сорбционная способности 
[1, 2]. Наночастицы на его основе являются перспек-
тивными носителями для противоопухолевых пре-
паратов [2, 3]. Однако возможность использования 
хитозана и  его производных в  качестве носителей 
лекарственных средств для доставки в зону ишеми-
и-реперфузии миокарда остается малоизученной. 
Гипотеза основывается на том, что введtнные вну-
тривенно наночастицы хитозана с препаратом будут 
пассивно накапливаться в зоне ишемически-репер-
фузионного повреждения, где имеется повышенная 
проницаемость микрососудов. Такая схема лечения 
предполагает хорошую гемосовместимость носи-
теля и  комплекса «носитель-препарат»; при этом 
известно, что парентеральное введение хитозана 
и  ряда его производных ограничено совместимо-
стью с кровью. Так, немодифицированный хитозан 
вызывает агрегацию эритроцитов, гемолиз и актива-
цию комплемента [4, 5], а некоторые производные 
используются как кровоостанавливающие средства 
[6, 7]. Модификация хитозана путем сульфатирова-
ния или получения производного с отрицательным 
зарядом позволяет избежать агрегации эритроцитов 
и активации гемостаза [1, 8].

В данной работе представлены результаты изу-
чения гемосовместимости водорастворимых кар-
боксиацильных производных хитозана, N-сукци-
нил-хитозана (СХ) и  N-глутарил-хитозана (ГХ). 
Ранее проводились эксперименты с внутривенным 
введением СХ с  различной молекулярной массой 
(300  000 и  более), в  которых наблюдалось дли-
тельное присутствие вещества в крови и преиму-

щественным накоплением в  печени, микроцирку-
ляторное русло которой характеризуется высокой 
проницаемостью [3, 9–11]. Сведений о гемосовме-
стимости ГХ нами в литературе не обнаружено.

Известно, что сукцинат обладает антигипок-
сическим и  цитопротективным эффектом, что 
реализуется в  фармакологических препаратах 
(реамберин, цитофлавин, ремаксол). Ковалентно 
связанный с  хитозаном в молекуле носителя сук-
цинат сохраняет свои защитные свойства. В то же 
время хитозан известен как антиоксидант, причем 
имеется обратная зависимость от  молекулярной 
массы хитозана и выраженности его антиоксидант-
ных свойств [12]. Недавно был продемонстрирован 
отопротективный эффект СХ с молекулярной мас-
сой 83000 и степенью деацетилирования (СД) 93 % 
в экспериментальной модели острой акустической 
травмы. Автор показал хороший слуховосстанав-
ливающий эффект внутривенно вводимого СХ 
в сравнении с реамберином [13].

Целью данной работы явилось изучение влия-
ния СХ и ГХ на параметры гемодинамики, систему 
гемостаза и  наличие гемолиза при их внутривен-
ном введении в остром эксперименте и на жизне-
способность клеток в  тесте на  цитотоксичность 
(МТТ-тест).

Материалы и методы
Все эксперименты проведены в  соответствии 

с «Руководством по уходу и использованию лабо-
раторных животных» (публикация Национального 
института здоровья № 85-23, США) и  «Руковод-
ством по  экспериментальному (доклиническому) 
изучению новых фармакологических веществ».

Получение карбоксиацильных производных 
хитозана. СХ и  ГХ получали из  крабового хито-
зана (MW — 83000, СД — 0,93) по методике [14] 

rate. The data from the platelet aggregation assays and the coagulation assays with human blood indicate that 
chitosan derivatives possess anticoagulant and antiplatelet properties. In the test for cytotoxicity (MTT-test) 
addition of SC (degree of substitution 0.85) in cell medium did not affect the viability of HL-1 cell culture within 
3 days of incubation, while GC (degree of substitution 0.71) showed toxic effect after cell exposure to different 
concentrations (0,1 %, 0,01 % и 0,001 %) of the one after two days of incubation. Conclusion. The results show 
the low toxicity of SC and possibility of its use in biomedical applications and in the development on its base 
parenteral formulations. The observed toxicity of GC does not allow to recommend its parenteral administration. 
However, given the lack of influence of GC on the systemic hemodynamics, further modification of the GC is 
needed to reduce the effects on platelet function and cell viability.

