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Принятые в тексте обозначения и понятия 

БСА – бычий сывороточный альбумин;  

ГА – глутаровый альдегид; 

ДАК – диальдегид крахмала;  

ДМСО – N,N-диметилсульфоксид;  

ДМФА – N,N-диметилформамид; 

ДСК – дифференциальная сканирующая калориметрия;  

КМЦ – карбоксиметилцеллюлоза; 

НЖМФ – незамерзшая жидкая микрофаза.  

ПВС – поливиниловый спирт;  

СЭМ – сканирующая электронная микроскопия;  

ТМЭД – N,N,N’,N’-тетраметилэтилендиамин; 

Трп – L-триптофан;  

ФШ – фиброин шелка; 

Цис – L-цистеин; 

ЧСА – сывороточный альбумин человека; 

ЭДК – 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимид; 

Vэл – объем элюата.  

 

 

Неглубоко замороженные системы – закристаллизованные системы, где еще сохраня-

ется определенная доля невымороженного растворителя, т.е. существует НЖМФ; обыч-

но – это область температур не ниже, чем несколько десятков градусов от точки кри-

сталлизации чистого растворителя. 
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ГЛАВА I. ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы:  

Основной белок сыворотки крови, альбумин (в частности, бычий сывороточный 

альбумин, или БСА) может служить удобным объектом для получения на его основе 

макропористых криогелей биомедицинского назначения, однако криотропное гелеобра-

зование с участием данного белка пока в недостаточной мере изучено. Первые работы, 

посвященные БСА-криогелям, сшитым с помощью глутарового альдегида, появились 

лишь в середине 1980-х годов [25-30], носили строго прикладной характер и не были 

направлены на изучение закономерностей, управляющих свойствами и структурой по-

лученных материалов. За последующие годы были синтезированы и охарактеризованы 

криогели на основе альбумина, сшитого совместным действием фермента и альдегида 

[9]. Ранее в нашей лаборатории была показана возможность формирования ковалентных 

альбуминовых криогелей принципиально иным способом, не задействуя кросс-агент, 

путем замораживания/оттаивания систем «вода + БСА + низкомолекулярный восстано-

витель + денатурирующий агент». Потенциальное практическое применении таких пол-

ностью биосовметимых материалов в медицине требует более детального изучения за-

висимости их эксплуатационных характеристик от различных параметров процесса по-

лучения.  

Криотропное гелеобразование в системах белок+карбодиимид, обеспечивающий 

сшивку «нулевой длины», также позволяет формировать широкопористые криогели, 

пространственная сетка которых не включает фрагментов небелковой природы [3, 53]. В 

литературе не имеется упоминаний об использовании данного подхода к синтезу мате-

риалов на основе сывороточного альбумина, в связи с чем к задачам настоящего иссле-

дования относилось получение и исследование свойств и структуры данных криогелей.  

Исследования особенностей гелеобразования БСА в умеренно замороженных сис-

темах двух вышеописанных типов дает возможность оценить влияние различных его 

параметров на эффективность встраивания белка в гелевую сетку образующихся альбу-

миновых криогелей, получить информацию о некоторых особенностях процесса форми-

рования узлов пространственной сетки, а также определить различные физико-

химические характеристики исследуемых материалов. 

В литературе имеется описание белковых криоструктуратов, полученных замора-

живанием/лиофильной сушкой плазмы крови с поледующей химической фиксацией 
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суммарного белка в среде его нерастворителя с помощью глутарового альдегида [58, 

59]. Представляло интерес применить данную методику для формирования криострук-

туратов на основе чистого сывороточного альбумина, сшитого с помощью карбодиими-

да, аналогичного тому, что применен при синтезе ранее указанных БСА-криогелей. До 

настоящего исследования в литературе также не имеется примеров сравнительной оцен-

ки свойств белковых криогелей и криосруктуратов, полученных из эквиконцентриро-

ванных реакционных систем, содержащих одинаковые предшественники, но с помощью 

различных методов. Таким образом, сопоставление БСА-криогелей и криоструктуратов, 

сшитых с помощью карбодиимида, представляло возможность определить, каким обра-

зом на свойства ширкопористых криоструктурированных систем влияет способ их по-

лучения. Ответы на эти вопросы определяли актуальность исследований, представляю-

щих предмет данной диссертационной работы.  

Целью работы являлось изучение свойств ковалентно сшитых криогелей и крио-

структуратов на основе сывороточного альбумина, пространственная гелевая сетка ко-

торых не содержала включений, привнесенных извне действием на белок кросс-агента; 

изучение особенностей структуры полученных белковых материалов, их физико-

химических свойств, а также оценка их применимости для ряда биомедицинских прак-

тических приложений.  

Научная новизна. Установлена природа узлов, стабилизирующих гелевую сетку 

альбуминовых криогелей, полученных криогенной обработкой водных растворов «сы-

вороточный альбумин + цистеин + мочевина»; установлены закономерности между эф-

фективностью протекания критропного гелеобразования, физико-химическими свойст-

вами, микроструктурой БСА-криогелей и условиями их формирования.  

Впервые получены и охарактеризованы широкопористые БСА-криоструктураты 

методом замораживания/лиофильной сушки водных растворов белка с последующей 

химической сшивкой БСА в среде его нерастворителя с помощью карбодиимида.  

Продемонстрировано, что исходной гелеобразующей системой для формирования 

БСА-криогелей и криоструктуратов может служить цельная плазма или сыворотка кро-

ви.  

Исследования подобного рода ранее не проводились, что подтверждается отсут-

ствием в доступной научной литературе какой-либо информации, относящейся к данно-

му направлению химии высокомолекулярных соединений. 
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Практическая значимость. Продемонстрировано применение полученных аль-

буминовых криогелей в качестве основы биодеградируемых депо-форм различных ан-

тибиотиков и других антибактериальных агентов для химиотерапии инфицированных 

ран; показана принципиальная возможность использования губчатых БСА-криогелей в 

качестве сорбентов биологически активных веществ; метод формирования БСА-

криоструктуратов, включающая замораживание/лиофилизацию замороженных раство-

ров белка с последующей ковалентной сшивкой образованных пористых структуратов, 

может быть применен для получения широкопористых биокатализаторов, содержащих 

иммобилизованный фермент.  

Публикации. Основные результаты диссертации изложены в 8 печатных работах: 

2 статьях в научных журналах, включенных в перечень ВАК, и 6 тезисах докладов.  

Апробация работы. Основные результаты диссертационной работы были пред-

ставлены на следующих конференциях: конференция-аттестация ИНЭОС РАН «Вес-

нянка» (2014, 2015 и 2016); Международная научная конференция «Chemistry of 

Organoelement Compounds and Polymers» (Москва, 2014); VIII Международный конгресс 

«Биотехнология: состояние и перспективы развития» (Москва, 2015); II Международная 

школа-конференция студентов, аспирантов и молодых ученых «Материалы и техноло-

гии XXI века» (Казань, 2016); X Конкурс Проектов Молодых Ученых в рамках выставки 

«ХИМИЯ-2016» (Москва, 2016); XVI Международная научно-техническая конференция 

«Наукоемкие химические технологии-2016» с элементами школы молодых ученых (Мо-

сква, 2016); Международная научная конференция «EMN Meeting on Hydrogel Materials» 

(Сингапур, 2016); Международная научно-практическая конференция «Биотехнология в 

комплексном развитии регионов» (Москва, 2016); VI Всероссийская конференция для 

молодых ученых с международным участием «Макромолекулярные нанообъекты и по-

лимерные нанокомпозиты» (Химки, 2016).  

Работа выполнена в соответствии с основными направлениями исследований Ла-

боратории криохимии (био)полимеров ИНЭОС РАН при частичной финансовой под-

держке проекта «Разработка экспериментальных образцов новых широкопористых но-

сителей-подложек и микросфер на основе криогелей из синтетических и природных по-

лимеров для клеточных технологий и регенеративной медицины» программы Прези-

диума РАН «Фундаментальные исследования для разработки биомедицинских техноло-

гий на 2014-2016 гг.»; проекта № 16-13-10365 РНФ «Криохимические подходы к созда-

http://www.macro-nano.ac.ru/
http://www.macro-nano.ac.ru/
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нию новых гибридных наносистем и наноструктур для направленной доставки лекарст-

венных веществ».  

Объем и структура диссертации. Диссертационная работа изложена на 156 

страницах машинописного текста и включает в себя введение, обзор литературы, обсу-

ждение результатов, экспериментальную часть, выводы, список цитируемой литературы 

из 202 ссылок, а также приложения. Работа содержит 12 таблиц и 41 рисунок.  

Содержание работы. Во введении дано обоснование актуальности диссертаци-

онной работы и указаны ее цели и задачи. В литературном обзоре приведена классифи-

кация макрокопористых криоструктурированных гелевых систем в зависимости от спо-

соба их формирования; проанализирована зависимость основных характеристик широ-

копористых криогелей и криоструктуратов от условий их получения, а также от типа 

белков, использованных в качестве высокомолекулярных предшественников, и кросс-

агента. В методическом разделе дана характеристика используемых реагентов, описаны 

подходы к формированию альбуминовых криогелей и криоструктуратов, а также мето-

дов их исследования. В обсуждении результатов приведена характеристика полученных 

белковых материалов, сделаны выводы относительно закономерностей, влияющих на их 

свойства и структуру, описаны различные варианты практического применения таких 

криогелей и криоструктуратов. В приложении дано описание методик прикладных ис-

следований альбуминовых криогелей, проведенных в сторонних специализированных 

организациях.  

Перед изложением материала литературного обзора необходимо отметить, что 

помимо непосредственно метода криотропного гелеобразования, при котором формиро-

вание узлов пространственной гелевой сетки образующихся полимерных криогелей 

протекает в неглубоко замороженной реакционной системе, на практике реализуют и 

другой способ получения макропористых гелевых материалов, когда на начальном этапе 

полимерному предшественнику придают требуемую пористую морфологию путем за-

мораживания и лиофильной сушки его раствора/суспензии, а затем фиксируют сформи-

рованный таким образом структурат сшивкой полимера в среде его нерастворителя. 

Данный подход к формированию широкопористых гелевых систем кардинальным обра-

зом отличается от криотропного гелеобразования, поскольку формирование узлов геле-

вой сетки получаемых криоструктуратов протекает после криогенной обработки поли-
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мерного предшественника в условиях повышенной концентрации последнего, причем 

подвижность цепей высокомолекулярного соединения, подвергаемого химической 

сшивке, существенной ниже, чем в случае критропного гелеобразования, при котором 

полимерный предшественник растворен в подвижной среде НЖМФ.  

Автор выражает благодарность за неоценимую помощь в работе: научному руко-

водителю проф., д.х.н. В.И. Лозинскому и всем сотрудникам Лаборатории криохимии 

(био)полимеров ИНЭОС РАН; в.н.с., д.х.н. В.Я. Гринбергу и сотрудникам его группы, 

(ИНЭОС РАН); к.м.н А.В. Цискарашвили и его сотрудникам (ЦИТО им. Приорова); 

проф., д.х.н. Е.Н. Ефременко и сотр. (Кафедра Химической Энзимологии, Химфак. МГУ 

им. М.В. Ломоносова); проф., д.б.н. И.П. Савченковой и сотр. (Лаборатория Стволовой 

Клетки, ВИЭВ им. Я.Р. Коваленко), в.н.с., д.х.н. Т.И. Шабатиной и сотр. (Лаборатории 

химии низких температур, Хим. Фак. МГУ им. М.В. Ломоносова); д.б.н. Е.А. Воротеляк 

и сотр. (Лаборатории клеточной биологии, ИБР РАН им. Н.Н. Кольцова).  



11 

ГЛАВА II. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ. 

«Криоструктурированые гелевыесистемы на основе белков» 

 

 2.1. Общие сведения о полимерных криогелях  

2.1.1. Криотропное гелеобразование и классификация криогелей. 

К перспективным материалам для использования в медицине и биотехнологии 

относятся криогели (от греч. «криос» - мороз, лед) - макропористые гелевые системы, 

формирование которых протекает в неглубоко замороженных средах. Криотропное ге-

леобразование является сложным процессом, состоящим из нескольких стадий. На на-

чальном этапе производят растворение подходящих веществ-предшественников в рас-

творителе, в качестве которого наиболее часто используют воду, а также ряд органиче-

ских растворителей (напр., ДМСО, ДМФА, и т.д.). Многочисленными исследованиями 

(см., например, обзоры [143, 100]) показано, что, аналогично полимерным гелям, крио-

гели могут быть получены из различных реакционных систем подразделяемых на сле-

дующие категории:  

а) Коллоидные дисперсии, замораживание которых приводит к усилению взаимо-

действия между отдельными частицами и в результате к образованию криогелей, стаби-

лизированных как силами когезии, так и образующимися между частицами химически-

ми связями, если в исходной системе присутствуют соответствующие кросс-агенты.  

б) Растворы на водной или органической основе мономерных предшественников, 

полимеризация или поликонденсация которых при неглубоком замораживании приво-

дит к образованию ковалентно сшитых гетерофазных гелевых систем.  

в) Растворы высокомолекулярных предшественников, в которых при неглубоком 

замораживании протекают реакции межмолекулярной сшивки под действием химиче-

ских агентов либо под действием облучения (электронное, гамма-, УФ-излучение, фото-

лиз в присутствии подходящего инициатора), в результате чего формируются химически 

сшитые пористые матрицы.  

г) Растворы так называемых саможелирующих полимеров, на основе которых 

формируются физические (нековалетные) криогели в результате «ухудшения» качества 

растворителя, или же в результате введения в раствор растворимых компонентов, при-

водящих к изменению конформации макромолекул полимера (денатуранты, в случае та-

ких биополимеров, как белки) [24, 143].  
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д) Растворы полиэлектролитов и ионных низкомолекулярных либо полимерных 

кросс-агентов, когда в результате замораживания-оттаивания которых формируются 

криогели, чья гелевая сетка стабилизирована за счет устойчивых ионных связей между 

цепями полиэлектролита [101].  

Принципиальная схема криотропного гелеобразования приведена на Рисунке 1 

[98]. После растворения/распределения всех исходных компонентов полученную систе-

му охлаждают для обеспечения равномерного температурного поля во всем объеме ре-

акционной среды, а также с целью понижения начальной скорости реакции между ком-

понентами системы, после чего вносят требуемый инициатор или сшивающий агент, за-

пускающий процесс гелеобразования. Затем данную реакционную систему неглубоко 

замораживают и инкубируют в течение определенного периода времени при заданной 

отрицательной температуре.  

Неглубокого замороженная (при температуре ниже не более нескольких десятков 

градусов точки кристаллизации растворителя) исходная система (раствор или коллоид-

ный золь) является двухфазной (Рисунок1: 4) и состоит из поликристаллов заморожен-

ного растворителя (в случае воды – льда); и тонкой прослойки незамерзшей жидкости, 

называемой незамерзшей жидкой микрофазой (НЖМФ; Рисунок 1: 5) со сконцентриро-

ванными в ней гелеобразующими компонентами, суммарный объем которой в десятки 

раз меньше общего объема образца. Данная прослойка криоконцентрата, присутствую-

щая между поликристаллами растворителя, служит реакционной средой, в которой про-

текают взаимодействия между предшественниками (Рисунок1: 1 и 3) с образованием 

фазы полимерного геля. При этом гелеобразование может протекать как непосредствен-

но во время замерзания исходной системы (например, коллоидной дисперсии клейсте-

ризованного крахмала [58]), так и при инкубирования образцов в замороженном состоя-

нии (ковалентно сшитые криогели) [59, 60], либо в ходе оттаивания замороженных пре-

паратов (чаще характерно для нековалентного криотропного гелеобразования) [61, 62].  

