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Биодеградируемые нанокомпозиты, обладающие способностью к магнитному 

наведению, являются новым классом функциональных материалов, способствующих рас-

ширению возможностей клинической терапии. В работе описан химизм формирования 

нанобиокомпозитного материала на основе природного полимера, синтезированного пу-

тем электростатического взаимодействия полисахарида и магнетита в водной среде. 

Изучена возможность электростатической иммобилизации модельного фибринолитиче-

ского фермента.  Методом динамического рассеяния света установлено повышение элек-

трохимического потенциала частиц при иммобилизации фибринолитического фер-

мента. Степень включения фермента составила 9,95±0,05 масс.%. Средний размер ча-

стиц нанобиокомпозитного материала после иммобилизации фермента составил 264,3 нм. 

Исследование магнитных свойств показало отсутствие остаточной намагниченности, 

что позволяет исключить возможность магнитного агрегирования при применении био-

композита в биологическом приложении. Намагниченность насыщения сформированного 

материала составила 57,1± 2,3 кА/м, что ниже, чем у золя чистого магнетита (MS ∼  

∼ 73,8±3,4 кА/м), однако достаточно для манипулирования в условиях сопротивления кро-

вотоку. Изучены кинетические закономерности высвобождения ферментного препарата 

в фосфатном буфере из нанокомпозитного носителя на основе фукоидана. Для изучения 

кинетики высвобождения фермента методом математического моделирования были ис-

пользованы модели нулевого и первого порядка, модель Корсмейера-Пеппаса, модель 

Хигучи, модель Бейкера-Лонсдейла. Кинетика высвобождения фибринолитического фер-

мента с высокой точностью (r2 = 0.98) описывается уравнением Корсмейера–Пеппаса, где 

на процесс релиза ферментного препарата оказывает влияние диффузия, подчиняющаяся 

закону Фика. Установлено, что модели нулевого и первого порядка применимы только к 

начальному (0-40 мин, где r2 = 0,96) и конечному (80-320 мин, r2 = 0,93) этапу релиза. 

Ключевые слова: фукоидан, магнетит, тканевой активатор плазминогена, наночастицы, нано-
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Magnetically guided biodegradable nanocomposites are a new class of functional materials 
that expand the possibilities of clinical therapy. The paper describes the chemistry of the formation 
of a nanobiocomposite material based on a natural polymer synthesized by electrostatic interaction 
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of a polysaccharide and magnetite in an aqueous medium. The possibility of electrostatic immobi-
lization of a model fibrinolytic enzyme was studied. An increase in the electrochemical potential of 
particles during immobilization of a fibrinolytic enzyme was established by the method of dynamic 
light scattering. The degree of enzyme inclusion was 9.95±0.05 mass%. The average particle size 
of the nanobiocomposite material after immobilization of the enzyme was 264.3 nm. The study of 
the magnetic properties showed the absence of residual magnetization, which makes it possible to 
exclude the possibility of magnetic aggregation when using the biocomposite in a biological appli-
cation. The saturation magnetization of the formed material was 57.1 ± 2.3 kA/m, which is lower 
than that of pure magnetite sol (MS ∼ 73.8 ± 3.4 kA/m), but sufficient for manipulation under 
conditions of resistance to blood flow. The kinetics of the release of an enzyme preparation in a 
phosphate buffer from a nanocomposite carrier based on fucoidan was studied. To study the kinet-
ics of enzyme release by mathematical modeling, zero and first order models, the Korsmeier-Peppas 
model, the Higuchi model, and the Baker-Lonsdale model were used. It has been established that 
the kinetics of fibrinolytic enzyme release is described with high accuracy (r2 = 0.98) by the 
Korsmeier–Peppas equation, where the process of release of the enzyme preparation is influenced 
by diffusion obeying Fick's law. It has been established that zero and first order models are appli-
cable only to the initial (0-40 min, where r2 = 0.96) and final (80-320 min, r2 = 0.93) stage of release. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Самым распространенным тромболитиче-