Key words: N-succinyl-chitosan, N-glutaryl-chitosan, hemocompatibility, hemodynamics, hemolysis
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Kostareva AА, Galagudza MM. Hemocompatibility of N-carboxyacyl derivatives of chitosan. Translyatsionnaya 
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реакцией с  соответствующим циклическим анги-
дридом в 1 % растворе уксусной кислоты. Образцы 
переводили в Na-форму добавлением 3 % раствора 
NaHCO3, диализовали против дистиллированной 
воды в  течение трех суток и  сушили лиофильно. 
Степень замещения определяли из  данных эле-
ментного анализа, которая составила 0,85 (СХ) 
и 0,71 (ГХ). Для внутривенного введения использо-
вали 1 % растворы СХ и ГХ, приготовленные рас-
творением необходимого количества лиофильно 
высушенных образцов в физиологическом раство-
ре. Стерилизацию растворов проводили фильтра-
цией через фильтры Millipore 0,2 мкм.

Оценка антикоагулянтных и  антиагрегант-
ных свойств. Кровь для исследования брали у до-
норов (n = 5), лиц обоего пола в возрасте 25–40 лет, 
не  получавших в  течение 7–10 дней препаратов, 
влияющих на  функцию тромбоцитов. Для предот-
вращения активации тромбоцитов кровь брали 
в вакуумные пробирки, содержащие в качестве ста-
билизатора 3,8 % цитрат натрия (0,129 М) в соотно-
шении цитрат Na/кровь 1/9. Влияние веществ на ге-
мостатическую функцию тромбоцитов с помощью 
анализатора функции тромбоцитов PFA-100 («Dade 
Behring», Германия) определяли, смешивая 0,9 мл 
цельной донорской крови и 0,1 мл 1 % раствора СХ 
или ГХ (конечная концентрация полимера 0,1 %). 
После 5 мин инкубации при комнатной температуре 
0,8 мл смеси вносили в индивидуальный картридж 
коллаген/АДФ (cADP-тест), после чего определяли 
время образования тромбоцитарной пробки на ана-
лизаторе тромбоцитов PFA-100.

Агрегацию тромбоцитов исследовали с  помо-
щью импедансного 4-канального агрегометра (мо-
дель 590 Wholе Blood Aggregometer, Chrono-Log 
corporation, USA). В качестве индуктора агрегации 
использовали коллаген, АДФ и арахидоновую кис-
лоту (Chrono-par reagents, Chrono-Log corporation, 
USA). Влияние веществ на индуцированную агре-
гацию тромбоцитов определяли, смешивая в  кю-
вете 0,9 мл цельной донорской крови и 0,1 мл ис-
следуемого соединения (конечная концентрация 
0,1%). Индукторы вносили в кювету через 5 минут 
инкубации смеси при +37°С. Агрегацию регистри-
ровали до выхода кривой на плато.

Антикоагулянтные свойства веществ оценива-
лись по  способности удлинять время свертывания 
бедной тромбоцитами плазмы (по сравнению с кон-
тролем) при добавлении их в плазму в тестах АПТВ 
(активированное парциальное тромбопластиновое 
время), ПВ (протромбиновое время) и ТВ (тромби-
новое время). Выбирали доноров с  нормальными 
показателями ПВ, АПТВ и  активностью фактора 
Виллебранда. Исследования проводили на  авто-

матическом анализаторе гемостаза STA Compact 
(Roche Diagnostics, Швейцария). Использовали на-
боры реагентов для определения АПТВ (STA APTT), 
ПВ (STA Neoplastin Plus) и ТВ (STA Thrombin, Roche 
Diagnostics, Швейцария). 0,5 мл 1 % раствора СХ 
или ГХ смешивали с 0,5 мл бедной тромбоцитами 
плазмы (конечная концентрация полимера 0,5  %) 
и  определяли время свертывания на  анализаторе 
в тестах АПТВ, ПВ и ТВ. Дополнительно определя-
ли протромбиновый индекс (ПИ) и международное 
нормализованное отношение (МНО).