По завершении криотропного гелеобразования образец оттаивают, в результате 

чего в массе криогеля остаются полости, заполненные оттаявшим растворителем (Рису-

нок1: 8), а силы поверхностного натяжения собственно гелевой фазы (Рисунок1: 6)  ис- 
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Рисунок 1. Схема процесса криотропного гелеобразования:  

1 - высокомолекулярный гелеобразующий предшественник; 2 и 8 - раствои-

тель; 3 - низкомолекулярный гелеобразующий предшественник или разбавите-

ли; 4 - поликристаллы замерзшего растворителя; 5 - незамерзшая жидкая мик-

рофаза; 6 - полимерная сетка криогеля (стенки макропор); 7 - макропоры; 8 – 

оттаявший растворитель [98]. 

кривляют поверхность стенок макропор (Рисунок 1: 7), которые принимают округлую 

форму вместо ограненной, свойственной частицам кристаллического порогена. По-

скольку гелевая фаза криогеля формируется при высоких концентрациях предшествен-

ников она представляет собой частую пространственную сетку, обладающую собствен-

ной (гелевой) пористостью.  

По типу связей, стабилизирующих узлы такой гелевой сетки, криогели подразде-

ляют на:  

а) Химически (ковалентно) сшитые криогели, как правило получаемые путем 

сшивки высокомолекулярных предшественников под действием различных сшивающих 

агентов, взаимодействующих с соответствующими функциональными группами высо-

комолекулярного предшественника, либо синтезируемые через реакции радикальной 

полимеризации в неглубоко замороженных системах.  

б) Физические (нековалентные) криогели формируются в результате криогенной 

обработки систем, содержащих «саможелирующие» синтетичские и природные полиме-

ры. Как правило, узлы пространственной гелевой сетки физических криогелей стабили-

зированы либо водородными связями, как в случае с криогелями на основе поливинило-

вого спирта (ПВС) [102], либо за счет гидрофобных взаимодействий между участками 

макромолекул предшественника. Нековалентные узлы пространственной сетки таких 

криогелей формируются в результате коагуляции полимерного предшественника, вы-

званной как ухудшением термодинамическго качества растворителя, так и при введении 

в систему агента, вызывающего изменение конформации полимера.  
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в) Ионотропные (ионные) криогели образуются в результате сшивки полиэлектр-

литов с помощью ионов. Ионные криогели на основе белков практически не встречают-

ся в научной литературе.  

 

2.1.2. Основные характеристики криогелей и криоструктуратов 

Одной из наиболее важных как с феноменологической, так и с практической то-

чек зрения особенностей криогелей, является их гетерофазная макропористая текстура, 

причем поры во всем объеме криогеля являются взаимосвязанными [115, 131], а диаметр 

пор может быть от единиц до нескольких сотен микрон. Помимо линейных размеров, 

макрокопористую структуру криогелей характеризуют такие часто упоминаемые в ли-

тературе показатели, как форма и объем пор, распределение пор по размерам, степень их 

взаимосвязанности, толщина стенок макропор, степень пористости. Эти параметры под-

даются регулировке и зависят от свойств исходной системы и условий криогенной об-

работки исходной реакционной системы. В частности, на диаметр пор влияют скорость 

и температура, при которых производят замораживание гелеобразующей системы [68], 

тип используемого порогена (кристаллизующегося растворителя) [116], природа и соот-

ношение предшественников в исходной системе [117].  

Микроструктуру криогелей в сольватированном и высушенном состояниях изу-

чают с помощью таких методов, как оптическая (световая) микроскопия, сканирующая 

электронная микроскопия (СЭМ) [135], конфокальная лазерная сканирующая микро-

скопия и мультифотонная микроскопия [136], микрокомпьютерная томография (мКМ) 

[188]. Известен также метод криопорометрии по данным спектроскопии ядерного маг-

нитного резонанса (ЯМР), в котором оценивают содержание жидкости внутри макропор 

набухшего криогеля и общий объем пор [138].  

Взаимосвязанный характер макропор в криогелях предполагает возможность про-

текания жидкости через блок таких материалов. Соответственно, скорость протока и ве-

личину давления, препятствующего протоку, используют в качестве показателей, кос-

венно характеризующих диаметр пор. Повышенное обратное давлении или малая ско-

рость протока жидкости (чаще воды) могут указывать как на сравнительно узкие макро-

поры, так и на малую прочность их стенок, приводящую к блокировке макропор под на-

пором протока. Напротив, стабильный проток и малое ему сопротивление говорят о на-

личии развитой взаимосвязанной широкопористой структуры [52]. Степень взаимосвя-
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занности и суммарный диаметр макропор также могут быть оценены по данным кинети-

ки набухания криогелей, которая храктеризует объем и скорость абсорбции того или 

иного растворителя. Как правило, чем быстрее криогель достигает равновесной степени 

насыщения растворителем, тем макропоры в большей мере взаимосвязаны [139]. Поми-

мо несвязанной жидкости, которая может быть удалена под действием назначительной 

механической нагрузки, стенки макропор губчатых криогелей и криоструктуратов со-

держат связанный (сольватный) растворитель. Гравиметрически может быть произведе-

на оценка содержания связанной влаги, и эти данные характеризуют степень сшивки ге-

левой фазы в стенках макропор: чем выше степень набухания, тем, как правило, реже 

химическая сшивка гелевой фазы. Такой показатель, как величина выхода гель-фракции 

характеризует количество полимерного или мономерного предшетсвенника, вошедшего 

в результате криотропного гелеобразования в состав гелевой сетки губчатого криогеля 

[98].  

Ряд практических приложений предъявляет высокие требования к механическим 

свойствам криогелей. Среди методов, используемых для характеристики прочностных 

свойств криогелей, следует отметить такие стандартные для описания свойств полимер-

ных материалов испытания, как одноосное растяжение или сжатие, испытание на уста-

лость, в котором к материалу прикладывают периодическую нагрузку и определяют 

максимальное напряжение, которое криогель выдерживает при многократном нагруже-

нии [140]. Также распространено исследование реологических свойств гелевой фазы 

криогелей с оценкой величин модуля упругости и модуля механических потерь [141]. В 

зависимости от природы предшественников и параметров криотропного гелеобразова-

ния, таких как температурный режим, циклическое замораживание и оттаивание образ-

цов и пр., могут быть получены либо сравнительно мягкие и нестабильные криогели, 

или же довольно жесткие материалы, прочность на сжатие которых может достигать не-

скольких мегаспакалей [12]. Для оценки фазовых характеристик гелевой фазы криогелей 

применяют метод дифференциальной сканирующей калориметрии (ДСК), а также ме-

тод спектроскопии кругового дихроизма [24]. Методы ДСК и спектроскопии кругового 

дихроизма также применяются для оценки свойств композитных криогелей и криост-

руктуратов, полученных из комбинации различных предшественников, а также имею-

щих включения частиц другой фазы, например, содержащих нано-частицы серебра, 

графита или различных глин [20, 62]. Определение химического состава таких широко-
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пористых композитов осуществляют с использованием инфракрасной спектроскопии  и 

метода рентгеновской дифракции [2, 12].  

Благодаря широкопористой морфологии, сообщающемуся характеру макропор, а 

также сравнительно простой методике получения, губчатые криогели подходят для ре-

шения ряда практических задач в медицине и биотехнологии. По этой причине в по-

следние годы общей тенденцией стало исследование практически в каждой публикуе-

мой работе биосовместимости криогелей. При этом наиболее часто оценивают такие па-

раметры криогелей, как их способность адсорбировать белки, например, белки плазмы 

крови для целей дальнейшего in vitro культивирования различных клеточных культур 

[56], биосовместимость и нетоксичность полимерной матрицы [21, 51], а также оцени-

вают биосовместимость криогелей in vivo [48]. Различные варианты исполнения послед-

них двух методов испытаний служат для оценки адгезии и жизнеспособности клеток, 

культивируемых в тонком слое или в объеме криогелей, а также биодеградируемости 

таких широкопористых полимерных матриц под действием различных факторов, вклю-

чая различные ферменты [46]. Оценка биосовместимости криогелей in vivo дает пред-

ставление о наличии либо отсутствии у живого организма каких-либо нежелательных 

реакций на имплантирование данных материалов.  

 

2.1.3. Применение криогелей для решения прикладных задач. 

Одно из первых упоминаний практического применения криогелей относится к 

иммобилизации в макропористой матрице криогелей на основе ПВС клеток Citrobacter 

intermedius для продуцирования 3-фтор-L-тирозина [118]. Макропористые гелевые сис-

темы могут также служить в качестве подложек для иммобилизации бактерий [26], кле-

ток [123] и их органелл [25], низкомолекулярных веществ, напр. хелатов [119], и нано-

частиц неорганической природы [120], а также ферментов и других белков [121] с полу-

чением в результате проточных биореакторов для продуцирования ценных веществ 

[123, 25, 30], либо селективных фильтров, например, для очистки крови от избытка аль-

бумина [122].  

Благодаря высокой пористости криогели способны абсорбировать различные ве-

щества из жидкостей, что делает возможным их использование в экологической биотех-

нологии в качестве фильтров вредных отходов. Так, на примере нековалентных криоге-

лей на основе ПВС, содержащих иммобилизованные клетки вида Rhodococcal [124], ли-
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бо нано-частицы смешанных оксидов железа и алюминия [125], была продемонстриро-

вана возможность использования таких криогелей для селективного удаления из окру-

жающей среды (чаще из водной) токсичных веществ, таких как, например, полиарома-

тические углеводороды [126], мышьяк [127], тяжелые металлы [128].  

Макропористая морфология полимерных криогелей (в частности, на основе бел-

ков) делает очень перспективным их применение в качестве эффективных губчатых но-

сителей иммобилизованных ферментов, клеток и микроорганизмов, в качестве подложек 

(«scaffolds») для объемного культивирования клеток и дальнейшего применения таких 

материалов в тканевой инженерии [129, 130]. Также белковые криогели все чаще при-

влекают внимание исследователей в качестве полимерной основы-носителей лекарст-

венных средств [21, 46].  

Использование микропористых криогелей для вышеуказанных биомедицинских 

целей, как правило, предполагает обязательное обеспечение условия их биосовместимо-

сти с живым организмом. В этом отношении преимуществом материалов на основе био-

полимеров является изначально свойственная последним способность промотировать 

биологическое распознавание импланта клетками организма, а также возможность регу-

лирования скорости их биодеградации, которая не сопровождается выделением в орга-

низм цитотоксичных продуктов [150]. В последнее время в качестве биополимерных 

предшественников часто используют белки. Ниже приводится обзор работ, посвящен-

ных синтезу и исследованию свойств криогелей на основе белков. В обзоре сделана по-

пытка обобщения накопленного за несколько десятилетий опыта получения белковых 

криогелей с целью описания зависимости их свойств от типа используемых предшест-

венников, способов и параметров процесса получения. Также обсуждаются области их 

практического применения.  

 

2.2. Криогели на основе белков 

Биополимеры, используемые в качестве высокомолекулярных предшественников 

криогелей, можно подразделить на две группы: белки и полисахариды. Белки, такие как, 

например, коллаген, фиброин шелка, кератин, фибронектин, альбумины, фибрин и т.д., 

представляют собой биологически активные макромолекулы, способные имитировать 

среду внеклеточного матрикса [112, 113]. В соответствии с простейшей структурной 

классификацией белки могут быть разделены на три группы:  
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(1) - неупорядоченные (макромолекулы которых имеют конформацию «клубка»),  

(2) - фибриллярные и  

(3) - глобулярные.  

 

2.2.1. Криогели и криоструктураты на основе фибриллярных белков.  

Макромолекулы фибриллярных белков имеют вытянутую нитевидную конфор-

мацию и характеризуются высокоорганизованным регулярным взаиморасположением в 

пространстве отдельных участков полипептидных цепей. В живых организмах белки 

данного класса служат для формирования соединительных тканей, отличающихся срав-

нительно высокой механической прочностью и выполняющих опорную и защитную 

функцию [150]. Это обстоятельство предполагает использование фибриллярных белков 

в качестве предшественников для получения белковых криогелей, устойчивость к меха-

ническим нагрузкам которых сопоставима с материалами на основе синтетических вы-

сокомолекулярных соединений. Такие прочные и в то же время обладающие губчатой 

морфологией криогели на основе фибриллярных белков могут быть использования в ка-

честве, например, имплантов для регенерации или замены костной и хрящевой тканей 

[12, 46].  

 

2.2.1.1. Криогели и криоструктураты на основе коллагена. 

Среди прочих, в литературе описаны примеры криогелей на основе коллагена – 

фибриллярного белка, составляющего основу соединительной ткани в животных орга-

низмах. Известно о 28 типах коллагена, отличающихся молекулярной массой и амино-

кислотной последовательностью [137]. При получении криогелей на основе данного 

белка часто используют коллаген, выделенный из сухожилий или кожи различных жи-

вотных, например, свиней, крупного рогатого скота (КРС) или рыб. В виду нераствори-

мости коллагена в воде криогели на его основе, как правило, получают из водных сус-

пензий, содержащих микроволокна данного белка и растворенный кросс-агент. В каче-

стве последнего в работе [19] использован диальдегид крахмала (ДАК), который добав-

ляли в суспензии коллагена, с последующей криогенной обработкой полученной реак-

ционной системы в течение 72 ч при -15
о
С. В результате сшивки тройных спиралей кол-

лагена по первичным аминогруппам с помощью ДАК с образованием альдиминных свя-

зей белок встраивался в ковалентную пространственную гелевую сетку с тетраметиле-
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новыми группировками в узлах такой сетки радикалами в качестве межспиральных 

групп-спейсеров (Рисунок 2).  

 

 

Рисунок 2. Схема взаимодействия микроспиралей коллагена и диальдегида крахма-

ла (ДАК) [19].  

 

Варьирование содержания сшивающего агента в исходном растворе в интервале 

от 0,002 до 0,1 % масс. приводило к некоторому ожидаемому снижению степени набу-

хания формировавшихся криогелей, а также вызывало повышение температуры денату-

рации  коллагена в составе полимерной матрицы на 10-15
о
С, что является следствием 

роста жесткости гелевой сетки таких криогелей за счет более частой сшивки. Также 

варьирование концентрации сшивателя позволяло контролировать оцениваемый in vitro 

гемолитический потенциал губчатых образцов, который выражается в количестве раз-

рущаемых в присутствии данного материала кровяных телец. Авторами предложено ис-

пользовать такие криогели в тканевой инженерии и в качестве материалов для повязок 

на раны.  

Для аналогичных целей по схожей методике были получены коллагеновые крио-

гели [22] с применением в качестве сшивающего агента диальдегида карбоксиметилцел-

люлозы, полученного [66] окислением карбоксиметилцеллюлозы действием перйодата 

натрия в кислой среде (Рисунок 3). Поскольку данный кросс-агент имеет значительную 

молекулярную массу (вязкость 2%-ного раствора КМЦ ≥1200 мПа·с), замороженную 

при -20
о
С водную суспензию коллагена и диальдегида КМЦ инкубировали в таком со-
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стоянии 5 суток. Повышение содержания кросс-агента в исходной системе от 0,001 до 

0,01 мг/мл приводило, во-первых, к снижению равновесной степени набухания полу-

чаемых коллагеновых криогелей с 90 до 45 г воды/ г полимера, что авторы объясняли 

формированием более часто сшитой гелевой сетки, а также способствовало снижению 

скорости свертывания крови при испытаниях данных криогелей in vitro, что объяснялось 

авторами сокращением числа свободных NH2-групп в составе коллагена, влияющих на 

коагуляцию крови [114].  