ским агентом в клинической практике является 

тканевой активатор плазминогена (tPA). tPA явля-

ется представителем второго поколения тромболи-

тиков и одобрен в качестве эффективного средства 

лечения острого ишемического инсульта. Однако 

tPA имеет очень короткий период полураспада в 

кровотоке (всего несколько минут), а высокие кон-

центрации приводят к воздействию на интактный 

фибрин, поэтому стоит проблема увеличения вре-

мени циркуляции этого фермента в крови, в том 

числе за счет применения носителя. На сегодняш-

ний день существуют различные подходы к реше-

нию данной проблемы, например, инкапсуляция 

фермента в липосомы, микросферы поли(лактид-

ко-гликолида) (PLGA) [1] или иммобилизация на 

предварительно подготовленные наночастицы маг-

нетита [2], маггемита [3], никелиевых наностерж-

ней [4], а также методы защиты тканевого актива-

тора плазминогена, направленные на подавление 

его ферментативной активности в кровяном русле 

с предположением его активации при взаимодей-

ствии с тромбином [5]. Но не один из существую-

щих подходов до сих пор не прошел клинические 

испытания, не применяется в клинической прак-

тике и не является эталонным. 

Фукоидан представляет собой сульфатиро-

ванный гетерополисахарид, выделяемый из бурых 

водорослей, основным мономером которого явля-

ется L-фукоза. Известно, что этот биополимер об-

ладает противомикробной [6], противовоспали-

тельной [7], антикоагулянтной [8, 9], противови-

русной [10], иммуномодулирующей [11] активно-

стью и др. Доступность источника фукоидана, ши-

рокий спектр его биологического действия, био-

совместимость, отсутствие токсичности свидетель-

ствуют о возможности получения новых типов 

фармацевтических композиций на его основе. 

Кроме того, фукоидан обладает такой важной осо-

бенностью, позволяющей использовать его в разра-

ботке материалов для борьбы с тромботическими 

явлениями, как способность связываться с P-селек-

тином [12]. P-селектин – это белок молекулярной 

адгезии, суперэкспрессируемый активированными 

тромбоцитами, которые в большом количестве ло-

кализуются в тромбе [13, 14]. Таким образом, фу-

коидан может выступать как тромб-направленный 

вектор при конъюгации с лекарственными веще-

ствами тромболитического действия. С другой сто-
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роны, дополнительная функционализация фукои-

дана наночастицами магнетита позволит создавать 

магнитоуправляемые системы доставки тромболи-

тического агента с целью его локального действия 

и контролируемого биораспределения носителя, 

что может способствовать повышению эффектив-

ности лечения. Кроме того, магнитное поле, ис-

пользуемое для манипулирования такими структу-

рами, способно выполнять роль механического 

триггера и модулировать высвобождение фермент-

ного препарата [15]. Ранее в работе [16] был осу-

ществлен синтез нанобиокомпозитного материала 

фукоидан/магнетит. Однако ковалентная иммоби-

лизация тромболитического агента продемонстри-

ровала низкий показатель включения фермента 

(2,06 ± 0,09 масс.%) и небольшое значение электро-

химического потенциала поверхности частиц, что 

привело к их агрегированию. Поэтому в данной ра-

боте рассматривается создание нанобиокомпозит-

ного носителя на основе фукоидана путем иммоби-

лизации фибринолитического фермента за счет сил 

электростатического взаимодействия. 

В исследовании были использованы био-

композитные наночастицы, полученные путем 

смешения водных растворов фукоидана и магне-

тита (Фук@М) с последующей электростатической 

иммобилизацией фибринолитического фермента. 