Оценка гемодинамических параметров. Кры-
сам-самцам стока «Вистар» (250 ± 25 г, n = 13), 
наркотизированным тиопенталом натрия (50 мг/кг, 
внутрибрюшинно), внутривенно за 10 мин вводили 
1 % растворы СХ (n = 5) и ГХ (n = 8) в объеме 1 
мл через катетер, установленный в бедренной вене. 
Эксперименты проводились в условиях спонтанно-
го дыхания животных. Температура тела животного 
поддерживалась в пределах 37,0 ± 0,5°C. Артериаль-
ное давление (АД) и частоту сердечных сокращений 
(ЧСС) непрерывно измеряли с  помощью датчика 
давления (Baxter, США) через катетер, введенный 
в общую сонную артерию, и регистрировали на пер-
сональном компьютере с  помощью программного 
обеспечения PhysExp Х4 (OOO «Кардиопротект», 
Россия) [15]. Наблюдение и регистрацию гемодина-
мических параметров после введения тестируемых 
соединений вели в течение одного часа. Монитори-
ровали электрокардиограмму в  стандартных отве-
дениях (Кардиотехника-8, ЗАО «Инкарт», Россия). 
В  конце эксперимента у  крыс забирали венозную 
кровь. Для получения плазмы кровь стабилизирова-
ли гепарином (10 Ед/см3) и  центрифугировали (15 
мин, 2000 об/мин). Плазму и  клетки крови храни-
ли в  отдельных пробирках. Данные представляли 
в виде «среднее ± стандартное отклонение». Стати-
стический анализ был выполнен с использованием 
теста Уилкоксона. Отличия считали значимыми при 
p < 0,05.

Оценка цитотоксичности. Оценку цитоток-
сичности проводили в  МТТ-тесте и  по наличию 
гемолиза в  крови крыс через час после введения 
тестируемых полимеров.

Тест на  гемолиз. Количественное определение 
гемоглобина в плазме проводили фотометрически 
на  колориметре КФК-2МП в  стеклянной кювете 
с длиной оптического пути 10 мм, с использовани-
ем зеленого светофильтра (540 нм).

МТТ-тест проводили согласно методу, описан-
ному Niks M. и Otto M. [16]. Клеточную культуру 
HL-1 культивировали при 37°С, влажной среде 
с содержанием 5 % СО2. Для культивирования кле-
ток использовалась среда Clicomb medium с  до-
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Таблица 1. Влияние СХ и ГХ на время образования тромбоцитарной пробки  
в cADP-тесте (n=5). 

Вещество Время наступления агрегации (с)

Контроль 102 ± 5

СХ 192 ± 5*

ГХ 183 ± 5*

* — р <0,05 в сравнении с контролем, 

Таблица 2. Результаты теста на антиагрегантную активность производных хитозана с АДФ, 
коллагеном и арахидоновой кислотой (n=5).

Параметр Контроль СХ ГХ

АДФ (Ом) N 6-24 9,6±1,1 6,2±1,1 0,0*

Коллаген (Ом) N 15-27 13,1±0,8 14,0±1,6 0,0*

Арахидоновая кислота (Ом) N 5-17 10,0±0,7 8,8±0,8 0,0*

* — р <0,05 в сравнении с контролем.

Таблица 3. Антикоагулянтная активность производных хитозана (n=5). 

Параметр Контроль СХ ГХ

АЧТВ, с   32,2±1,5 47,1±1,3* 28,8±1,2

ПВ, с  13,0±0,9 18,0±0,8* 15,4±0,7

ПИ, % 98,2±1,8 55,2±1,6* 71,4±1,7*

МНО 1,0±0,1 1,5±0,2 1,2±0,1

ТВ, с 17,1±1,1 14,3±1,0 14,1±1,1

* — р <0,05 в сравнении с контролем.

Таблица 4. Влияние СХ и ГХ на параметры системной гемодинамики и частоту дыхательных 
движений.

СХ (n = 5) ГХ (n = 8)