 

Рисунок 3. Реакция окисления карбоксиметилцеллюлозы под действием периода-

та натрия до диальдегида КМЦ [66].  

Для придания белковым криогелям прочностных, антибактериальных и других 

специфических свойств в исходную реакционную систему часто вводят дополнительные 

компоненты, такие как высокомолекулярные соединения или твердые частицы, напри-

мер, нано-частицы минерала гидроксиаппатита, способствующего росту костной ткани 

и который используют в композитных материалах в качестве армирующей добавки 

[149]. В работе [20] описано получение ковалентно сшитых коллагеновых криогелей с 

улучшенными прочностными характеристиками для регенерации поврежденной кост-

ной ткани, содержащих частицы такого наполнителя. В данном исследовании в качестве 

реакционной системы была использована водная суспензия белка и минеральных час-

тиц, в которую перед замораживанием (-18
о
С) и инкубированием вносили 1-этил-3-(3-

диметиламинопропил)карбодиимид (ЭДК) в смеси с N-гидроксисукцинимидом. Осо-

бенность сшивающих агентов карбодиимидного типа, наиболее часто используемым 

примером которых является ЭДК, заключается в том, что данное соединение участвует в 

образовании амидной связи между боковыми карбоксильными и аминогруппами биопо-

лимерных предшественников (Рисунок 22), при этом не встраиваясь в формирующуюся 

гелевую сетку, стабилизированную «сшивками нулевой длины», т.е. когда ковалентная 
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сшивка не содержит остатка сшивателя [166, 168]. Средний диаметр пор и степень раз-

броса пор по величине диаметра таких композитных криогелей уменьшались с ростом 

содержания наполнителя [20]. Также повышение содержания наполнителя в данных 

коллагеновых криогелях приводило к многократному росту модуля упругости получае-

мого материала от 12 до 43 гПа, а также к снижению степени их набухания с 58 до 18 г 

воды/г полимера. Данная тенденция часто наблюдается для наполненных криогелей 

[67]. Испытания in vitro полученных композиционных материалов показали их биосо-

вместимость с клетками остеобластов. 

В статье [3] описан более сложный с точки зрения методики синтеза пример по-

лучения биоразлагаемых коллагеновых криоструктуратов для целей регенеративной ме-

дицины путем сшивки белка с помощью ЭДК. На начальном этапе систему «вода + рас-

творенный альгинат-Na + микроволокна коллагена» замораживали при -20
о
С и высуши-

вали лиофильно, после чего погружали полученный пористый лиофилизат в раствор 

ЭДК в буферном растворе (рН 5,5). Затем в данную систему лиофилизат/кросс-агент до-

бавляли различные по молекулярному весу хитоолигосахариды с целью дополнительной 

модификации стенок макропор образующегося криоструктурата. Увеличение молеку-

лярной массы привитых хитоолигосахаридов, использованных для улучшения биосо-

вместимости и антибактериальных свойств [69] коллагеновых криоструктуратов, от 1 до 

10 кДа приводило к уменьшению среднего диаметра макропор от 250 до 150 мкм, а так-

же к росту модуля Юнга конечных губчатых гелей от 2,5 до 11,3 МПа. Сравнительный 

анализ характеристик данных коллагеновых криоструктуратов и коллагеновых криоге-

лей, ковалентно сшитых с помощью ЭДК [20], показывает, что последние обладают 

меньшим средним диаметром макропор и гораздо большей равновесной степенью набу-

хания в воде (17-52 против 4,7-6,7 г Н2О/г полимера).  

Лиофилизация замороженных водных систем, содержащих биополимерные 

предшественники (в частности коллаген), приводит к удалению из двухфазной системы 

поликристаллов замерзшего растворителя (чаще, воды), в то время как белковые компо-

ненты исходной системы формируют стенки макропор образующегося пористого бел-

кового лиофилизата. Данный прием используется в практике получения широкопорис-

тых гелевых систем на белковой основе, причем данный процесс может дополнительно 

включать стадию стабилизации образованной широкопористой архитектуры с помощью 

сшивки биополимерного предшественника как ковалентно, например, под действием 
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сшивающих агентов в среде нерастворителя белка, либо нековалентно с помощью 

внешнего воздействия, приводящего к дополнительной структуризации белка в стенках 

макропор его лиофилизата. Иными словами, при криотропном гелеобразовании форми-

рование узлов пространственной гелевой сетки криогелей протекает в процессе замора-

живания, а в случае криоструктуратов – после кригенной обработки. Вполне логично, 

что в практике применяется еще и третий вариант получения криоструктурированных 

гелевых систем, при котором на начальном этапе в реакционной системе проводят геле-

образование с формированием узлов пространственной гелевой сетки (ковалентных или 

нековалентных), а затем полученный гель подвергают криоструктурированию замора-

живанием и лиофильным высушиванием. В Таблице 1 приведена классификация всех 

таких широкопористых криотропных гелевых систем.  

 

Таблица 1. Классификация гетерофазных криоструктурированных белковых ге-

левых систем по способу их получения.  

Тип гелевой сис-

темы 

Стадия формирования узлов про-

странственной гелевой сетки 

Способ удаления рас-

творителя / Ссылки 

Криогели 

В процессе проведения криогенной 

обработки исходной белковой сис-

темы при заданной отрицательной 

температуре 

лиофилизация [46] 

Криоструктураты 

1-го типа 

После проведения криогенной об-

работки исходной белковой систе-

мы 

лиофилизация [45] 

криоэкстракция [65] 

Криоструктураты 

2-го типа 

До проведения криогенной обра-

ботки исходной белковой системы 
лиофилизация [58] 

 

В случае криоструктуратов 1-го типа на стадии ковалентной сшивки пористого 

лиофилизата в среде нераствоителя биополимера могут использованы любые подходя-

щие кросс-агенты, не реагирующие с растворителем. Так, недавно [45] в качестве сши-

вающего агента использован проантоцианидин в фосфатном буфере (рН 6,8, 30% 

C2H5OH), которым обрабатывали лиофилизаты коллагена, полученные замораживанием 

при -20 - -60
о
С и последующей сублимационной сушкой водных суспензий рекомби-
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нантного коллагена человека и хитозана в 0,12-молярной уксусной кислоте. Проанто-

цианидин относится к группе природных веществ-флавоноидов [132], и его структура 

включает о-катехольные группы (Рисунок 4: а), которые способны образовывать проч-

ные водородные связи с атомами кислорода амидных связей в составе полипептидных 

цепей коллагена, что в результате приводит к их межцепной сшивке (Рисунок 4: б) 

[133]. Средний диаметр пор губчатых нерастворимых в воде коллагеновых криострук-

туратов, полученных в результате такой обработки лиофилизата смеси белок / полиса-

харид, лежал в интервале 104-122 мкм и был тем меньше, чем ниже была температура 

замораживания исходной смеси биополимерных предшественников.  

 

 

Рисунок 4. (а) Структура проантоцианидина и (б) образование узлов простран-

ственной сетки коллагеновых нековалентных криоструктуратов с участием 

данного агента [A68].  
 

Более подробно влияние режимов криогенной обработки суспензий коллагена на 

свойства получаемых в результате их дальнейшей лиофилизации широкопористых 

криоструктуратов рассмотрено в работе [43]. Авторы исследовали влияние геометрии 

пластиковой формы, использованной для градиентного замораживания суспензий кол-

лагена при -30
о
С (другими словами, с охлаждающей пластиной криостата контактировал 

только один торец цилиндрической формы, в которую вносили исходную систему), и 

пришли к выводу, что увеличение площади поверхностного контакта цилиндра с охлаж-

дающей пластиной приводит к формированию пористой структуры, менее гомогенной в 
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отношении диаметра и формы макропор. Также было обнаружено, что диаметр пор кол-

лагеновых криоструктуратов был тем больше, чем продолжительнее была стадия инку-

бирования образцов в замороженном состоянии, а также наблюдалась анизотропия пор 

по размерам в зависимости от высоты образца: диаметр макропор в объеме криострук-

турата увеличивался по мере отдаления от точки контакта исходной системы с охлаж-

дающей пластиной. Последнее часто наблюдается для криогелей, полученных градиент-

ным замораживанием исходных систем [33, 43].  

 

2.2.1.2. Криогели и криоструктураты на основе фиброина шелка 

Фиброин шелка (ФШ) является другим фибриллярным белком, часто используе-

мым в качестве биополимерного предшественника для получения криогелей и криост-

руктуратов в виду его биосовместимости, повышенных прочностных свойств, простоты 

в эксплуатации и регулируемых биоразлагаемых качеств. Чистый фиброин получают из 

шелка, продуцируемого различными насекомыми, и по причине большей производи-

тельности и лучшего качества материала наиболее часто для этой цели используют 

шелк, вырабатываемый шелковичными червями, в особенности, тутовым шелкопрядом 

(Bombix mori). Дегуммированием шелка (например, кипячением шелка в щелочной сре-

де [70, 71]) производят фиброин, не содержащий серицина – еще одного белкового ком-

понента шелка [72]. Фиброин является олигомерным белком, макромолекулы которого 

состоят из тяжелой и легкой полипептидных цепей, соединенных дисульфидным мос-

том и также нековалентно связанных с гликопротеином Р25 (25 кДа), который, как пола-

гают, выполняет роль стабилизатора данного полипептидного ансамбля [73, 74]. Мак-

ромолекула фиброина обладает вытянутой конформацией, состоящей из повторяющих-

ся гидрофобных нанокристаллитов, образованных –складками, и гидрофильных 

аморфных блоков в конформации «клубка», образованных объемистыми полярными бо-

ковыми цепями. Гидрофобные домены придают белку механическую прочность, в то 

время как гидрофильные области обуславливают сродство белка к воде и его высоко-

эластические характеристики. При этом свойства белка определяются точным контро-

лем размера, числа, ориентации и взаимного расположения гидрофобных и гидрофиль-

ных доменов [75, 76]. Фиброин, выделяемый тутовым шелкопрядом, обладает наиболь-

шей прочностью, что наряду с его биосовместимостью и биодеградируемостью делает 

данный белок перспективным материалом для изготовления на его основе различных 
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изделий биомедицинского назначения [145]. В частности, на основе фиброина шелка 

созданы губчатые криогели и криоструктураты, опробованные в качестве материалов 

для тканевой инженерии [65, 146].  

Среди способов получения широкопористых структуратов на основе фиброина 

шелка можно выделить такие методы, как встраивание частиц порогена, которые могут 

быть удалены из материала после завершения гелеобразования с помощью соответст-

вующего растворителя [77, 78, 79], вспенивание [65], а также, как и в случае с коллаге-

новыми криоструктуратами, формирование пористостой структуры лиофильной сушкой 

замороженной суспензии или раствора белка. В целях создания нерастворимых в воде 

криоструктуратов широкопористые лиофилизаты фиброина дополнительно подвергают 

фиксации как с помощью физического воздействия, приводящего к изменению конфор-

мации белка, так и ковалентной сшивкой фиброина сшивающими агентами в среде не-

растворителя белка [78]. Например, известно, что воздействие на фиброин полярных 

растворителей, таких как низкомолекулярные спирты, приводит к кристаллизации 

аморфных доменов макромолекул данного белка через образование -складок [65]. За-

мораживанием при -20
о
С в течение 12 часов и лиофилизацией водных растворов фиб-

роина (4-12% масс.) и последующим инкубированием полученных структуратов в Ме-

ОН в течение 1 ч получены [23] фиброиновые криоструктураты, средний размер пор ко-

торых составлял 150±40 мкм - 81±61 мкм, при этом поры были тем меньше, чем выше 

начальная концентрация ФШ. Примерно в том же диапазоне был диаметр пор фиброи-

новых криоструктуратов, полученных в работе [64]. Тенденция к некоторому уменьше-

нию диаметра пор и сопутствующему снижению пористости таких губчатых криострук-

туратов при повышении концентрации белка в замораживаемой системе подтверждено 

исследованием [63], в котором водные растворы ФШ (1-5% масс.) замораживали при -

80
о
С и лиофилизовали, после чего полученные лиофилизаты обрабатывали 70%-ным 

этанолом; диаметр пор формировавшихся при этом нерастворимых в воде криострукту-

ратов находился (в зависимости от содержания белка в начальной системе) в диапазоне 

80 мкм - 300 мкм, а пористость – в интервале 94-71%. Авторы связывают такую тенден-

цию с утолщением стенок пор в результате концентрирования исходных растворов. При 

такой же температуре замораживания (-80
о
С) и также с помощью обработки фиброина 

спиртом получены и охарактеризованы криоструктураты, диаметр пор которых состав-

лял уже всего 20 мкм [65]. Вероятной причиной столь значительной разницы в диамет-



26 

ре пор криоструктуратов, полученных при почти идентичных условиях обработки белка 

[63, 65], может являться тип исходной замораживаемой системы: в случае последнего 

исследования замораживали вязкую пасту фиброина, полученную добавлением 25 об.% 

этанола к 6%-ному раствору белка. Когда данную коллоидную систему замораживали 

при -20
о
С, то это позволяло формировать фиброиновые криоструктураты с диаметром 

пор более 60 мкм. Такой результат подтверждает общую тенденцию, свойственную для 

полимерных криогелей [98, 143], которая также наблюдалась и для коллагеновых крио-

структуратов [45. 43]: при более низкой отрицательной температуре криогенной обра-

ботки формируются криогели и криоструктураты с меньшим диаметром макропор.  

Известны также примеры нековалентных ФШ-криогелей, получаемых криотроп-

ным гелеобразованием. В работе [62] применялась ультразвуковая обработка (продол-

жительностью ~30 с) для инициирования гелеобразования фиброина в водном растворе 

(4,5% масс.), который затем замораживали и инкубировали при -20
о
С в течение 24 ч. 

Полученные после оттаивания упругие губчатые образцы обладали модулем Юнга по-

рядка 140 кПа и имели средний диаметр пор 150 мкм. Внесение в гелеобразующую 

систему 1 или 5% масс. частиц костного угля (38 мкм) приводила к уменьшению диа-

метра пор в получаемых ФШ-криогелях до 130 и 100 мкм, соответственно.  

В том же диапазоне находится диаметр пор химически сшитых криогелей на ос-

нове ФШ. Так, в работе [12] получены криогели путем замораживания при -18
о
С в тече-

нии 24 ч водных растворов с концентрацией ФШ 5, 12 и 18% масс., содержавших добав-

ку диэпоксидного сшивающего агента – диглицидилового эфира этиленгликоля (ЭГДЕ) 

и N,N,N’,N’-тетраметилендиамина (ТМЭД) в качестве основания. С ростом [ЭГДЭ] от 

10 до 30 мммоль эпокси-групп / г ФШ диаметр пор губчатых ковалентных ФШ-

криогелей снижался с 60 до 24 мкм. К уменьшению размера пор (от 40 до 13 мкм) 

приводило также повышение [ФШ] в интервале 4,2-12,6% масс., а также снижение тем-

пературы замораживания исходной системы от -5 до -22
о
С. Схожим образом зависел 

размер пор ранее описанных коллагеновых и фиброиновых криогелей и криоструктура-

тов [43, 45, 63, 65]. Рассматриваемые ФШ-криогели характеризовались высокой упруго-

стью, и модуль на сжатие составлял до 48 МПа (при наибольшей концентрации белка в 

исходном растворе), что значительно превышает показатели (от 0,01 до 0,5 МПа) ФШ-

криоструктуратов, сформированных через лиофилизацию и обработку фиброина спир-

том [23, 38, 62, 64].  
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Рисунок 5. Реакция диглицидилового эфира этиленгликоля (а) с боковыми пер-

вичными аминогруппами в составе макромолекул фиброина шелка (ФШ) с обра-

зованием межмолекулярных сшивок (б).  
 