Для характеристики образцов был использован ме-

тод фотонной корреляционной спектроскопии и 

метод определения магнитных свойств с помощью 

вибрационного магнитометра. В работе экспери-

ментально изучена способность носителя к за-

грузке тромболитического агента за счет сил элек-

тростатического взаимодействия, а также рассмот-

рена кинетика выпуска ферментного препарата с 

подбором математической модели для ее описания. 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА 

Исходным сырьем для создания нанобио-

композитного носителя явился фукоидан, получен-

ный из бурой водоросли Fucus vesiculosus по мето-

дике [17], с последующей очисткой [18] и ультра-

звуковой деструкцией [19]. Суспензия магнетита 

была получена методом химического осаждения 

ионов Fe2+ и Fe3+ [20] со средним гидродинамиче-

ским диаметром частиц 32,5 ± 9,6 нм и электрохи-

мическим потенциалом +28,54 ± 0,72 мВ. Приго-

товление наночастиц фукоидан/магнетит осуществ-

ляли по методике [16]. Полученные наночастицы 

трижды промывали и вновь ресуспендировали. 

Для иммобилизации в качестве тромболи-

тического агента был выбран тканевой активатор 

плазминогена (Actilyse ® (rtPA), Германия), явля-

ющийся одним из часто используемых в клиниче-

ской практике фибринолитиков непрямого дей-

ствия. Фибринолитический фермент включали пу-

тем электростатического взаимодействия с поверх-

ностью нанобиокомпозитного материала. Для 

оценки скорости релиза фермент-содержащий био-

композитный материал диспергировали в 0,1 М 

фосфатно-солевом буфере рН 7,4 при 37 °С, под-

вергали магнитному осаждению, отбирали пробы и 

ресуспендировали. Отбор проб осуществляли че-

рез заданный интервал в течении 320 мин. В образ-

цах определяли количественное содержание фер-

мента по методу Бредфорда. 

Расчеты кинетических моделей высвобож-

дения были осуществлены с помощью программ-

ного обеспечения KinetDS3.0, а также Microsoft 

Excel и Excel Solver. В качестве математических 

моделей были использованы:  

1) Кинетическая модель нулевого порядка, 

рассчитываемая по формуле (1): 

𝑀𝑡 = k0𝑡,   (1) 

где k0 – константа скорости релиза нулевого по-

рядка; 

2) Кинетическая модель первого порядка, 

рассчитываемая по формуле (2): 

𝑙𝑔
𝑀∞

𝑀∞−𝑀𝑡
= 𝑘1𝑡,  (2) 

где k1 – константа скорости релиза первого по-

рядка, Mt – количество фермента, высвободивше-

гося в момент времени t, M∞ – количество фер-

мента, высвободившегося в результате релиза;  

3) Кинетическая модель Корсмейера-Пеп-

паса, рассчитываемая по формуле [21] (3): 

𝑀𝑡 = 𝑘𝑚𝑡𝑛,   (3) 

где km и n – константы процесса; 

4) Кинетическая модель Хигучи, рассчиты-

ваемая по формуле [21] (4): 

𝑀𝑡 = 𝑘h√𝑡,   (4) 

где kh – константа растворения Хигучи; 

5) Кинетическая модель Бейкера-Лонс-

дейла [22] (5): 

3

2
(1 − (

𝑀𝑡

𝑀∞
)

2

3
) −  

𝑀𝑡

𝑀∞
= 𝑘𝑏𝑡,          (5) 

где kb – константа скорости релиза. 

Значение гидродинамического диаметра и 

электрохимического потенциала образцов опреде-

ляли методом динамического рассеяния света 

(ДРС) с помощью анализатора Photocor Compact Z 

(ООО «Фотокор», Россия). Размер загруженных 

носителей был также оценен с помощью сканиру-

ющего электронного микроскопа Scanning system 

Tescan Vega 3 (Чехия). Намагниченность готового 
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композита с иммобилизированным ферментом изме-

рялась в диапазоне приложенного поля 0-4500 кА/м 

с использованием вибрационного магнитометра 

Lake Shore Cryotronics VSM 7410-S (LakeShore 

Cryotronic, США).  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

В идеале, носитель tPA должен характери-

зоваться узким распределением частиц по разме-

рам, способствовать пролонгированному высво-

бождению фермента в рамках терапевтического 

окна, а также обеспечивать нацеливание на сгусток 

и предотвращать возможные побочные эффекты. 