САД ЧСС ЧДД САД ЧСС ЧДД

Исходно 148±12 401±96 79±12 132±25 413±75 86±18

Начало введения 150±11 428±5 82±13 132±23 414±77 80±14

Окончание введения 152±12 432±54 82±14 136±12 410±88 84±15

5 мин. после введения 144±14 431±67 89±21 128±27 404±72 82±12

60 мин. после введения 126±15 414±62 88±20 105±25 375±57 83±23

Примечание: CАД  — среднее артериальное давление, мм рт. ст., ЧСС  — частота сердечных 
сокращений, уд./мин., ЧДД — частота дыхательных движений, частота в мин. 
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бавлением 10% Fetal Bovine Serum (Thermo Fisher 
Scientific). Количество клеток в каждой лунке 96-лу-
ночного планшета составляла 80 тыс. Через 24 часа 
после посева сменяли среду на 90 мкл среды и 10 
мкл физиологического раствора, содержащего со-
ответствующее количество исследуемых веществ. 
Оценивались следующие концентрации карбокси-
циальных производных хитозана: 0,001 %, 0,01 % 
и 0,1 % (конечные концентрации в лунках). Затем 
через 24, 48, 72 часа экспозиции с  исследуемым 
веществом среду меняли на раствор МТТ (Sigma) 
5 мг/мл. В  качестве растворителя использовали 
PBS. Через 2 часа удаляли раствор, содержащий 
MTT и лизировали клетки с помощью DMSO (Век-
тон), добавляя по 100 мкл в каждую лунку. Через 
15 мин измеряли оптическую плотность клеток, 
окрашенных МТТ с использованием спектрофото-
метра Biorad, длина волны 550нм. Вычитали фон 
— оптическую плотность вещества и растворите-
ля в каждой концентрации без клеток. Сравнивали 
с оптической плотностью необработанных клеток. 
Угнетение жизнедеятельности клеток регистриро-
валось по  снижению оптической плотности. Все 
исследования проводили в  трипликатах. Данные 
представляли в  виде «среднее ± стандартное от-
клонение». Статистический анализ был выполнен 
с использованием теста Стьюдента. Отличия счи-
тались значимыми при p < 0,05.

Результаты исследования
Оценка гемосовместимости СХ и ГХ in vitro
Влияние СХ и  ГХ на  агрегацию тромбоцитов. 

В  результате проведенного исследования получе-
ны данные, свидетельствующие о том, что СХ и ГХ 
обладают одинаковыми антиадгезивными свой-
ствами, но  при этом оказывают противоположный 
эффект в  тестах индуцированной агрегации тром-
боцитов (табл. 1 и 2). Установлено, что in vitro СХ 
и ГХ при концентрации 0,1 % демонстрируют инги-
бирующее влияние на адгезию тромбоцитов к кол-
лагену в  cADP-тесте, сходное с  эффектом аспири-
на. При этом отмечаются различные эффекты СХ 
и ГХ по влиянию на агрегацию тромбоцитов в те-
стах с АДФ, коллагеном и арахидоновой кислотой, 
а именно: отсутствие значимых по сравнению с кон-
тролем различий у СХ и тотальное ингибирование 
агрегации ГХ, что может быть обусловлено прямым 
действием на  наружную мембрану тромбоцитов, 
а также на мембраны внутриклеточных структур.

Влияние СХ и ГХ на коагуляцию. При изучении 
влияния тестируемых веществ на плазменный ге-
мостаз с использованием автоматического анализа-
тора гемостаза выявлено, что производные хитоза-
на проявляли антикоагулянтные свойства (табл. 3). 

При этом антикоагулянтный эффект СХ был более 
выраженным по сравнению с ГХ. 

Оценка гемосовместимости СХ и ГХ in vivo
Влияние СХ и ГХ на гемодинамику. Результаты 

влияния СХ и ГХ на гемодинамические показате-
ли при их внутривенном введении представлены 
в табл. 4. Исходные параметры не различались меж-
ду группами. Во всех группах животных не было 
выявлено значимого изменения гемодинамических 
параметров и ЧДД в течение всего времени наблю-
дения; также не наблюдалось изменений на  элек-
трокардиограмме. Небольшое снижение АД в ходе 
часового наблюдения объясняется закономерным 
снижением АД наркотизированного животного, ко-
торое наблюдается в контроле.

Тест на наличие гемолиза. Через час после вве-
дения производных хитозана, по  окончании фи-
зиологической части эксперимента, оценивали 
наличие гемолиза фотометрически. Оптическая 
плотность всех растворов находилась на  уровне 
погрешности измерения (A < 0,02) и значимо не от-
личалась от  контрольной группы, что свидетель-
ствует об отсутствии гемолиза при системном вве-
дении 1 % растворов СХ и ГХ.

Оценка цитотоксических свойств СХ и ГХ 
на культуре клеток

При добавлении любой концентрации СХ 
(0,001 %, 0,01 % и 0,1 %) к культуре клеток их жиз-
неспособность не  уменьшалась (см. рис. 1) через 
24, 48 и 72 часа от начала экспозиции в МТТ-тесте. 
ГХ в  тех же дозах достоверно снижал жизнеспо-
собность клеток через 48 и 72 часа (см. рис. 2).