При синтезе ковалентно сшитых криогелей и криоструктуратов на основе белков 

отдают предпочтение нетоксичным сшивающим агентам, желательно, природного про-

исхождения [22, 45]. В работе [46] был использован другой природный кросс-агент - 

дженипин (Рисунок 6; метил-(1R,2R,6S)-2-гидрокси-9-(гидроксиметил)-3-оксабицикло-

[4.3.0]нона-4,8-диен-5-карбоксилат), выделяемый из плодов Gardenia jasminoides Ellis 

[81]. Сухой кросс-агент добавляли к раствору ФШ и после растворения полученную 

смесь замораживали при -20
о
С в течение 48 ч, после чего лиофилизовали. Ведутся дис-

куссии относительно предполагаемого механизма реакции дженипина с первичными 

аминогруппами (био)полимерного предшественника, однако часто в литературе упоми-

нают смешанный механизм реакции сшивки, в результате которой узлы, стабилизи-

рующие пространственную гелевую сетку, включают один либо два сопряженных 

фрагмента исходной молекулы дженипина [144]. 

Испытания таких ковалентно сшитых ФШ-криогелей на биодеградируемость по-

казали, что образец теряет от 25 до 35% веса при инкубировании в течение 21 дня в рас-

творе панкреатической эластазы или экссудата раны, соответственно, что существенно 

медленнее разложения in vitro нековалентных ФШ-криоструктуратов, теряющих до 80% 

веса в течение суток при инкубировании в 5-микромолярном растворе протеазы (рН 8 в 

обоих случаях) [38]. При этом степень набухания ФШ-криогелей, сшитых с помощью 

дженипина, составляет порядка 30 г воды/г полимера, что сопоставимо с ФШ-крио-

гелями, сшитыми с помощью диэпоксида [12], и в 10 раз превышает степень набухания 
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нековалентного криогеля, полученного криогенной обработкой белковой системы, 

предварительно подвергнутой действию ультразвука [62].  

 

 

Рисунок 6. Структурная формула дженипина и предполагаемые пути его взаимо-

действия с макромолекулами фиброина с образованием пространственной гелевой 

сетки. [46] 

 

Криогели и криоструктураты на основе фиброина по своим прочностным свойст-

вам сравнимы с хрящевой тканью [12,65], а также являются биоразлагаемыми, что по-

зволило применить их в тканевой инженерии в качестве матриц для регенерации кост-

ной и мягких тканей. Известны примеры использования фиброиновых криоструктуратов 

и криогелей в качестве пористых подложек для культивирования стромальных клеток 

костного мозга (МСК) [63], хондроцитов [64], фибробластов кожи [46], амниотических 

мультипотентных стволовых клеток [38]. Во всех случаях клетки хорошо прикреплялись 

к стенкам широкопористых белковых материалов и пролиферировали. Успешно прове-

ден опыт по трансплантации фиброинового физического криоструктурата [63], который 

был засеян предварительно дифференцированными МСК, в область дефекта черепной 

ткани иммунодефицитной мыши. В результате испытаний in vivo было показано, что та-

кой белковый препарат является полностью биосовместимым как с культивируемыми 

клетками, так и с организмом животного, и пересаживаемые дифференцированные 

клетки участвовали в процессе остеогенеза. Фиброиновые криогели, ковалентно сшитые 

с помощью дженипина, были нагружены антибактериальным препаратом гентамици-

ном, и успешные результаты in vitro и in vivo биотестирования таких препаратов позво-
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лили предположить высокий потенциал фиброиновых криогелей в качестве повязок на 

раны [46].  

 

2.2.1.3. Криогели и криоструктураты, полученные с использованием других 

фибриллярных белков. 

Известны примеры белковых криогелей, полученных на основе реакционных сис-

тем, содержащих добавки других фибриллярных белков, таких как ламинин [18], кера-

тин [41] и эластин [46]. Последний был использован в комбинации с уже известным 

фиброином шелка для получения губчатых криогелей, сшитых с помощью дженипина. 

Повышение содержания эластина в исходной системе с 1 до 2% масс. приводило к по-

вышению пористости формируемых композиционных криогелей от 85 до 95%, а также к 

некоторому повышению степени набухания и значительному росту скорости биоразло-

жения под действием панкреатической эластазы или экссудата раны, а также к росту 

скорости размножения фибробластов в объеме белковых губок.  

Ламинин – фибриллярный белок с молекулярной массой около 400 кДа, входящий 

в состав внеклеточного матрикса. В работе [18] были получены ковалентные белковые 

криогели из водных растворов смеси желатина и ламинина (4,4 и 0,01% масс., соответ-

ственно). В данный раствор добавляли в качестве кросс-агента глутаровый альдегид 

(ГА, Рисунок 7; конечная концентрация в растворе 0,01, 0,03 и 0,05% масс.), затем замо-

раживали и инкубировали в течение 8 ч при -12
о
С. Средний диаметр пор полученных 

после оттаивания криогелей был от 80 до 120 мкм, а их степень набухания - 30 г H2O/г 

полимера. Данные содержавшие ламинин губки растворялись в 0,025%-ном растворе 

трипсина в течении 8 часов, а криогели, полученные из растворов с концентрацией ГА 

0,01% масс. - уже через 10-15 минут.  

 

 

Рисунок 7. Схема реакции межмолекулярной сшивки макромолекул ламинина с 

помощью глутарового альдегида, использованной при формировании широкопо-

ристых двухкомпонентных желатиновых криогелей [18].  
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Включение ламинина в гелевую сетку белковых криогелей позволило успешно 

использовать такие материалы в тканевой инженерии в качестве подложек для культи-

вирования мультипотентных стволовых клеток, их дальнейшей дифференцировки до 

нейробластов. Губчатый белковый препарат, содержавший нейробласты, был успешно 

имплантирован в поврежденную ткань головного мозга животных.  

Еще один нековалентный губчатый белковый криоструктурат для целей тканевой 

инженерии был получен [41] при использовании в качестве гелеобразующих систем 

водных растворов «желатин + денатурированный кератин» (массовое соотношение бел-

ков 1 : 2) и «хитозан + денатурированный кератин» (массовое соотношение белков 1 : 2) 

в 30%-ной уксусной кислоте. Денатурированный (восстановленный) кератин получали 

обработкой исходного сырья (рога КРС) концентрированным водным раствором дена-

турантов (мочевина, додецилсульфат Na, меркаптоэтанол). Криоструктураты, сформи-

рованные в результате замораживания исходных растворов при -80
о
С и их последующей 

лиофильной сушки, сочетали макропористую морфологию (средний диаметр пор 80-100 

мкм) со значительной механической прочностью (максимальное усилие при разрыве 

стержнеобразного образца составляло 1,7 МПа) и сравнительно невысокой степенью на-

бухания (около 8 г воды/г полимера). Термически устойчивые и нерастворимые в воде 

хитозан/кератиновые криоструктураты были успешно использованы в качестве подлож-

ки для 3-мерного культивирования фибробластов, что продемонстрировало их цитосов-

местимость и нетоксичность.  

 

2.2.2. Криогели и криоструктураты на основе желатина. 

Желатин представляет собой смесь полипептидов в конформации «клубка», полу-

чаемых в результате частичного кислотного (так называемый «Gelatin Type A») или ще-

лочного гидролиза («Gelatin Type B») коллагена, полученного из различных источников. 

Первичная структура данного белка близка к структуре коллагена, являющегося источ-

ником желатина. В отличие от коллагена, желатин, макромолекулы которого не облада-

ют упорядоченной структурой, растворим в воде, что делает удобным приготовление на 

основе данного биополимера начальных гелобразующих систем для формирования бел-

ковых криогелей, либо криоструктуратов. Вероятно, по этой причине в литературе наи-

большее число упоминаний о биосовместимых криогелях и криоструктуратах на белко-
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вой основе для широкого круга практических приложений относится к материалам на 

основе желатина.  

На практике реализовано множество вариантов исходных реакционных систем, 

содержащих, помимо желатина, разнообразные добавки, сшивающие агенты и другие 

протеины, а также различные способы криогенной обработки таких систем. В результа-

те были сформированы желатиновые криогели с широким спектром свойств, позволяв-

шим использовать эти материалы для различных биомедицинских целей. Традиционно, 

гелевые системы на основе желатина синтезировали с использованием в качестве сши-

вающего агента глутарового ангидрида (Рисунок 7). Одними из первых были получены 

сшитые с помощью ГА широкопористые криогели в виде мембран толщиной 1-мм из 

раствора желатина (4% масс.), содержавшего взвешенные хроматофоры бактерий 

Rhodopseudomonas сapsulata [29]. В результате криотропного гелеобразования при -20
о
С 

данные клеточные органеллы были включены в гелевую сетку желатиновых криогелей. 

Данные белковые матрицы с диаметром пор от 10 до 50 мкм были применены в качестве 

проточных биореакторов для эффективного фотосинтеза аденозин трифосфата. Позже 

сшитые с помощью ГА желатиновые криогели применяли почти исключительно в каче-

стве матриц для 3-мерного культивирования клеток, и использовали такие клеточные 

препараты для регенерации мягких тканей. Так, криогенной обработкой при -12
о
С 4%-

ного раствора желатины и 1% моль (по отношению к аминогруппам белка) ГА были по-

лучены губчатые криогели, в гелевую сетку которых белок встраивался с эффективно-

стью 79%, а степень набухания которых составляла 33 г H2O/г полимера [11]. Несмотря 

на сравнительно невысокую прочность (до 1 кПа), сформированные материалы успешно 

использованы в качестве подложки для культивирования фибробластов и миобластов, и 

была показана высокая скорость размножения этих клеток в объеме желатиновых крио-

гелей. Схожим образом изготовлены желатиновые криогели, также примененные для 

культивирования фибробластов и первичных кератиноцитов человека [47]. На поверх-

ности полученных губчатых образцов in vitro был сформирован сплошной слой эпите-

лия, и было показано, что фибробласты беспрепятственно мигрируют вглубь пористой 

структуры таких подложек. Доклинические испытания на свиньях показали нетоксич-

ность и биосовместимость желатиновых криогелей с живыми организмами. Гораздо 

большим модулем на сжатие порядка 50 кПа обладали желатиновые криогели, сформи-

рованные криогенной обработкой при -12
о
С реакционного раствора, содержавшего по-
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мимо 3,2% масс. желатина, 0,8% масс. хитозана (150 кДа) и 4,5-5,5% масс. хондроитин-

сульфата [52] - гликозаминогликана, входящего в состав соединительных тканей, костей 

и хрящей и способствующего пролиферации и миграции хондроцитов [134]. Данные 

криогели имели степень набухания порядка 10 г воды/г полимера, систему взаимосвя-

занных пор диаметром 40-135 мкм, и вода с высокой скоростью (порядка 600 мл/ч) про-

текала через цилиндрический блок такого криогеля. Скорость высвобождения хондрои-

тинсульфата в испытательной среде (фосфатный буфер, рН 7,4) была около 90% за 42 

дня. Данные криогели с иммобилизованным хондроитинсульфатом были использованы 

для культивирования хондроцитов крупного рогатого скота. Эффект повышения проч-

ности желатиновых криогелей в результате добавки в исходную композицию хитозана, 

который также способствует адгезии и пролиферации клеток [149], был использован при 

получении имплантов для восстановления хрящевых тканей [48]. Плоские образцы губ-

чатых криогелей, изготовленных обработкой при -12
о
С водной смеси желатин-хитозан-

агароза-ГА (1, 1, 3 и 0,01% масс., соответственно), были стерилизованы и имплантиро-

ваны в место дефекта хрящевой ткани в коленном суставе кролика. Данные гистологии 

показали восстановление хрящевой ткани животных уже после 4 недель и отсутствие в 

районе раны каких-либо воспалительных реакций.  

Аналогично криогелям на основе коллагена [19, 20] и фиброина шелка [62], для 

криогелей на основе желатина характерен меньший диаметр макропор, если исходная 

система являлась двухфазной, напр. суспензией тех же нано-частиц гидроксиаппатита в 

водном растворе желатина, хитозана и ГА, использованной в работе [39]. Увеличение 

доли содержания в исходной суспензии нано-частиц с 30 до 65% масс. в расчете на су-

хой вес исходных компонентов приводило к уменьшению среднего диаметра пор полу-

чаемых композитных криогелей приблизительно с 70 до 40 мкм, а также обуславливало 

некоторое снижение пористости с 73 до 66% и ожидаемому росту прочности на сжатие 

от 2,6 до 3,5 МПа.  

Влияние концентрации глутарового альдегида и желатина в исходном водном ре-

акционном растворе на свойства формируемых белковых криогелей изучено в работе 

[33], в которой проведено in vitro и in vivo биотестирование таких материалов в качестве 

имплантов для залечивания дефектов хрящевой ткани. Раствор, содержавший 1-5% же-

латина и 0,1-0,9% масс. ГА, вносили в стеклянные трубки высотой 50 и диаметром 20 

мм, которые, в свою очередь устанавливали торцом на охлажденной с помощью кипя-
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щего жидкого азота стальной плите и замораживали образец в направлении «от дна к 

верху», и далее замороженный цилиндрический препарат лиофилизовали. С повышени-

ем концентрации белка в исходном растворе характер пористой микроструктуры полу-

ченных криогелей изменялся от вытянутой стержневидной до практически идеальной 

сферической, а диаметр пор и степень пористости  снижались от 200 до 40 мкм и от 99 

до 95%, соответственно. Выше уже отмечалась схожая зависимость диаметра пор белко-

вых криогелей и криосруктуратов от исходной концентрации фиброина шелка [23, 62, 

12]. В меньшей степени к уменьшению пор и степени пористости желатиновых криоге-

лей приводило повышение начальной концентрации ГА. Рост начальной концентрации 

либо белка, либо кросс-агента также был причиной значительного (в случае белка) сни-

жения степени набухания формируемых криогелей с 25 до 5 г H2O /г полимера 

([ГА]=0,01% масс.) и с 12 до 10 г H2O /г полимера ([желатин]=3% масс.), соответствен-

но. Также в результате повышения концентрации кросс-агента в гелеобразующей систе-

ме росла прочность на сжатие получаемых материалов от 25 до 225 кПа, что в среднем в 

4 раза больше прочности тех же материалов при сжатии в поперечном направлении.  

Известны примеры синтеза ковалентных желатиновых криогелей, где межмоле-

кулярную сшивку желатина с помощью ГА сочетали с процессами радикальной поли-

меризации мономеров, присутствующих в реакционной системе совместно с белком. 