При этом разработанные ранее Kempe H. с соавто-

рами [2] пегилированные магнитные наночастицы 

для конъюгации с tPA имели размер от 200 до 365 нм. 

Функционализация фукоидана наночастицами маг-

нетита позволяет сформировать частицы размером 

94,4 ± 24,3 нм [16]. Вероятно, что формирование 

биокомпозитного материала основано на следую-

щих процессах. При смешивании раствора фукои-

дана и водного золя магнетита осуществляется ад-

сорбция наночастиц Fe3O4 на молекулах полисаха-

рида, вследствие большего размера частиц послед-

него. Известно, что полимеры, содержащие гид-

роксильные и ионогенные группы кислотного  ха-

рактера могут взаимодействовать с магнетитом по-

средством лигандного обмена, водородной связи и 

электростатического взаимодействия [23, 24]. От-

рицательное значение дзета-потенциала раствора 

фукоидана (–9,83 ± 0,16мВ) указывает на наличие 

в структуре депротонированных -SO3H групп. 

Вследствие протонирования гидроксильных групп 

на поверхности наночастиц Fe3O4 [25, 26], электро-

химический потенциал золя магнетита составляет 

+28,54 ± 0,72 мВ, что подтверждает возможность 

электростатического взаимодействия наночастиц с 

полисахаридом. В результате модификации фукои-

дана наночастицами Fe3O4 изменяется величина 

поверхностной плотности заряда полисахарида, 

что указывает на взаимодействие фукоидан-магне-

тит. Полученный биокомпозитный материал хо-

рошо диспергируется по двум возможным причи-

нам. Во-первых, благодаря эффекту электростери-

ческой стабилизации за счет присутствия поли-

электролита, и, во-вторых, за счет наночастиц маг-

нетита, выступающих как катионный стабилизатор 

для отрицательно заряженного фукоидана со сни-

жением межфазной энергии посредством комплек-

сообразования [27].  

Иммобилизация фибринолитического фер-

мента на носителе осуществлялась за счет электро-

статического взаимодействия. Тканевой активатор 

плазминогена – глобулярный белок с молекуляр-

ной массой 72 кДа и электрохимическим потенциа-

лом –9,7 мВ [28]. Максимальная загрузка фермента 

на носителе Фук@М составила 9,95 ±0,05 масс.% 

(398 ед/мг). Количество загруженного фермента 

определяли методом Бредфорда. Наблюдаемый 

дзета-потенциал частиц композитного материала 

после загрузки фермента составил –8,68 ± 0,18 мВ. 

Электростатическое отталкивание отрицательно 

заряженной поверхности полученных нанокомпо-

зитов, содержащих фермент, и отрицательно заря-

женной поверхности клеток крови позволит избе-

жать агрегации с кровяными тельцами и исклю-

чить их клеточное поглощение [29]. Размер частиц 

Фук@М, содержащих фермент, был оценен с по-

мощью метода ДРС и составил 264,3 нм. СЭМ-

изображение биокомпозитного материала с иммо-

билизованным ферментом представлено на рис. 1. 

 

 
Рис. 1. СЭМ-изображение биокомпозитного материала 

Fig. 1. SEM-image of biocomposite material 

 

Известно, что частицы до 320 нм, содержа-

щие tPA, способны проникать в пористую струк-

туру фибриновых сгустков и доставлять фермент 

внутрь тромба, что позволяет ускорить тромбо-

лизис [1, 30].  