Обсуждение
Физико-химические и  биологические свойства 

производных хитозана зависят от  молекулярной 
массы полимера, степени деацетилирования, типа 
и степени функционализации. Для получения кар-
боксиацильных производных в данной работе ис-
пользовали низкомолекулярный (ММ 83000) хито-
зан с высокой степенью деацетилирования 0,93 %. 
Для биологических экспериментов использовали 
образцы СХ и ГХ с высокой степенью замещения 
(0,85 и 0,71 соответственно), хорошо растворимые 
в воде. Ранее было показано, что наночастицы, по-
лученные ионным гелированием СХ со  степенью 
замещения 0,80, характеризуются хорошей гемосо-
вместимостью и могут использоваться для достав-
ки доксорубицина в опухоль [11]. Известно, что хи-
тозан ускоряет время свертывания крови и усили-
вает высвобождение тромбоцитами тромбоцитар-
ного фактора роста и трансформирующего фактора 
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роста-β1 [7]. Возможный механизм прямой актива-
ции тромбоцитов и агрегации связан с разрушени-
ем тромбоцитарной мембраны. В  отличие от  хи-
тозана, ряд его производных, например, сульфати-
рованный хитозан, обладают гепариноподобными 
свойствами [17], что подтверждено в  настоящем 
исследовании также в отношении СХ. Вероятный, 
механизм антикоагуляции объясняется связывани-
ем производных хитозана с белками плазмы и из-
менением их активных центров. СХ и ГХ, подобно 
аспирину, уменьшают адгезию тромбоцитов, но по 
выраженности влияния на  индукцию агрегации 
тромбоцитов производные хитозана сильно раз-
личаются. СХ достоверно ее не  уменьшает, а  ГХ 
тотально ее ингибирует, что, вероятно, связано 
с взаимодействием ГХ с мембранными структура-

ми тромбоцитов. Возможно, этот же эффект вызвал 
снижение жизнеспособности клеток в  культуре 
на  вторые сутки после добавления ГХ к  культу-
ральной среде в МТТ-тесте.

Отсутствие изменений системной гемодина-
мики подтверждает данные, полученные in vitro 
об отсутствии активации тромбоцитов и плазмен-
ных прокоагулянтов. Известно, что формирование 
тромбов в венах большого круга кровообращения 
ведет к  гемодинамическим нарушениям, которые 
могут проявляться резким падением АД с измене-
ниями ЧСС и ЧДД.

Таким образом, полученные данные свидетель-
ствуют об отсутствии острой цитотоксичности СХ. 
Эти результаты согласуются с полученными ранее 
в тестах in vitro, в которых показано, что наноча-

Рисунок 1.

Рисунок 2.
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стицы СХ не вызывают гемолиза эритроцитов и не 
снижают жизнеспособность клеток в  МТТ-тесте 
[11]. Результаты, полученные в  МТТ-тесте с  ГХ 
не противоречат данным по влиянию ГХ на инду-
цированную агрегацию. Цитотоксический эффект 
ГХ, вероятно связан с взаимодействием ГХ с мем-
браной клеток и изменением ее функции, что проя-
вилось при оценке индуцируемой агрегации тром-
боцитов в ее тотальном ингибировании. Необходи-
ма дальнейшая модификация ГХ для уменьшения 
его влияния на жизнеспособность клетки.

Заключение
В настоящей работе получены данные о  цито-

токсичности ГХ и подтверждены ранее полученные 
данные об ее отсутствии у СХ. Цитотоксичность ГХ 
возможно, связана с  взаимодействием ГХ с  мем-
браной клеток и изменением ее функции, что про-
явилось в МТТ-тесте и при оценке индуцируемой 
агрегации тромбоцитов в ее тотальном ингибирова-
нии. Оба карбоксициальных производных хитозана 
оказывают аспириноподобный эффект на  адгезию 
тромбоцитов и  антикоагулянтный эффект, причем 
СХ в большей степени, чем ГХ. Внутривенное вве-
дение СХ и ГХ не сопровождается гемолизом и не 
влияет на  системную гемодинамику у  наркотизи-
рованных крыс в остром эксперименте. Результаты 
исследования обосновывают дальнейшее использо-
вание СХ в  разработке наноразмерных носителей 
для направленной доставки лекарственных средств. 
ГХ требует дальнейшей модификации с  последу-
ющим биологическим тестированием для  поиска 
меньшей цитотоксичности.
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