Таким способом получали широкопористые криогели из водного раствора, содержащего 

желатин (выделенный из кожи рыбы; 60 кДа), альгинат, 2-гидроксиметилметакрилат 

(ГЕМА) и полиэтиленгликольдиакрилат (ПЭГДА) [55], и позже  – из водного раствора 

желатина, N-изопропилакриламида, N,N’-метиленбисакриламида (0,9, 4 и 1,5% масс., 

соответственно) [61]. Реакцию межмолекулярной сшивки желатина в данных растворах 

инициировали введением 0,125% масс. ГА, а протекавшую параллельно с этим 3-

мерную полимеризацию производных акриловой кислоты – введением системы пер-

сульфат аммония / ТЕМЕД, после чего образцы замораживали и инкубировали при -

12
о
С в течение 24 ч. Не смотря на различные исходные компоненты, полученные губча-

тые криогели обладали практически идентичными свойствами: их степень набухания 

составляла от 8,6 до 10 г H2O /г полимера, диаметр пор был в интервале 25 - 133 мкм, 

скорость протока воды – в интервале 420 - 480 мл/ч. В первом случае криогели обладали 

модулем на сжатие порядка 3 МПа и скоростью биоразложения в стерильных условиях 

около 60% за 8 недель, что в 4 раза быстрее, чем в случае ковалентных желатин-
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хитозановых криогелей [52]. Данные образцы были успешно испытаны in vitro в качест-

ве подложек для культивирования эпителиальных клеток легких человека, а также ус-

пешно испытаны in vivo на мышах. Желатиновые препараты, сформированные во вто-

ром случае, были успешно опробованы в качестве матриц для культивирования клеток 

печени человека Hep G2, на основании чего был сделан вывод о возможности дальней-

шего использования таких криогелей в качестве полимерной основы имплантов для ре-

генерации повреждений печени.  

Традиционно желатин является удобным объектом для химической модификации 

и функционализации с целью изготовления на его основе биосовместимых материалов 

со специфическими свойствами. Наряду с прививкой к желатину различных нано-

волокон (например, поликапролактоновых [83]), макромолекул других белков [86] либо 

полисахаридов [87], известны примеры химической модификации данного белка нена-

сыщенными соединениями акрилового ряда и дальнейшей радикальной крио-

полимеризации таких «желатинизированных» мономеров, приводящей к синтезу белко-

вых криогелей. Таким методом были получены криогели на основе модифицимрованно-

го N-метакриламидом желатина, когда полученный высокомолекулярный «мономер» 

(Рисунок 8) полимеризовали в первом случае [8] при -12
о
С с использованием в качестве 

инициатора ПСА в присутствии ТЕМЕДа, и во втором случае при -30
о
С, инициируя 

процесс с помощью УФ-излучением в присутствии коммерческого фотоинициатора 

Irgcure, с последующей лиофилизацией замороженного образца [35].  

 

 

Рисунок 8. Общая схема синтеза желатинового криогеля путем радикальной по-

лимеризации метакрилового производного желатина [8].  
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Криогели, синтезированные при -30
о
С, обладали диаметром пор не более 130 мкм, 

и больше 250 мкм – когда синтез вели при -12
о
С, т.е. наблюдалась известная для поли-

мерных криогелей тенденция к уменьшении диаметра пор с понижением температуры 

криогенной обработки. Была продемонстрирована совместимость таких полимеризаци-

онных желатиновых криогелей с фибробластами человека; такие материалы были ус-

пешно имплантированы мышам [35].  

В работе [50] исследовано влияние на свойства двухкомпонентных желатиновых 

криогелей типа использованного при синтезе кросс-агента. Криогели были получены 

замораживанием и инкубированием в течение 16 ч при -12
о
С водных растворов желати-

на (4% масс.) и полиэтиленгликоля (1,5% масс., молекулярная масса 2000 и 6000) с до-

бавкой 0,1% ГА, либо 0,1% масс. ЭДК. В Таблице 2 приводится описание таких желати-

новых криогелей, величины выхода гель-фракции, степени набухания, диаметра пор и 

пористости, модуля на сжатие и скорости биоразложения:  

Для полученных материалов была характерна скорость протока порядка 120-240 

мл/ч и диаметр пор в интервале 60-100 мкм независимо от типа кросс-агента. Из приве-

денных данных видно, что при прочих равных условиях использование сшивки «нуле-

вой длины» позволяет получать криогели, обладающие повышенной жесткостью геле-

вой сетки, сочетаемой с высокой степенью набухания, хотя сшивка протекает несколько 

более эффективно с использованием диальдегида.  

 

Таблица 2. Характеристики ковалентных желатиновых криогелей в зависимости 

от типа кросс-агента, использованного при их формировании [50].  

Тип кросс-

агента 

Выход, 

% 

Степень 

набухания 

Пористость, 

% 
Е, МПа 

Скорость 

разложения 

(%/неделя) * 

ГА 98,2 3,2 81 3,4 7 

ЭДК 96,4 12 82 16,9 5 

* (инкубирование при 25
о
С в течение 4 недель в асептических условиях, фосфатный бу-

фер рН 7,4 ) 

 

В работе [53] в качестве кросс-агента также был использован ЭДК при формиро-

вании желатиновых кригелей из реакционных систем, помимо желатина дополнительно 
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содержавших гиалуроновую кислоту (0,25% масс.), являющуюся основным компонен-

том внеклеточного матрикса и способствующей пролиферации клеток [80]. Авторами 

показано, что повышение в исходном растворе концентрации гелеобразующего биопо-

лимера с 4 до 10% масс. приводило к уменьшению среднего диаметра пор (с 245 до 170 

мкм), а также к снижению степени пористости. Аналогичные тенденции наблюдались 

при получении криогелей на основе фиброина шелка и желатина, рассмотренных выше 

[23, 33, 63]. Рост концентрации желатина при постоянном содержании гиалуроновой ки-

слоты и ЭДК (2% масс., по отношению к сухому весу исходных компонентов) в исход-

ном растворе приводил к снижению степени набухания формировавшихся криогелей (с 

12 до 8 г H2O /г полимера), а также к росту величины их модуля Юнга (с 22 до 45 

кПа). Вышеприведенная методика синтеза была модифицирована в работе [49], в кото-

рой криогенной обработке при -16
о
С в течение 16 ч подвергали водные растворы жела-

тин/хондроитинсульфат/гиалуроновая кислота (10/2/0,1 % масс.) и желатин/хитозан/хон-

дроитинсульфат/гиалуроновая кислота (10/2/2/0,1 % масс.). Как и в случае хитозан-

желатиновых криогелей, сшитых с помощью ГА [48], введение в исходную систему 2% 

полисахарида приводило к значительному повышению упругости получавшихся крио-

гелей (от 50 до 241 кПа), а также к заметному увеличению среднего диаметра макропор 

и пористости таких губчатых гелевых материалов (от 200 до 280 мкм и от 75 до 97%, 

соответственно). Желатиновые криогели, полученные в работе [53], были использованы 

в качестве подложки для культивирования стволовых клеток свиньи, а криогели, содер-

жавшие хитозан – для культивирования хондроцитов. В обоих случаях было показано, 

что пористые матрицы, синтезированные сшивкой белка с помощью ЭДК, были неток-

сичными по отношению к испытуемым клеткам, а полученные клеточные препараты 

были успешно имплантированы подопытным животным, что доказывает применимость 

таких белковых криогелей в тканевой инженерии.  

Известны [40] композитные криогели, сформированные из водной суспензии, со-

державшей желатин (0,5; 2,5; 5%) и частицы цеолита (0,5; 2,5; 5% масс.) в качестве ан-

тибактериального агента [82]. К обработанным ультразвуком суспензиям добавляли 

раствор формальдегида, смесь замораживали при -20
о
С и лиофилизовали. В отличие от 

композитных криогелей на основе желатина, коллагена и фиброина, содержавших 

включения нано-частиц гидроксиаппатита [20, 39], повышение содержания цеолита 

приводило к увеличению размера пор формируемых губчатых композитных криогелей 
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от 100 до 500 мкм, что авторы объясняют агломерацией частиц дисперсного наполните-

ля. Полученные образцы были испытаны на животных в качестве антибактериальных 

повязок для заживления поврежденного кожного покрова: организм животных не оттор-

гал наложенные на рану композитные криогели, которые обеспечивали нарастание на 

раневой области новой покровной ткани, а инкорпорированные в криогель частицы цео-

лита препятствовали загноению раны.  

Цитотоксический эффект от использования низкомолекулярных альдегидов при 

синтезе криогелей, в дальнейшем применяемых в качестве подложек для культивирова-

ния клеток, можно резко уменьшать использованием для этой цели окисленных произ-

водных полисахаридов, например, крахмала, КМЦ или декстрана [19, 22, 84]. Так, в ра-

боте [54] в качестве сшивающего агента был использован диальдегид-декстран, полу-

ченный (Рисунок 9) окислением декстрана с помощью периодата натрия [85].  

Раствор белка и производного декстрана (4 и 0,1 % масс., соответственно), в кото-

рых затем диспергировали частицы наночастицы гидроксиаппатита, замораживали и 

икубировали при -12
о
С с получением после оттаивания (через 48 ч) упругих композит-

ных желатиновых криогелей. Криогели обладали порами порядка 70-160 мкм, модулем 

на сжатие порядка 18 кПа и степенью набухания 5 г H2O /г полимера. Эти материалы 

были успешно испытаны на кроликах в качестве имплантов для заживления дефектов 

костной и хрящевой тканей. 

 

 

Рисунок 9. Схема реакции окисления декстрана под действием периодата натрия 

с получением карбонил-содержащего производного (б), использованного в рабо-

тах [2, 13, 54] в качестве сшивающего агента при синтезе ковалентно-сшитых же-

латиновых криогелей.  
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Сшитые с помощью окисленного декстрана желатиновые криогели, не содержав-

шие каких-либо дисперсных добавок [2], были получены криогенной обработкой при -

12
о
С начального водного раствора желатина и производного декстрана в массовых со-

отношениях 1:3 – 3:1 (суммарно 4% масс.). Авторы показали, что повышение содержа-

ния желатина в исходной системе приводило к образованию менее плотно сшитой геле-

вой сетки, что почти не сказывалось на степени набухания образцов (порядка 5,5 г H2O 

/г полимера), но обуславливало некоторое повышение модуля на сжатие образцов в гид-

ратированном состоянии (от 0,66 до 1,07 кПа; от 1,86 до 2,78 кПа в случае лиофилизо-

ванных образцов), что было связано с утолщением в меньшей мере сшитых стенок мак-

ропор. Теми же авторами [13] получены криогели путем криогенной обработки при ана-

логичных условиях водного раствора желатина, окисленного декстрана и хитозана (мас-

совая доля каждого биополимера в растворе 1% масс.). Диаметр пор таких криогелей со-

ставлял 50-200 мкм, при этом поры имели более правильную форму и гладкие стенки, 

чем в случае эквиконцентрированных криогелей из хитозана и желатина, сшитых с по-

мощью ГА. В работе этот эффект объяснен более быстрой сшивкой биополимеров с по-

мощью ГА, в отличие от окисленного декстрана. Желатиновые криогели, содержавшие 

хитозан, обладали большей прочностью – 9 кПа против 1,07 кПа в исследовании [2].  

 

 

Рисунок 10. Обобщенная схема взаимодействия окисленного декстрана и желатина, 

предложенная авторами работы [2] по данным ЯМР-исследования продуктов реак-

ции сшивки.  
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В наибольшей мере изученными нековалентными криогелями являются макропо-

ристые системы на основе поливинилового спирта (ПВС), которые также часто фори-

руют в композиции с различными биополимерами, например, желатином. Так, губчатые 

криогели в форме мембран толщиной 1,5 мм были получены замораживанием при -20
о
С 

водного раствора ПВС и желатины (9 и 1% масс., соответственно), с последующим мед-

ленным оттаиванием и затем инкубированием в течение суток полученных образцов в 

коагуляционной ванне (7,5% KOH и 1M Na2SO4) [56]. Включение в данный процесс еще 

одного цикла замораживания/оттаивания позволяло формировать образцы с более плот-

ной гелевой сеткой, о чем свидетельствует снижение степени набухания с 25 до 10 г H2O 

/г полимера и что является известной тенденцией для ПВС-криогелей [98]. Аналогич-

ный режим криогенной обработки системы, в которую предварительно вводили микро-

суспензию эндотелиальных клеток КРС, также позволял получать макропорситые крио-

гели, содержавишие иммобилизованные клетки, равномерно распределенные во всем 

объеме материала и пролиферировавшие в ходе дальнейшего инкубирования образцов в 

питательной среде. Вышеописанная методика позже была модифицирована с целью 

формирования ПВС-желатиновых криогелей [57], содержавших инкапсулированные 

миобласты КРС, с целью повышения скорости размножения клеток при дальнейшем 

культивировании таких препаратов. В раствор ПВС и желатина (9 и 1% масс., соответ-

ственно) в смеси вода/ДМСО/плазма крови КРС (80/10/10% об., соответственно) вноси-

ли суспензию клеток, после чего системы замораживали и инкубировали в течение 24 ч 

при -70
о
С. Полученные после оттаивания криогели были использованы в качестве под-

ложек для культивирования эндотелиальных клеток (введенных в объем уже готового 

криогеля) и миобластов. Показано, что низкотемпературная обработка гелеобразующих 

систем, содержавших клеточную суспензию, не приводила к гибели миобластов, и при-

ложение к полученным криогелям циклической механической нагрузки способствовало 

пролиферации клеток обоих типов в объеме ПВС-желатинового криогеля.  

При формировании криоструктурированных гелевых систем на основе фибрил-

лярных белков, мало растворимых в воде, как правило отдают предпочтение получению 

криоструктуратов способом, предусматривающим замораживание и лиофилизацию 

двухфазных систем, содержащих такие биополимеры. Напротив, желатин хорошо рас-

творим в воде, и его растворы в большинстве случаев служат исходной реакционной 

системой для формирования криогелей методом криотропного гелеобразования. Однако 
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в некоторых случаях в раствор белка вносят твердые частицы [41], и полученные сус-

пензии, как и в случае фибриллярных белков, используют для формирования криострук-

туратов. Однако, в случае легко растворимых в воде глобулярных белков, требуется до-

полнительная химическая стабилизация полученных на их основе широкопористых 

лиофилизатов. Для этой цели белковые криоструктураты обрабатывают кросс-агентами, 

растворенными в среде, являющейся одновременно нерастворителем для данного био-

полимера, например, желатина. Так, в работе [21] для этой цели использован 0,5%-ный 

раствор дженипина в этиловом спирте для сшивки лиофилизата, полученного из замо-

роженной при -50
о
С водной дисперсии нано-частиц серебра, в свою очередь синтезиро-

ванных in situ в растворе желатина [90]. Повышение содержания нано-частиц серебра в 

исходной системе с 10 до 40 мМ приводило к увеличению диаметра пор получаемых 

криоструктуратов 1-го типа со 100 до 1000 мкм, причем добавка в систему 30% масс. 

частиц мелкодисперсного стекла (в качестве армирующей добавки) приводила к сниже-

нию диаметра пор до 600 мкм, а также к некоторому росту выхода гель-фракции от 80 

до 90% и к замедлению биодеградации таких композитных криоструктуратов.  

В работе [34] был использован дженипин для получения ковалентных желатино-

вых криоструктуратов 2-го типа. На первой стадии из водного раствора жела-

тин/агароза/дженипин (0,2/1,8/0,04% масс., соответственно) при комнатной температуре 

был сформирован гидрогель в форме мембран толщиной 0,4 мм, впоследствии подверг-

нутый замораживанию при -85
о
С и лиофилизации с получением твердого пористого 

структурата. Данные материалы были испытаны в качестве эффективных биодегради-

руемых мембранных фильтров для отделения примесей нефти от воды.  