Исследование высвобождения фермента in 

vitro из наночастиц биокомпозитного материала 

Фук@М в 0,1 М фосфатно-солевом буфере (ФСБ) 

pH 7?4 при 37 ± 0,5 С показало наличие берст-эф-

фекта, то есть сильное начальное высвобождение, 

при котором 54,5% фермента высвобождалось че-

рез 40 мин (рис. 1). После этого релиз замедляется, 

и оставшийся фермент высвобождался в течение 

следующих 280 мин. Берст-эффект, при использо-
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вании полисахаридных носителей, может быть свя-

зан с ионным обменом в растворе [31]. Быстрое 

начальное высвобождение (более 50%) необхо-

димо для лизиса сформированных тромбов, а по-

следующее, более медленное, способствует 

предотвращению образования в заданном месте 

новых сгустков [32].  

Высвобождение фермента из матрицы, а 

также структура и свойства получаемых продуктов 

зависят от ряда факторов, в том числе, от взаимо-

действия полиэлектролит-белок на которое влияет 

жесткость полимерной макромолекулярной цепи, 

природа ионных групп и т.д.[33] Поэтому к полу-

ченным экспериментальным данным по высвобож-

дению фибринолитического фермента из нанобио-

композитного носителя были подобраны наиболее 

часто применяемые модели аппроксимации, пред-

полагающие, что в основе процесса релиза лежит 

только диффузия и/или растворение включенного 

терапевтического агента. При подборе модели мо-

гут быть использованы различные критерии, но 

наиболее распространенным подходом является 

применение коэффициента корреляции (r2). По-

этому для более точного установления модельного 

уравнения был использован именно коэффициент 

r2. Результаты обработки экспериментальных дан-

ных с помощью математических моделей пред-

ставлены в таблице.  

Из полученных результатов видно, что ки-

нетические модели нулевого и первого порядка 

имеют низкие значения коэффициента корреляции, 

поэтому малоприменимы ко всему периоду вы-

пуска фермента. Так для модели нулевого порядка 

(r2 = 0,75) характерно высвобождение одинакового 

количества ЛВ в единицу времени [21], в то время 

как на протяжении всего периода высвобождения 

наблюдается непостоянная скорость перехода 

фермента в раствор. Для модели первого порядка 

(r2 = 0,89) характерно снижение количества высво-

бождаемого лекарственного вещества в единицу 

времени [35], что также не соответствует виду по-

лучаемой зависимости. Поэтому данные модели 

можно применить только к некоторым этапам ре-

лиза, например, кинетическая модель нулевого по-

рядка применима к начальному этапу релиза (с 0 мин 

по 40 мин), где уравнение аппроксимации имеет 

вид Mt = 1,66t, где r2 = 0,96, а кинетическая модель 

первого порядка – к завершающему этапу высво-

бождения (с 80 мин по 320 мин), где уравнение ап-

проксимации имеет вид lgM∞/(M∞-Mt) = 0,041t, 

где r2 = 0,93. 

Также была применена модель экспоненци-

альной аппроксимации, выражаемая уравнением 

Корсмейера-Пеппас (рис. 2). Это уравнение можно 

использовать для описания контролируемого вы-

свобождения лекарственного средства из матриц 

различной геометрии, включая сферические ча-

стицы [36]. 

 
Таблица 

Кинетические параметры высвобождения фибрино-

литического фермента из нанобиокомпозитного но-

сителя Фук@М 

Table. Kinetic parameters of fibrinolytic enzyme release 

from Fuc@M nanobiocomposite carrier 

Наименование  

модели 

Пара-

метры (r2) 
Характеристика модели 

Кинетическая  

модель нулевого 

порядка 

0,75 
Диффузионный процесс  

[21] 

Кинетическая  

модель первого 

порядка 

0,89 

Высвобождение водо-

растворимых веществ из 

пористой матрицы пу-

тем диффузии [34] 

Модель Корсмей-

ера-Пеппаса 

(Korsmeyer – 

Peppas) 

0,98 

Учитывает диффузию 

растворителя в матрицу 

и лекарственного веще-

ства (ЛВ) из матрицы, 

применима при модифи-

цированном высвобож-

дении [22] 

Модель Хигучи 

(Higuchi) 
0,95 

Диффузионный процесс 

по первому закону Фика 

[21] 

