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Разработка новых форм антибактериальных 
препаратов для профилактики и лечения осо-
бо опасных инфекционных болезней, в том 

числе сибирской язвы, остается актуальным на-
правлением исследований. По данным ВОЗ, Рос-
сийская Федерация относится к странам со спо-
радической заболеваемостью сибирской язвой, 
однако она граничит с эндемичными по сибирской 
язве территориями, такими как Грузия, Казахстан, 
Монголия и Китай [1].

Одним из наиболее перспективных путей повыше-
ния эффективности препаратов для экстренной про-
филактики и лечения инфекционных болезней на со-
временном этапе является внедрение в медицинскую 

практику новых лекарственных форм, созданных на 
основе протеомных, постгеномных и нанотехнологий. 
Анализ литературных данных позволяет заключить, 
что применение наноразмерных форм антибиотиков 
значительно увеличивает эффективность лечения ин-
фекционных болезней по сравнению со свободными 
формами [2]. 

В настоящее время одним из наиболее перспек-
тивных материалов для создания наноразмерных ле-
карственных форм является хитозан – биосовмести-
мый, биодеградируемый, мукоадгезивный полимер. 
В зависимости от молекулярной массы и степени мо-
дификации полимера разными заместителями воз-
можно получение наночастиц с заданными свойства-
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НЧХ	 –	наночастицы хитозана 
НЧХГ	–	наночастицы глюкозил-хитозана 

НЧХМ	–	наночастицы маннозил-хитозана 
ТПФ	 –	триполифосфат натрия
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ми, в том числе определенным размером и зарядом. 
В наночастицы на основе хитозана и его производных 
могут быть иммобилизированы витамины, противо-
опухолевые, антибиотики и биополимеры (белки, 
пептиды и нуклеиновые кислоты) [3, 4]. Более того, 
показана принципиальная возможность преодоления 
биологически активных веществ гематоэнцефаличе-
ского и других биологических барьеров в составе на-
ноконтейнеров на основе хитозана [5–9].

Широкое использование хитозана в качестве ос-
новы для создания наноразмерных лекарственных 
форм связано, в том числе, с наличием реакционно-
способных гидроксо- и аминогрупп, что позволяет 
получать большой спектр его производных. Коллек-
ция химических методов, которые можно использо-
вать для присоединения синтетических групп к хи-
тозану, значительно расширилась в последние годы. 
Каждый из этих подходов позволяет решать задачи, 
связанные с реализацией тонкой настройки физико-
химических свойств наночастиц хитозана и иммоби-
лизацией молекулярных векторов для адресной до-
ставки лекарственных веществ.

Значительным потенциалом для создания средств 
направленного транспорта обладают гликозилиро-
ванные производные хитозана. Из доступных литера-
турных источников известно о высокой аффинности к 
тканям легких микроконтейнеров, модифицированных 
α-D-маннозой [10]; наблюдаемая тропность, вероят-
но, связана с активным захватом микрочастиц альве-
олярными макрофагами [11, 12]. На основе галактози-
лированных производных хитозана была разработана 
система доставки доксорубицина в печень [13, 14].

Цель работы  – исследование противомикробной 
активности ципрофлоксацина в составе наночастиц 
на основе гликозилированных производных хито-
зана в отношении Bacillus (B.) anthracis, B. subtilis, 
B. cereus, Escherichia (E.) coli, Proteus (P.) vulgaris и 
Staphylococcus (S.) aureus.

Материал и методы. В ходе проведения ра-
боты были использованы реактивы «Sigma-Aldrich» 
США: триполифосфат натрия (ТПФ), хитозан низкой 
(50–190  кДа) и средней молекулярной массы (190–
310  кДа), октановая кислота (ОК), ципрофлоксацин, 
уксусная кислота, ацетонитрил, натрия дигидрофос-
фат, глюкоза, манноза, натрия цианборгидрид, этанол, 
вода I типа по ASTM (Direct-Q 3 UV, «Millipore», США).

Синтез производных хитозана, содержащих угле-
водные фрагменты маннозы и глюкозы, осуществля-
ли методом восстановительного алкилирования [15]. 