В работе [32] получены губчатые желатиновые криоструктураты 2-го типа на ос-

нове гидрогеля, являвшегося продуктом полимеризации при комнатной температуре ме-

такрилового производного желатина, синтезированного по методике, ранее использо-

ванной в работах [8, 35], в присутствии 2 моль % фотоинициатора Irgacure 2959. Затем 

данный гель замораживали при -30
о
С и высушивали лиофильно, причем в первом вари-

анте проводили градиентное замораживание образцов (цилиндрический образец гидро-

геля охлаждали со стороны одного торца) со скоростью охлаждения 0,15
о
С/мин, а в па-

раллельном опыте – замораживали при конечной отрицательной температуре. Анало-

гично сшитым с помощью ГА желатиновым криогелям [33] и коллагеновым некова-

лентным криоструктуратам 1-го типа [43], сформированным при градиентном охлажде-
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нии начальной системы, микроструктура синтезированных подобным образом желати-

новых криоструктуратов 2-го типа имела ярко выраженный капиллярный характер мак-

ропор, при этом поперечный диаметр вытянутых пор был в диапазоне 20-30 мкм в рай-

оне непосредственного соприкосновения гидрогеля с охлаждающей поверхностью до 

порядка 300 мкм в верхней его части, не соприкасавшейся с охлаждающей плитой. По-

лученные упругие губчатые материалы были успешно испытаны в качестве подложек 

для трехмерного культивирования фибробластов, эндотелиальных, глиальных и др. кле-

ток человека.  

Ионоторопные криоструктураты 1-го типа [51] были сформированы обработкой 

водным раствором CaCl2 (0,5% масс.) биополимерного лиофилизата, полученного в ре-

зультате замораживания и сублимационной сушки при -20
о
С раствора гиалуроновой ки-

слоты, желатина и альгината (10; 0,5-2,25; 0,5-2,25 % масс., соответственно). При этом 

альгинат натрия в составе широкопористого многокомпонентного белкового лиофили-

зата выступал в качестве гелеобразующего биополимера, поскольку карбоксильные 

группы в составе β-D-маннуронатных фрагментов, составляющих основную цепь данно-

го анионного полисахарида, образовывали множественные межмолекулярные хелатные 

связи с ионами Ca
2+

 на стадии обработки биополимерного лиофилизата раствором 

CaCl2. Эти ионные «мостики» стабилизировали гелевую сетку (Рисунок 11) формиро-

вавшегося в конечном итоге многокомпонентного криоструктурата. Полученные крио-

структураты обладали гетерогенной в отношении формы и размера пор микрострукту-

рой, с диаметром пор в интервале 50-250 мкм, а также имели степень набухания порядка 

80 г H2O /г полимера. Данные криоструктураты были имплантированы в субкутий жи-

вотным, и было показано, что импланты полностью биосовместимы с организмом и 

прорастают клетками на половину толщины уже через 10 дней после вживления.  

В патенте [31] описан принципиально новый способ формирования желати-

новых широкопористых криоструктуратов, примененных в качестве подложек для 

трехмерного культивирования различных клеток. Раствор желатина в ДМСО, до-

полнительно содержавший еще один растворенный полимер (например, поливи-

ниловый спирт) и суспензию мелкодисперсного наполнителя (например, измель-

ченного коллагена) замораживали при при температуре на 15...40°С ниже точки 

кристаллизации диметилсульфоксида (19°С), затем замерзший растворитель экст-

рагировали этанолом при -15...-30°С, после чего полученный  структурат  обраба- 

https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Mannuronate&action=edit&redlink=1
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тывают 6-36 ч при 0...30°С 1-10% масс. раствором кросс-агента (ГА, дженипин, 

либо ЭДК) в этаноле. Практически весь процесс формирования таких желатино-

вых криоструктуратов протекает в безводной среде – это исключает риск конта-

минации гелевой фазы таких материалов микроорганизмами-паразитами и делает 

возможным использование данных губчатых криоструктуратов в отетственных 

приложениях биомедицинского профиля, наприме, в качестве подложек для куль-

тивирования клеток и созданиия на их основе биоконструкций для тканевой ин-

женерии. В частности, полученные криоэкстракцией ковалентные широкопорис-

тые желатиновые криоструктураты были применены в качестве подложек для 

культивирования ММСК либо фибробластов человека.  

 

 

Рисунок 11. Обобщенная схема формирования композиционного биополимерного 

криоструктурата 1-го типа на основе желатина, гиалуроновой кислоты и альгината 

натрия [51], стабилизированных хелатными связями между макромолекулами по-

следнего.  
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2.2.3. Криогели и криоструктураты на основе глобулярных белков. 

Различные криогели и криоструктураты для применения в тканевой инженерии 

часто получают из смесей белков, включающих в свой состав, глобулярные белки. Гло-

булярные белки характеризуются компактной плотной сферообразной конформацией. 

Как правило, криогели получают из глобулярных белков животного происхождения, и 

эти белки обладают разнообразными функциями в организме: ферментативной, регуля-

торной, транспортной, структурообразующей и др.  

Фибриноген является олигомерным глобулярным белком плазмы крови, состоя-

щим из трех соединенных дисульфидными мостами пептидных цепей. Он участвует в 

процессе свертывании крови, а также промотирует взаимодействия между отдельными 

клетками [91]. В работе [15] данный белок добавляли в количестве 0,03-3,1% масс. к 

водному раствору желатин/ГА (4,3-2,1/0,05-0,5% масс., соответственно), который затем 

замораживали при -12
о
С и выдерживали в замороженном виде 24 ч с последующим от-

таиванием при комнатной температуре. Средний диаметр пор полученных в результате 

белковых криогелей мало зависел от исходной конценрации фибриногена и кросс-агента 

и был в интервале 70-80 мкм. При этом повышение [ГА] приводило к значительному 

падению степени набухания (от 30 до 5 г H2O /г полимера) таких губчатых криогелей, а 

также почти к 10-кратному падению скорости их 100%-ной биодеградации при инкуби-

ровании в 0,025%-ном растворе трипсина (от 30 до 750 мин). Было предложено исполь-

зовать данные губчатые биоразлагаемые криогели в качестве подложек для культивиро-

вания фибробластов.  

В другом исследовании [37] криогенной обработкой при -20
о
С водной суспензии 

нано-частиц гидроксиаппатита (2% масс.) в растворе желатина (4% масс.), куда перед 

замораживанием вводили ЭДК (0,5 мг/мл) и морфогенетический белок кости (2% масс., 

так называемый MHP-2), были синтезированы композитные криогели. MHP-2 является 

глобулярным белком, входящим в суперсемейство трансформирующих факторов роста. 

Сейчас известно 20 белков, входящих в данную группу, которые выполняют различные 

функции: контролируют клеточную репродукцию, программируемую гибель клеток, 

миграцию клеток, спецификацию мезодермы, и др [88]. MHP-2 является фактором роста 

костной ткани, способствующим дифференцировке стволовых клеток [89], и его вклю-

чение в состав композитных желатиновых криогелей позволило существенно повысить 

эффективность миодифференцировки стволовых клеток, которые культивировали в 
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объеме полученных губчатых материалов. Диаметр пор (112±12 мкм) криогелей, синте-

зированных в отсутствии нано-частиц, практически не отличался от диаметра пор ком-

позитных криогелей (108±10 мкм), и, не смотря на наличие нано-частиц в исходной сис-

теме и более низкую температуру замораживания, превышал диаметр пор желатиновых 

криогелей, полученных в исследовании [15]. Степень набухания композитных криоге-

лей составляла порядка 10 г H2O /г полимера. Их модуль упругости данных композит-

ных белковых криогелей достигал 0,3 МПа за счет наличия в составе частиц гидрокси-

аппатита, что позволило успешно использовать полученные материалы в качестве им-

плантов для регенерации костной ткани у подопытных животных. В частности, было 

показано, что в условиях in vivo остеобласты хорошо размножались в макропорах таких 

биосовместимых белковых подложек.  

Другим примером криогелей, полученных из двухкомпонентных белковых сис-

тем, являются криоструктураты на основе водных суспензий суммарного белка, изоли-

рованного из семян растений семейства соевых, являющегося доступным биодегради-

руемым биополимерным предшественником для получения изделий биомедицинского 

назначения [105, 106]. Обезжиренный изолят соевого белка состоит на 80% из белков-

глобулинов 7S (-конглицинина), 11S (глицинина), а также -конглицинина [147, 149]. 

Широкопористые криогели на основе суммарного белка сои были получены в работе 

[14], где водную дисперсию изолята сои (3-5% масс.) нагревали при 90
о
С для частичной 

денатурации и желирования белка [103], с последующей добавкой в обработанную сус-

пензию трансглутаминазы (ТГЗ), после чего данную систему инкубировали в течение 1 

ч при 40
о
С, замораживали при -15

о
С и лиофилизовали. Трансглутаминаза катализирует 

реакцию между боковыми карбоксамидными и первичными аминогруппами макромоле-

кул белка с образованием межмолекулярных ε-пептидных связей (Рисунок 12), при этом 

не встраиваясь в образующуюся сшитую полимерную сетку, что обуславливает приме-

нение данного природного кросс-агента в биотехнологии и пищевой промышленности. 

Диаметр пор полученных ферментативной сшивкой криогелей лежал в диапазоне 20-120 

мкм и был несколько больше при наименьшем исходном содержании белка в системе 

(3% масс.). Было показано, что данные материалы полностью биосовместимы и неток-

сичны по отношению к мезенхимным стромальным клеткам человека (МСК).  
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Рисунок 12. Схема реакции сшивки между глутамильными и лизильными группами 

в составе макромолекул белка сои под действием трансглутаминазы (ТГЗ) с образо-

ванием -пептидной межмолекулярной связи. [103] 
 

При формировании ковалентных криоструктуратов 2-го типа на основе соевого 

белка [42] в качестве водорастворимого кросс-агента был использован диальдегид - гли-

оксаль, являющийся менее токсичным, чем ГА [104], с точки зрения применения in vivo 

полученных с его помощью сшитых гелевых систем. В водные суспензии соевого белка 

(5% масс.) и желатина (либо, в альтернативном варианте, пектина) (5% масс.) вносили 

предварительно замороженный водный раствор глиоксаля, который при оттаивании, 

обеспечивал более равномерное введение кросс-агента в гелеобразующую систему, что, 

по мнению авторов, должно сказываться на формировании более однородной по частоте 

сшивки пространственной сетки. Смесь предшественников инкубировали при комнат-

ной температуре в течение часа, замораживали при -40
о
С и лиофилизовали. Диаметр пор 

полученных биополимерных криоструктуратов был в интервале 100-200 мкм, при этом в 

случае пектин-содержащих криоструктуратов диаметр пор был существенно ниже (70 

мкм), что подчеркивает зависимость морфологии криоструктурированных гелевых сис-

тем от типа предшественников [98, 143]. Для сравнительной оценки цитотоксичности 

полученных материалов по отношению к фибробластам аналогичным способом были 

получены криоструктураты, сшитые с помощью ЭДК. При этом в случае объемного 

культивирования клеток в широкопористых подложках, сшитых с помощью диальдеги-

да, наблюдалось значительное сокращение популяции клеток, в сравнении с подложка-

ми, сшитыми с помощью карбодиимида, что указывает на цитотоксическое действие 

продуктов биодеградации гелевой сетки, включавшей фрагменты диальдегида.  

Основной белок молока казеин также был использован в качестве биополимерно-

го предшественника для формирования белковых криогелей. Первичная структура дан-

ного белка примерно на 30 весовых % состоит из глутаминовой кислоты, пролина и 

лейцина, его вторичная структура не включает дисульфидных связей. Казеин является 
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олигомерным белком, не имеющим ярко выраженной третичной структуры, нераство-

римым в воде и присутствующим в водных средах в виде мицелл [142]. В рамках иссле-

дования [11] были получены казеиновые криогели ферментативной сшивкой казеина 

(5% масс., фосфатный буфер, рН 8) с помощью трансглутаминазы (0,9% масс.) в неглу-

боко замороженной среде (-12
о
С, в течение 14 суток). Эффективность ферментативной 

сшивки составила порядка 80%, что было сопоставимо с величиной выхода гель-

фракции желатиновых криогелей, полученных в параллельном опыте ковалентной 

сшивкой белка с помощью ГА при идентичной температуре. В то же время степень на-

бухания казеиновых криогелей была в полтора раза ниже, чем у желатиновых криоге-

лей, сшитых с помощью ГА (20 против 33 г H2O /г полимера, соответственно), получен-

ных в этой же работе, что может свидетельствовать о формировании под действием ТГЗ 

более плотно сшитой ковалентной гелевой сетки.  

Глобулярные белки класса альбуминов благодаря доступности и относительной 

простоте выделения также используют в качестве биополимерных предшественников 

при получении широкопористых белковых криогелей и криоструктуратов. В частности, 

известны примеры формирования физических и ковалентно сшитых криогелей на осно-

ве альбумина, выделенного из яичного белка, т.е. овальбумина. Впервые эффект крио-

тропного гелеобразования овальбумина под действием денатурирующего агента был 

описан в работе [24], в которой было показано, что обработка замораживанием при -

11
о
С растворов овальбумина с концентрацией 0,25-5% масс., содержавших добавку хао-

тропного агента - мочевины (0,125-5,0 моль/л), приводит к формированию губчатых 

альбуминовых криогелей, гелевая сетка которых стабилизирована в основном за счет 

нековалентных гидрофобных взаимодействий между отдельными участками полипеп-

тидных цепей. Варьирование температуры криогенной обработки исходных смесей в 

диапазоне от -32 до -8
о
С практически не сказывалось на величине выхода гель-фракции 

(порядка 90%). Эффективность криотропного гелеобразования овальбумина в случае 

низкой концентрации мочевины (0,125 моль/л) в исходном растворе в значительной ме-

ре зависела от рН: повышение рН системы приводило к более чем 2-кратному сниже-

нию выхода гель-фракции до 40%. Ковалентно сшитые с помощью ГА овальбуминовые 

криогели были синтезированы в работе [16]. В водные растворы овальбумина и хитоза-

на, дополнительно содержавшие ферменты глюкозоксидазы, либо пероксидазы хрена, 

вводили раствор ГА и замораживали при -18
о
С. После оттаивания образцов были полу-
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чены губчатые белковые криогели с диаметром пор в интервале 40-120 мкм, гелевая фа-

за которых включала иммобилизованные ферменты. Повышение содержания хитозана в 

исходной реакционной системе приводило к росту механической прочности губчатых 

образцов. Для данных криогелей была характерна высокая скорость протока воды – по-

рядка 660 мл/ч, что позволило использовать эти материалы в качестве биокатализаторов 

проточного типа. Было показано, что иммобилизованные в таких широкопористых мат-

рицах ферменты сохраняли до 80% своей изначальной активности.  

 

2.3. Сывороточный альбумин и функциональные материалы на его основе. 

Содержание альбумина в сыворотке крови достигает 50% от ее суммарного белка, 

и в литературе описан ряд опытов по синтезу и исследованию свойств криогелей и 

криоструктуратов на основе сывороточного альбумина, а также суммарного белка сыво-

ротки крови. Структура и свойства сывороточного альбумина незначительно отличают-

ся в зависимости от видовой принадлежности используемой для его выделения крови, и 

в виду распространенности альбумин сыворотки крови крупного рогатого скота можно 

рассматривать как удобный объект для получения криогелей и криоструктуратов и их 

дальнейших испытаний in vivo.  