Модель Бейкера-

Лонсдейла (Baker-

Lonsdale) 

0,93 

Применима к описанию 

высвобождения из сфе-

рических матриц [21] 

 

 
Рис. 2. Применение модели Корсмейера-Пеппаса к релизу 

фибринолитического фермента, где 1– экспериментальные 

данные, 2 – данные аппроксимации (Mt=1,92t0,26, r2 = 0,98) 

Fig. 2. Application of the Korsmeyer – Peppas model to the re-

lease of fibrinolytic enzyme:  1 – experimental data, 2 – approxi-

mation data (Mt=1.92t0.26, r2 = 0.98) 
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Наблюдаемые данные хорошо соответ-

ствуют уравнению Корсмейера-Пеппас со значе-

нием n = 0,26 и r2 = 0,98. В этой модели значение n 

характеризует механизм высвобождения лекар-

ственного вещества. При значении n ≤ 0,45 высво-

бождение ЛВ соответствует диффузии по закону 

Фика, при 0,45 < n < 0,89 характеризуется нефиков-

ской или аномальной диффузией, при n = 0,89 Case 

II-транспорт или релаксационный перенос в ре-

зультате деградации матрицы, при n > 0,89 Super Case 

II-транспорт [22, 34]. Полученное значение n <0,45, 

что свидетельствует о высвобождении фермента в 

соответствии с законом диффузии Фика. Постоян-

ная k характеризует наноноситель, например пред-

ставляет информацию о его структурных характери-

стиках [37], также высокое значение k (1,92 min–1) 

указывает на быстрое высвобождение фермента. 

Для осуществления манипулирования на-

ночастицами в условиях сопротивления скорости 

кровотока, контроля их биораспределения и кон-

центрирования в заданном месте [38, 39] необхо-

димо исследовать отклик полученного биокомпо-

зита на градиент магнитного поля и отсутствие 

остаточной намагниченности для предотвращения 

тромбоза от магнитно-агрегированных наночастиц 

[39, 40].  

 

 
Рис 3. Кривая намагничивания наночастиц Фук@М, содержа-

щих фибринолитический фермент 

Fig. 3. Magnetization curve of Fuс@M nanoparticles containing 

fibrinolytic enzyme 

 

Кривые образцов указывают на суперпара-

магнитное поведение с отсутствием гистерезиса и 

остаточной намагниченности (рис. 3). Намагничен-

ность насыщения образца имела значение 47,7 ±  

± 1,9 кА/м при 25 °C, что меньше намагниченности 

образца золя исходного магнетита (MS ∼ 73,8 ±  

± 3,4 кА/м).  

Снижение значения намагниченности насы-

щения часто наблюдается при внедрении наночастиц 

в немагнитную полимерную матрицу [39], которое 

увеличивается с ростом содержания Fe3O4 в компо-

зитах [41]. Поэтому снижение значения намагни-

ченности насыщения может быть связано с нали-

чием оболочки фермент/полисахарид, как немаг-

нитной полимерной матрицы [42], несмотря на 

больший размер частиц по сравнению с наночасти-

цами магнетита, а также возможными поверхност-

ными эффектами, приводящими к окислению маг-

нетита [34, 35]. Однако этого значения достаточно 

для их манипулирования в организме [39].  

ВЫВОДЫ 

Таким образом, осуществлена электроста-

тическая иммобилизация фибринолитического фер-

мента с формированием биокомпозитного носителя 

на основе фукоидана. Средний гидродинамиче-

ский диаметр и намагниченность насыщения за-

груженных ферментом частиц нанобиокомпозита 

составили 264,3 нм и 57,1 ± 2,3 кА/м, соответ-

ственно. Использование математического модели-

рования показало, что лучшей моделью для описа-

ния кинетики выпуска фермента является уравне-

ние Корсмейера-Пеппаса, где на процесс релиза 

ферментного препарата оказывает влияние диффу-

зия, подчиняющаяся закону Фика. 
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