Включение ципрофлоксацина в наночастицы хи-
тозана проводили методом ионной кросс-сшивки [4]. 
В  работе использовались препараты наночастиц, по-
лученные с использованием хитозана (НЧХ), манно-
зил-хитозана (НЧХМ) и глюкозил-хитозана (НЧХГ). Рас-
твор хитозана или его производного (4 мг/мл, рН 4,6) 
в 0,5  % уксусной кислоте фильтровали через фильтр 
«Millipore», диаметр пор 200 нм. В раствор хитозана по 
каплям вносили растворы ципрофлоксацина, триполи-
фосфата натрия и октановой кислоты при перемешива-
нии на диспергаторе при 2500 об/мин в течение 30 мин 
(Ultra-Turrax «IKA», Германия). Полученную взвесь цен-
трифугировали при 10000 об/мин в течение 5 мин при 
температуре 4 ºС и дважды промывали водой. Препа-
рат хранили при температуре 2–8 °С. Для получения на-
ночастиц, не содержащих антибиотик, вместо раство-
ра ципрофлоксацина использовали воду.

Профиль высвобождения ципрофлоксацина из на-
ночастиц хитозана in vitro получали методом диализа. 
Для этого 1 мл свежеполученного препарата вносили 
в диализный мешок с размером пор 12–14 кДа и ши-

риной 10 мм, который переносили в стакан со 100 мл 
0,02 М фосфатно-солевого буфера, рН раствора 7,2. 
Раствор с диализным мешком оставляли при посто-
янной температуре и скорости перемешивания на 
магнитной мешалке (50 об/мин, 37±1 ºС). График за-
висимости процентной доли высвобожденного анти-
биотика во времени строили на основании данных о 
содержании антибиотика в аликвотах фосфатно-со-
левого буфера.

Количественное определение концентрации анти-
биотика проводили методом обращенно-фазовой вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии. В каче-
стве стандарта использовали калибровочные растворы 
ципрофлоксацина. Для каждого образца проводили не 
менее пяти измерений. Расчет эффективности включе-
ния антибиотика проводили согласно формуле

ЭВ = 100 – ________ × 100 %,
С(своб)

С(исх)

где ЭВ – эффективность включения, %;  С(исх) – общее 
содержание ципрофлоксацина в исходном растворе, 
мкг/мл;  С(своб) – содержание ципрофлоксацина в су-
пернатанте, мкг/мл.

Средний размер и морфологию наночастиц изу- 
чали методом сканирующей зондовой микроскопии 
(EVO LS 10, «Carl Zeiss», Германия). Оценку гомоген-
ности препаратов проводили методом проточной ци-
тометрии («Attune», «Applied Biosystems», США).

Для исследования противомикробной активно-
сти препаратов наночастиц хитозана использовались 
штаммы возбудителя сибирской язвы B. anthracis 
(вирулентные 81/1, 1368, 1370 и вакцинные СТИ, 
228/8), штаммы близкородственных бацилл рода Ba-
cillus (B.  cereus 104, B. subtilis 36), а также штаммы 
S. aureus ATCC 25923, P. vulgaris НХ-19 и E. coli ATCC 
25922.

Чувствительность вышеуказанных штаммов к ис-
следуемым препаратам определяли методом серий-
ных разведений препаратов в плотной питательной 
среде [16]. Для определения использовали типичные 
16–18-часовые агаровые культуры, после чего из вы-
росших колоний готовили взвесь микробов в физио-
логическом растворе хлорида натрия (плотность 
инокулюма 0,5 единицы стандарта МакФарланда). 
С  помощью штамма-репликатора суспензию нано-
сили небольшими каплями на агаровые пластинки 
с разными концентрациями изучаемых препаратов, 
начиная с чашек с минимальной концентрацией анти-
биотика (посевная доза 1×106 – 5×106 микробных кле-
ток). Инкубацию посевов проводили при температуре 
37 °С в течение 24 ч. Интенсивность роста микроорга-
низмов оценивали согласно методическим рекомен-
дациям [17]: ++++ обильный рост сливающихся коло-
ний; +++ массивный рост изолированных колоний; ++ 
умеренный рост множества сосчитываемых колоний; 
+ скудный рост единичных колоний;  – полное отсут-
ствие роста.

Обработку и статистический анализ данных про-
водили с использованием языка R (версия 4.0.2) [18] 
с пакетами dplyr [19], ggplot2 [20] и ggsci [21]. Количе-
ственные показатели представлены в виде среднего 
значения ± стандартное отклонение. Оценка группо-
вых отличий проводилась с использованием точного 
теста Фишера, анализ связи между номинативными 
признаками осуществляли с помощью критерия τ-β 
Кендалла, взаимосвязь двух количественных пере-
менных определялась с использованием коэффи-
циента корреляции Пирсона. Критическим уровнем 
статистической значимости различий установлено 
значение p<0,05.
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Результаты и обсуждение. Модель-
ные препараты наночастиц хитозана с 
ципрофлоксацином получали при соот-
ношении ТПФ/хитозан от 0,6 до 1,6; при 
меньшем соотношении не происходит фор-
мирования частиц, тогда как при большем 
образуются макроскопические частицы.