 

2.3.1. Свойства и практическое применение сывороточного альбумина. 

Альбумин сыворотки крови КРС (или бычий сывороточный альбумин - БСА) – 

это одноцепочечный белок сравнительно небольшой молекулярной массы, порядка 66 

кДа, первичная структура которого включает 583 аминокислотных остатка (585 остатков 

в случае человеческого альбумина), в том числе 60 остатков лизина, суммарно 100 ос-

татков аспарагиновой и глутаминовой кислот, и 35 остатков цистеина, 34 из которых 

образуют дисульфидные мосты, и один остаток (Цис-34) имеет свободную сульфгид-

рильную группу и способен образовывать дисульфидную связь с таким же свободным 

остатком другой макромолекулы альбумина, приводя к образованию его димера [157]. 

Около 67% всех аминокислотных остатков данного белка участвуют в образовании α-

спиралей, а его третичная структура, согласно данным рентгеновской кристалографии 

[148], имеет конформацию «сердца» (Рисунок 13: а), в растворе переходящую в эллип-

соид. Третичная структура альбумина включает три гомологичных домена, каждый из 
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которых, в свою очередь, состоит из двух суб-доменов (А и В), содержащих по 4 и 6 α-

спиралей, соответственно [99, 148].  

 

 

(а)  
(б) 

Рисунок 13. (а) Обобщенное изображение третичной структуры бычьего сыворо-

точного альбумина, а также расположения в ней различных сайтов специфического 

связывания (б).  
 

Таблица 3. Сайты связывания в макромолекуле сывороточного альбумина [99]. 

Сайт Связываемый иганд 

I Жирные кислоты 

II L-тироксин, D- и L-триптофан, хлорид-ион 
III Билирубин, некоторые красители 

IV Cu
2+

 Ni
2+

 

V гемин 
VI Салицилат, сульфаэтидол, сульфатиазол 

 

В глобуле альбумина имеется несколько сайтов (Рисунок 13: б), характеризую-

щихся низкой и высокой аффинностью к тем или иным лигандам [107]. Так, Сайт I в 

макромолекуле сывороточного альбумина участвует в связывании до 40-60 молекул 

прямого (несвязанного) билирубина. Способность альбумина связывать различные 

(Таблица 3) часто токсичные для организма метаболиты обусловила применение данно-

го белка в качестве среды экстракорпорпоральных шунтов – устройств для инфильтраци 

крови, имплантируемых пациентам, страдающим от печеночной и/или почечной недос-

таточности [92]. Данные экстракорпорпоральные шунты наряду с такими методами, как, 

например, диафильтрация плазмы [93], предназначены для удаления билирубина, липо-
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полисахаридов и др. Еще одной важной природной функцией альбумина является под-

держание осмотического давления в кровеносных сосудах, и по этой причине в меди-

цинской практике широко распространены инфузии раствора альбумина в качестве 

плазмозаменителя [94] пациентам, страдающим как от больших кровопотерь, так и в ря-

де других клинических случаев [95-97]. Доступность сывороточного альбумина, а также 

наличие в его первичной структуре большого количества боковых амино-, карбоксиль-

ных, амидных и др. функциональных групп и сайтов специфического связывания делает 

данный белок удобным объектом для синтеза на его основе биоконьюгатов-носителей 

различных лекарственных соединений [108, 109],белков [110] и др., а также биосорбен-

тов [111] и прочих функциональных материалов и медицинских препаратов. В литера-

туре также описан ряд исследований, посвященных получению губчатых криогелей и 

криоструктуратов на основе сывороточного альбумина.  

 

2.3.2. Примеры широкопористых криогелей и криоструктуратов на основе 

альбумина и других белков плазмы крови. 

К одним из первых упоминаний альбуминовых криогелей относится ряд работ 

[25-30], в которых альбуминовые губчатые матрицы были использованы в качестве но-

сителей для иммобилизации различных органелл клеток с получением соответствующих 

биокатализаторов. Методика формирования БСА-криогелей в каждом из этих экспери-

ментов, проведенных различными исследователями, была практически идентичной, и в 

качестве исходной системы авторы использовали суспензию каких-либо органелл кле-

ток или бактерий в К-фосфатном буфере (рН 6,5-7,1) с растворенными в нем БСА (4,6-

7%) и добавкой глутарового альдегида (0,35%). После смешения всех компонентов по-

лученную двухфазную реакционную систему замораживали и инкубировали в течение 

2-12 часов при заданной отрицательной температуре в интервале от -20 до -30
о
С с по-

следующим оттаиванием образцов при 4
о
С. Авторы данного цикла исследований прак-

тически не уделяли внимания изучению физико-химических и структурных особенно-

стей губчатых БСА-криогелей, сделав основной акцент на изучении активности иммо-

билизованных клеток. В этой связи можно дать лишь краткую характеристику каждой 

работы. В исследовании [29] по данным СЭМ охарактеризована микроструктура БСА-

криогелей, содержавших иммобилизованные хроматофоры, выделенные из бактерий 

Rhodopseudomonas capsulata. Диаметр пор криогелей находился в интервале 10-50 мкм. 
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Полученные образцы были испытаны в качестве биореакторов для синтеза АТФ. Ранее 

этим же коллективом авторов БСА-криогели были использованы для иммобилизации по 

аналогичной методике тилакоидов, выделенных из листьев салата Latuca sativa, и фер-

мента гидрогеназы, выделенной из бактерий Clostridium pastorianum [30]. Синтезиро-

ванные в результате губчатые БСА-мембраны были испытаны в качестве биокатализа-

торов для получения водорода. В работе [25] БСА-криогели были использованы в каче-

стве носителя иммобилизованного субмембранного фрагмента тилакоидов. В работе 

[28] изучено влияние присутствия в исходной реакционной системе различных катионов 

металлов на активность тилакоидов, иммобилизованных в БСА-криогелях. Полученные 

по идентичной методике БСА-криогели использованы в качестве пористой основы для 

иммобилизации термофильных бактерий линии PS3 и бактерий Escherichia coli [27], а 

также для иммобилизации цианобактерий вида Phormidium luridum и Anacystis nidulans 

[26].  

В работе [9] была применена многостадийная методика формирования криострук-

туратов 1-го типа на основе смеси альбуминов человека, свиньи и КРС. На начальном 

этапе в раствор сывороточного альбумина (10%, 0,125М NaCl, pH 8) вводили дитиотре-

ит (0,5М), что приводило к расщеплению дисульфидных мостов в глобулах альбумина и 

олигомеризации денатурированных таким образом макромолекул через реакции тиол-

дисульфидного обмена [12 из обсуждения]. Затем обработанный белок сшивали под 

действием ТГЗ (12,5 ммоль/л) при 37
о
С в течение 16 ч. В раствор, содержавший олиго-

мерный альбумин, вводили 6-молярный раствор мочевины (0,1М NaAc, pH 5), инкуби-

ровали при 25
о
С в течение 4 ч и гомогенизировали обработанный таким образом препа-

рат. Полученную микросуспензию белка замораживали при -80
о
С и высушивали лио-

фильно. Сформированный в результате широкопористый лиофилизат предварительно 

олигомеризованного альбумина дополнительно сшивали в течении 2 ч с помощью паров 

формальдегида. Таким образом, гелевая сетка полученных БСА-криоструктуратов была 

стабилизирована межмолекулярными дисульфидными, амидными и альдиминными свя-

зями. Данные БСА-криоструктураты обладали высокой степенью набухания (более 40 г 

H2O /г полимера), значительной пористостью (97%) при среднем диаметре пор 89±35 

мкм, и высокой прочностью (максимально усилие на разрыв достигало 130 кПа). Не-

смотря на использование при синтезе данных материалов токсичного кросс-агента 

(формальдегид), сформированные губчатые криоструктураты были успешно испытаны 
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на адгезию и пролиферацию мультипотентных мезенхимных стволовых клеток КРС, ко-

торые впоследствии подвергали остеогенной миодифференцировке. Данные БСА-

криоструктураты обладали значительно более низкой скоростью биодеградации, в отли-

чие от коллагеновых криогелей, синтезированных для аналогичных целей [78].  

Еще одним фактором, обуславливающим высокий потенциал альбумина как био-

полимерного предшественника для различных материалов биомедицинского назначе-

ния, в том числе криогелей и криоструктуратов на его основе, является возможность ис-

пользования в качестве исходной реакционной системы непосредственно плазмы или 

сыворотки крови. Так, сыворотка крови КРС, в которую вводили ГА (0,05% масс.), была 

использована в работах [58, 59] в качестве реакционной среды для синтеза белковых 

криоструктуратов 2-го типа: на начальном этапе сыворотку, содержавшую кросс-агент, 

инкубировали при комнатной температуре с получением на ее основе гидрогеля, кото-

рый затем замораживали при -20
о
С и лиофилизовали. Синтезированные в результате 

белковые криоструктураты были использованы в качестве подложек для культивирова-

ния остеобластов, и полученные таким образом клеточные структураты были успешно 

имплантированы животным и испытаны в условиях in vivo для регенерации костной 

ткани.  

* * * 

Как следует из литературного обзора, физико-химические и эксплуатационные 

характеристики белковых криогелей во многом зависят от природы предшественников, 

типа начальной реакционной системы, последовательности и параметров стадий форми-

рования гелевой сетки и криоструктурирования. Существуют различные схемы синтеза 

криогелей и криоструктуратов на основе белков, выбор которых определяет природа ис-

пользуемого белкового предшественника. Учитывая, что в настоящее время литератур-

ные источники в основном касаются синтеза и изучения свойств широкопористых аль-

буминовых криогелей и криоструктуратов, сшитых с помощью токсичных альдегидных 

соединений, актуальной задачей является получение и исследование ковалентных аль-

буминовых криогелей, пространственная сетка которых не содержала бы включений, 

привнесенных с кросс-агентом. Многообещающим выглядит биомедицинское примене-

ние таких полностью состоящих из сывороточного альбумина криогелей, например, в 

качестве носителя различных клеточных культур для нужд тканевой инженерии, либо в 

качестве носителей лекарственных веществ.  
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ГЛАВА III.. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

 

3.1 Материалы 

В работе без дополнительной очистки были использованы бычий сывороточный 

альбумин (БСА; № по каталогу А7906), мочевина (≥99.5%), цистеин (Цис, ≥ 99.5%), N-

(3-диметиламинопропил)-N’-этилкарбодиимид гидрохлорид (ЭДК), глутаровый альде-

гид (ГА, 50%-ный водный раствор) (все – Sigma-Aldrich Inc., США), альбумин сыворот-

ки крови человека (ЧСА, 10%-ный водный раствор, Микроген, РФ), додецилсульфат на-

трия (ДДС-Na, Serva, Германия), краситель метиленовый синий (Merck GmbH, Герма-

ния), 1,4-дитиотреит (ДТТ, Panreac Quimica S.A.U., Испания), гуанидин гидрохлорид 

(Helicon, РФ). Для приготовления растворов исходных реагентов применяли воду, очи-

щенную по технологии Milli-Q.  

Водный раствор фермента органофосфатгидролазы (His6-ОФГ) с концентрацией 

1,6 г/л и активностью фермента 3820 ед. акт./мл, а также раствор параоксона (Sigma-

Aldrich Inc., США) с концентрацией 11 мМ предоставлены лабораторией экобиокатали-

за Химфака МГУ им. М.В. Ломоносова (Зав. лаб. д.б.н. Е.Н. Ефременко).  

Для нагружения БСА-криогелей различными антибиотическими и антибактери-

альными агентами использовали следующие препараты: ванкомицин (Teva 

Pharmaceutical Industries Ltd., Израиль), кларитромицин (Abbot France, Франция), тазо-

цин (Weyth, Австрия), гентамицин (Борисовский завод медицинских препаратов, Бела-

русь), полиэтиленгликоль (ПЭГ-400, Mw=400, Clariant, Швейцария).  

Для получения криогелей и криоструктуратов на основе суммарного белка сыво-

ротки крови использовали плазму крови человека, предоставленную группой к.м.н. А.В. 

Цискарашвили (ЦИТО им. Н.Н. Приорова), а также плазму крови крупного рогатого 

скота, предоставленную группой д.б.н. И.П. Савченковой (ВИЭВ им. Я.Р. Коваленко).  

 

3.2 Оборудование 

При замораживании растворов для формирования альбуминовых криогелей и 

криоструктуратов использовали криострат F-32 (Julabo, Германия) либо ультракриостат 

ТЖ-ТС-01/16Л-100 («Лабораторное Оборудование и Приборы», Санкт-Петербург, РФ). 

Высушивание полученных образцов альбуминовых криогелей и криоструктуратов, а 

также водных растворов БСА и образцов плазмы/сыворотки крови проводили с исполь-
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зованием лиофильной установки ALPHA 1-2 LD plus (Martin Christ, Германия). Досуши-

вание до постоянного веса отжатых от несвязанной влаги или лиофилизованных образ-

цов альбуминовых криогелей и криоструктуратов проводили с помощью воздушного 

термостата SNOL 24/200 (AB Utenos Elektrotechnika, Литва). Калориметрические изме-

рения проводили на дифференциальном адиабатном сканирующем микрокалориметре 

ДАСМ-4 (НПО «Биоприбор», Пущино) в группе д.х.н. В.Я. Гринберга (ИНЭОС РАН). 

Макропористую морфологию альбуминовых криогелей изучали с помощью оптического 

стереомикроскопа SMZ1000 (Nikon, Япония), оборудованного системой цифровой запи-

си изображения MMC-50C-M (MMCSoft, РФ). УФ-фотометрические измерения прово-

дили с использованием УФ-спектрометра T70 UV/VIS Spectrometer (PG Instruments Ltd., 

Великобритания).  

 

3.3 Методики проведения экспериментов 

3.3.1а. Формирование альбуминовых криогелей 1-го типа. 

Сухой порошок БСА растворяли в рассчитанном объеме воды с получением рас-

творов, конечная концентрация белка в которых составляла 30, 40, либо 50 мг/мл. Затем 

к полученному раствору добавляли и растворяли требуемое количество мочевины, кон-

центрацию которой в испытуемых образцах варьировали от 0,5 до 3 моль/л. В течение 

20 минут полученные растворы охлаждали на ледяной бане, после чего в каждый добав-

ляли рассчитанный объем водного раствора цистеина с концентрацией 0,9 моль/л. При-

готовленную таким образом реакционную систему порциями по 3 мл набирали в 5-

миллилитровые пластиковые шприцы (BD Discardit
 
II, Испания), которые герметизиро-

вали и погружали в хладогент камеры жидкостного криостата с заранее установленной 

отрицательной температурой (-15, -20 или -25
о
С), где образцы выдерживали в течение 

20 ч. После этого шприцы погружали на 5 мин в водяную баню (при комнатной темпе-

ратуре) для оттаивания криогелей. Промывку сформированных криогелей от золь-

фракции и непрореагировавших компонентов производили путем пропускания 200-

кратного объемного избытка чистой деионизованной воды через цилиндрический блок 

широкопористого криогеля, находящегося внутри шприца. Каждый губчатый криогель 

перед проведением дальнейших операций осторожно извлекали из шприца и хирургиче-

скими ножницами удаляли фрагмент криогеля, образующийся в коническом патрубке 

шприца.  
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3.3.1.б. «Депо-формы» антибиотических и антибактериальных препаратов на 

основе БСА-криогелей 1-го типа.  