В ходе получения наночастиц хитозана 
с включенным ципрофлоксацином мето-
дом ионной кросс-сшивки ТПФ было об-
наружено, что эффективность включения 
антибиотика зависит от молекулярной 
массы хитозана и возрастает с ее увели-
чением. Так, для хитозана с низкой моле-
кулярной массой эффективность включе-
ния составила 0,66–3,52  %, тогда как для 
хитозана со средней молекулярной мас-
сой – 1,17–9,18 %. Для дальнейшего повы-
шения эффективности включения ципроф-
локсацина в качестве ион-парного агента 
было предложено использовать октановую 
кислоту. Установлено, что при концентра-
ции октановой кислоты в растворе 10 мг/
мл эффективность включения варьирует в 
пределах 3,44–50,76  %, а при увеличении 
ее концентрации до 20 мг/мл эффектив-
ность возрастает до 28,27–77,44 %. В ходе 
определения оптимальной концентрации 
антибиотика в реакционной смеси было 
установлено, что максимальная эффектив-
ность включения (80,16±0,50 %) достигает-
ся при концентрации в реакционной смеси 
ципрофлоксацина 0,6 мг/мл. При больших 
концентрациях антибиотика наблюдает-
ся падение эффективности включения. 
Анализ сорбционной емкости наночастиц 
показал, что максимальное насыщение 
наночастиц хитозана ципрофлоксацином 
наблюдается при концентрации антибио-
тика ≥ 0,6 мг/мл.

Готовые препараты хитозановых нано-
частиц, полученные путем ионной кросс-
сшивки, представляли собой бесцветные 
растворы со слабой опалесценцией. Уста-
новлено, что средний размер частиц дис-
персий составляет 262±56 нм. Кроме того, 
частицы в готовых препаратах образуют 
временные ассоциаты размером до 1 мкм. 
Анализ прямого и бокового светорассея-
ния показал, что наночастицы в образцах формируют 
одну субпопуляцию со сходными морфологическими 
свойствами.

Одним из главных параметров препарата явля-
ется профиль высвобождения включенного в нано-
частицы активного соединения. Согласно данным, 
полученным в ходе экспериментов по диализу дис-
персий, высвобождение антибиотика из наночастиц 
в диализирующий буфер происходит неравномерно: 
50  % включенного в наночастицы ципрофлоксацина 
высвобождается в течение первых 2 ч, по истечении 
24 ч – более 90 % включенного антибиотика.

Кинетика высвобождения ципрофлоксацина из 
полимерной матрицы хитозана хорошо согласуется 
с кинетикой первого порядка (квадрат коэффициента 
корреляции Пирсона R2 0,992). Полученные данные 
позволяют предположить, что основной вклад в меха-
низм высвобождения антибиотика вносят диффузия 
и набухание полимерной матрицы хитозана.

Установлено, что наночастицы хитозана, содер-
жащие ципрофлоксацин, обладают дозозависимым 

ингибирующим действием на уровне свободного ци-
профлоксацина (рис. 1). Значительное подавление 
роста при всех исследуемых концентрациях антибио-
тика наблюдалось в отношении B. anthracis 81/1, СТИ 
и 228/8, B. cereus, E. coli и P. vulgaris, тогда как для 
B.  anthracis 1368 и 1370 ингибирование было отме-
чено при 30–100 мкг/л. Подавление роста S. aureus 
и B. subtilis наблюдалось лишь при концентрации ци-
профлоксацина в среде 100 мкг/л.

При определении чувствительности штаммов к 
исследуемым препаратам было отмечено, что нано-
частицы хитозана, не содержащие антибиотик, обла-
дают активностью в отношении B. anthracis, B. cereus, 
E.  coli и P. vulgaris, сопоставимой со свободным и 
инкапсулированным ципрофлоксацином, а в случае 
E.  coli была показана значительно меньшая актив-
ность (рис. 2). В отношении B. subtilis и S. aureus по-
давление роста наблюдалось при концентрациях от 
15 мкг/л.

Данные сравнения частот наблюдаемых уровней 
антибактериальной активности ципрофлоксацина в 

Рис. 1. Антибактериальная активность наночастиц хитозана,  
содержащих ципрофлоксацин

Рис. 2. Антибактериальная активность наночастиц хитозана,  
не содержащих ципрофлоксацин
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составе наночастиц хитозана и свободного антибио-
тика показывают отсутствие статистически значимых 
различий по частотам, а высокие значения τ Кендал-
ла (>0,70) указывают на наличие прямой высокой 
корреляции (табл.). Отсутствие значимых различий 
и наличие прямой сильной корреляции между анти-
бактериальной активностью свободного ципрофлок-
сацина и в составе наночастиц хитозана позволяет 
заключить, что значительного изменения активности 
антибиотика при включении в наночастицы хитозана 
не происходит. Частицы хитозана, не содержащие 
ципрофлоксацин, обладают значимыми отличиями в 
частотах и меньшей прямой корреляционной связью 
(<0,70) по сравнению со свободным ципрофлоксаци-
ном. Исходя из полученных результатов, можно за-
ключить, что, несмотря на антибактериальную актив-
ностью наночастиц хитозана, решающим фактором, 
определяющим спектр активности, является наличие 
антибиотика в составе наночастиц.

Таблица
Сравнительный анализ результатов определения 

антибактериальной активности наночастиц 
хитозана и ципрофлоксацина

Группы сравнения
Точный тест 
Фишера τ-β Кендалла

р τ р
Ципр/Ципр-НЧХ ns 0,876 ***
Ципр/Ципр-НЧХМ ns 0,804 ***
Ципр/Ципр-НЧХГ ns 0,859 ***
Ципр/НЧХ ** 0,615 ***
Ципр/НЧХМ * 0,669 ***
Ципр/НЧХГ * 0,683 ***
Ципр-НЧХ/Ципр-НЧХМ ns 0,866 ***
Ципр-НЧХ/Ципр-НЧХГ ns 0,923 ***
Ципр-НЧХМ/Ципр-НЧХГ ns 0,874 ***

Примечание. Уровни статистической значимости: ns  – 
р≥0,05; * – р<0,05; ** – р<0,01; *** – р<0,001.

Тип производного хитозана не оказал значитель-
ного влияния на антимикробную активность ципро- 
флоксацина в составе наночастиц; попарное сравни-
вание препаратов на основе хитозана, маннозил- и 
глюкозил-хитозана показало отсутствие статистиче-
ски значимого различия по частотам и высокую пря-
мую корреляционную связь (>0,85).

Заключение. Полученные данные демонстри-
руют возможность применения технологии ионной 
кросс-сшивки с ион-парным агентом для получения 
новых лекарственных форм антибиотиков, включен-
ных в наночастицы хитозана. В ходе работы была ис-
следована противомикробная активность свободных 
наночастиц хитозана и частиц, содержащих ципро- 
флоксацин, в отношении грамположительных и гра-
мотрицательных бактерий. 

Было показано, что ципрофлоксацин в составе на-
ночастиц на основе хитозана и его гликозилированных 
производных обладает антимикробной активностью, 
сопоставимой с активностью свободного антибиоти-
ка. В большинстве случаев наночастицы, полученные 
с использованием разных производных хитозана, по-
казали сходную антимикробную активность. Вероят-
но, решающую роль в ингибировании роста бактерий 
играют физико-химические особенности наночастиц, 
такие как размер и поверхностный заряд. Кроме того, 
была отмечена антимикробная активность наночастиц 
хитозана, не содержащих ципрофлоксацин, в отно-
шении B. subtilis и S. aureus на фоне относительно не-
большой антибактериальной активности ципрофлок-
сацина в отношении указанных микроорганизмов.

Результаты свидетельствуют о возможности при-
менения производных хитозана, алкилированных 
углеводными остатками моносахаридов, для полу-
чения новых наноразмерных форм ципрофлоксацина 
без существенного изменения антибактериальной 
активности антибиотика, в том числе для реализации 
стратегии направленного транспорта лекарственных 
препаратов.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов. 
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Исследована медицинская документация 320 славян, армян, ногайцев, карачаевцев, туркменов (46,9  % муж-
чин и 53,1 % женщин, 18–55 лет) с депрессивным расстройством. Фармакотерапия была наиболее эффективна у  
армян, менее эффективна (по убывающей) у карачаевцев, ногайцев, туркменов, славян. Побочные реакции чаще 