Порошкообразный БСА растворяли в рассчитанном объеме кипяченой деионизо-

ванной воды с получением Раствора 1, конечная концентрация БСА в котором составля-

ла 100 мг/мл. В альтернативном варианте, при получении криогелей на основе альбуми-

на человека использовали коммерческий 10% водный раствор ЧСА.  

Для получения Раствора 2 навеску сухой мочевины и Цис растворяли в рассчи-

танном объеме кипяченой деионизованной воды, таким образом, чтобы их конечная 

концентрация в растворе составляла 2,6 моль/л и 0,02 моль/л, соответственно. Затем в 

пластиковый шприц последовательно отбирали по 0,5 мл предварительно охлажденных 

на ледяной бане Раствора 1 и Раствора 2, полученную композицию осторожно смешива-

ли внутри шприца, оставляли во впускном патрубке воздух и устанавливали каждый 

шприц в строго вертикальном положении патрубком вверх в камере криостата, охлаж-

денной до – 15
о
С, в которой образцы выдерживали в течение 20 ч. После этого получен-

ные БСА-криогели оттаивали в водяной бане и промывали протоком деионизованной 

воды.  

Из аналогичных растворов формировали образцы в пластиковых чашках Петри с 

внутренним диаметром 38 мм с таким расчетом, чтобы высота слоя в чашке составляла 

4-5 мм. Замораживание исходных растворов осуществляли, помещая чашки на строго 

горизонтальную металлическую плиту, по внутреннему змеевику которой с помощью 

ультракриостата прокачивался охлажденный до – 15
о
С этанол. После криогенной обра-

ботки полученные губчатые диски промывали водой от золь-фракции и далее помещали 

образцы под этиловый спирт на 1 час. Из каждого диска криогеля с помощью заострен-

ного сверла для резиновых пробок (d внутр 9 мм) в спирте вырезали по 4 шайбы. Эти 

шайбы отмывали от этанола многократным избытком кипяченой деионизованной воды.  

Далее из набухших в воде губчатых образцов на стеклянном фильтре под вакуу-

мом (водоструйный насос) в течение 2 мин удаляли свободную жидкостью, и далее 

«отжатый» таким образом препарат помещали в водный раствор вещества, предназна-

ченного для насыщения губчатого носителя, конкретно: ванкомицина, кларитромицина, 

тазоцина или их смесей с ПЭГ-400 концентрации антибиотика и ПЭГ-400 25 мг/мл и 

1,25-5 %масс., соответственно. Образцы набухших криогелей инкубировали в данном 
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растворе в холодильной камере в течение 5 ч при 15
о
С, после чего помещали каждый на 

стеклянную подложку, замораживали при -20
о
С и высушивали лиофильно.  

 

3.3.1.в. Формирование криогелей 1-го типа на основе суммарного белка  

сыворотки крови.  

Мочевину и Цис растворяли в расcчитанном объеме кипяченой деионизованной 

воды таким образом, чтобы их конечная концентрация в получаемом растворе составля-

ла 2,5 моль/л и 0,02 моль/л, соответственно. Затем данный раствор охлаждали на ледя-

ной бане и отбирали требуемый объем в пластиковый шприц, после чего в шприц вно-

сили равный объем охлажденной на ледяной бане плазмы крови. Полученную компози-

цию осторожно смешивали внутри шприца, оставляли во впускном патрубке воздух и 

устанавливали каждый шприц в строго вертикальном положении (патрубком вверх) в 

охлажденный до –15
о
С хладогент камеры криостата, где образцы выдерживали в тече-

ние 20 ч. После этого полученные белковые криогели оттаивали в водяной бане и про-

мывали протоком кипяченой деионизованной воды.  

 

3.3.2. Формирование БСА-криогелей 2-го типа. 

Готовили водный раствор БСА необходимой концентрации, далее его охлаждали 

в ледяной бане и вносили расчетное количество 1,9 молярного водного раствора ЭДК, 

после чего 3 мл-порции реакционной системы набирали в 5-мл пластиковые шприцы, 

которые герметизировали и погружали в охлажденный до -15, -20 или -25
о
С хладогент 

камеры криостата, где образцы замораживали и инкубировали в течение 20 ч при задан-

ной температуре. Далее образцы размораживали в водяной бане при 25
о
С, осторожно 

извлекали из шприца каждый сформировавшийся в нем губчатый криогель, с помощью 

ножниц отрезали конический фрагмент, сформированный в объеме конического патруб-

ка шприца, а цилиндрический блок криогеля вновь помещали в шприц и промывали от 

золь-фракции в проточном режиме, пропуская через каждый блок криогеля в шприце по 

200 мл воды.  

 

3.3.3.а. Формирование БСА-криоструктуратов 3-го типа.  

Готовили растворы БСА в деионизованной воде с концентрацией белка 30, 40 и 

50 мг/мл. Затем требуемый объем полученного раствора БСА вносили в стеклянные 
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плоскодонные пузырьки (d внутр=18 мм), которые герметизировали и погружали в охла-

жденный до -15, -20 или -25
о
С хладогент камеры криостата, где образцы замораживали 

и инкубировали в течение 3 часов при заданной температуре. После этого проводили 

сублимационную сушку образцов в лиофильной установке в течение 18 часов. Получен-

ные лиофилизаты БСА заливали 2-кратным объемным избытком раствора ЭДК в этано-

ле требуемой концентрации. Концентрацию ЭДК в спиртовом растворе варьировали от 

2,910
-4

 до 0,29 моль/л. Образец герметично закрывали и инкубировали реакционную 

систему в течение 24 ч при 5
о
С. Затем избыток раствора сшивающего агента удаляли и 

промывали сформировавшие губчатые БСА-криоструктураты 100-кратным избытком 

деионизованной воды (по 2 раза в течение 3 ч).  

 

3.3.3.б. Формирование БСА-криоструктуратов 3-го типа, содержащих  

иммобилизованный фермент.  

К водному раствору БСА известной концентрации добавляли при перемешивании 

рассчитанный объем водного раствора His6- ОФГ (концентрация белка 1,6 мг/мл) в Na-

карбонатном буфере (рН 10,5) таким образом, чтобы концентрации БСА и фермента в 

полученном растворе составляли 4 г/дл и 0,32 мг/мл, соответственно. Реакционную бел-

ковую смесь в количестве 150 мкл вносили в вертикально установленные пластиковые 

конические пробирки (ISOLAB, Германия; V=1,5 мл). Затем пробирки герметизировали 

и в том же положении погружали в охлажденный до -20
о
С хладогент камеры криостата, 

где образцы замораживали и инкубировали в течение 3 часов при заданной температуре, 

после чего образцы высушивали лиофильно. Полученные лиофилизаты белка заливали 

2-кратным объемным избытком раствора ЭДК либо ГА в этаноле требуемой концентра-

ции и инкубировали реакционную систему в холодильной камере в течение 24 часов при 

14
о
С.. Концентрацию ЭДК в спиртовом растворе варьировали от 2,910

-4
 до 0,29 моль/л, 

концентрацию ГА в спиртовом растворе варьировали от 8,710
-3

 до 0,174 моль/л. Избы-

ток раствора сшивающего агента удаляли и промывали сформировавшие БСА/ОФГ-

криоструктураты чистым этиловым спиртом и затем 100-кратным избытком кипяченой 

деионизованной воды (по 2 раза в течение 3 ч). Промытые таким образом препараты за-

мораживали при -20
о
С и высушивали лиофильно.  

 

 



57 

3.3.3.в. Формирование БСА-криоструктуратов 3-го типа на основе  

суммарного белка сыворотки крови.  

Требуемый объем плазмы/сыворотки крови разбавляли рассчитанным количест-

вом кипяченой деионизованной воды с получением раствора, концентрация суммарного 

белка в котором варьировали в интервале 30 – 60 мг/мл. Раствор порциями по 2 мл вно-

сили в стеклянные плоскодонные пузырьки (d внутр=18 мм), замораживали при -20
о
С и 

высушивали лиофильно. Затем в каждый полученный лиофилизат вносили по 2,5 мл 

раствора ЭДК либо ГА в этаноле с требуемой концентрацией кросс-агента, и данную 

систему инкубировали в холодильной камере в течение 24 часов при 14
о
С. Избыток рас-

твора кросс-агента удаляли и промывали сформировавшие БСА/ОФГ-криоструктураты 

чистым этиловым спиртом и затем 100-кратным избытком кипяченой деионизованной 

воды (по 2 раза в течение 3 ч).  

 

3.3.4. Определение выхода гель-фракции и степени набухания  

БСА-криогелей и БСА-криоструктуратов.  

Выход гель-фракции образцов БСА-криогелей и БСА-криоструктуратов опреде-

ляли гравиметрическим методом. Для этого из набухшего в воде губчатого образца под 

нагрузкой 145 г на стеклянном фильтре под вакуумом водоструйного насоса в течение 5 

мин удаляли свободную жидкость. «Отжатый» таким образом препарат взвешивали и 

далее сушили при 105
о
С до постоянного веса.  

Выход гель-фракции (Y – yield) рассчитывали из соотношения (1):  

Y=(mсух / mтеор)  100 % (1) 

Величину степени набухания полимерной фазы (стенок макропор) широкопорис-

тых образцов (S – swelling) вычисляли по формуле (2):  

S=(mвл – mсух)/mсух (г H2O/г полимера) (2) 

где mвл – масса «отжатого» влажного образца, mсух – масса сухого препарата.  

где mтеор – масса белка при условии 100%-ного встраивания макромолекул БСА в 

полимерную сетку криогеля. 

 

3.3.5. Набухание альбуминовых криогелей и криоструктуратов в различных 

солюбилизирующих средах 

Из образцов БСА-криогелей и БСА-криоструктуратов на стеклянном фильтре под 
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вакуумом удаляли несвязанную влагу. Отжатые образцы помещали или в 8М водный 

раствор мочевины, или 5М водный раствор гуанидилгидрохлорида, либо в 1 %-ный рас-

твор ДДСNa. Через 24 часа после начала инкубирования в каждую систему вносили 1 мл 

водного раствора ДТТ с концентрацией 3,92 Моль/л с тем расчетом, чтобы конечная 

концентрация ДТТ в объеме каждой системы составляла 0,1 Моль/л. С помощью цифро-

вой фотокамеры (Nikon, Япония) регистрировали внешний вид и размеры образцов че-

рез 5 мин, 30 мин, 12 ч и 24 ч с момента их внесения в солюбилизирующие растворы, а 

также через 24 часа после внесения в каждую систему ДТТ.  

 

3.3.6. Высокочувствительная дифференциальная сканирующая  

калориметрия  

Изучение конформационного состояния макромолекул БСА в составе криогелей и 

криоструктуратов проводили методом высокочувствительной дифференциальной ска-

нирующей калориметрии (ВЧ-ДСК) в группе В.Я. Гринберга лаборатории Физической 

химии полимеров ИНЭОС РАН. Образцы измельчали в воде с помощью ручного гомо-

генизатора Поттера. Концентрацию белка в полученной суспензии определяли по сухо-

му остатку после высушивания дисперсии до постоянного веса при 105°С (~20 часов). 

Рабочую суспензию с концентрацией полимера 5 мг/мл для калориметрических измере-

ний готовили в буферном растворе (20 мМ имидазольный буфер, рН 7,4; 0,15М NaCl). 

Перед измерениями суспензию выдерживали в течение 20 ч при 5°С при постоянном 

перемешивании. Контрольные термограммы БСА получали с использованием растворов 

белка в том же буферном растворе. Калориметрические измерения проводили на диф-

ференциальном микрокалориметре в интервале температур 10-110°С при избыточном 

давлении 0,25 МПа. Скорость нагревания составляла 2 град/мин. Сбор данных и пер-

вичную обработку термограмм проводили с помощью компьютерной программы 

COMPORT (ИНЭОС РАН), обработку термограмм и вычисление термодинамических 

параметров денатурации белка осуществляли с использованием компьютерной про-

граммы NAIRTA-2 (ИНЭОС РАН) 

 

3.3.7. Оптическая микроскопия 

Макропористую морфологию альбуминовых криогелей и криоструктуратов изу-

чали с помощью оптического стереомикроскопа SMZ1000 (Nikon, Япония), оборудован-
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ного системой цифровой записи изображения MMC-50C-M (MMCSoft, РФ). Линейные 

размеры макропор измеряли с помощью программного обеспечения MMCatalog 

Multimeter v.2.2 того же производителя. Линейные размеры макропор БСА-крио-

структуратов 3-го типа измеряли с помощью программного обеспечения ImageJ, дос-

тупного в сети интернет по ссылке: http://imagej.net/Downloads. БСА-криогели и БСА-

криоструктураты в форме дисков толщиной 1 мм формировали в пластиковых чашках 

Петри, реакционные растворы готовили в соответствии с описанием в пунктах 3.3.1а., 

3.3.2.а. и 3.3.3.а. Замораживание исходных растворов осуществляли, помещая такие 

чашки на строго горизонтальную металлическую плиту, по внутреннему змеевику кото-

рой с помощью ультракриостата прокачивался охлажденный до необходимой темпера-

туры этанол. После формирования образцы промывали водой от золь-фракции и далее 

контрастировали обработкой водным раствором метиленового синего с концентрацией 

красителя 0,125 ммоль/л, для чего в каждую чашку с альбуминовым диском вносили по 

1,5 мл раствора красителя, равномерно распределяли его по всей поверхности препара-

та, выдерживали в течении 1 мин и смывали остатки красителя 5-кратным избытком 

деионизованной воды.  

Средне-кубическое численное и средне-кубическое взвешенное значения диамет-

ра пор (Dn и Dw, соответственно) вычисляли по формулам:  
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где ΣNi – суммарное количество измеренных объектов в поле зрения микрофото-

графии. Коэффициент полидисперсности вычислен как k=Dw/Dn. 

 

3.3.8. Исследование сорбционных характеристик альбуминовых криогелей  

1-го и 2-го типов.  

Сорбционную активность альбуминовых криогелей первого и второго типов оце-

нивали путем пропускания через блок таких образцов раствора модельного сорбата из-

вестной концентрации, в качестве которого использовали триптофан. Концентрацию 

сорбата в элюате на выходе из такой сорбционной колонки измеряли по величине УФ-

http://imagej.net/Downloads
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поглощения при характеристической длине волны (280 нм). По разности концентраций 

триптофана в растворах до и после их пропускания через образцы криогелей определяли 

количество сорбата, удерживаемого губчатыми БСА-криогелями, которое относили к 

сухому весу образца. При оценке сорбционной емкости альбуминовых криогелей ис-

пользовали следующую последовательность операций:  

1. Готовили растворы сорбата конценрацией 0,16 мг/мл либо в кипяченой деиони-

зованной воде, либо в кипяченом 0,15-молярном растворе NaCl. Концентрацию трипто-

фана уточняли спектрофотометрически, по данным измерений поглощения при длине 

волны 280 нм. Полученный раствор в стеклянной пробирке устанавливали на штативе 

на высоте 0,5 м. Пластиковые шприцы с цилиндрическими блоками губчатых БСА-

криогелей устанавливали уровнем ниже таким образом, чтобы разница по высоте между 

элюентом и жидкостью в шприце, определяемая расстоянием между верхними мени-

сками жидкости, составляла не более 150 мм.  

2. В случае, если сорбцию триптофана проводили в физиологической среде, то 

сначала пропускали через каждый исследуемый образец 50-кратный объемный избыток 

кипяченого физиологического раствора. Затем каждый шприц герметично закрывали 

каучуковой пробкой с проходящей насквозь полиэтиленовой трубкой (d внутр=1 мм) та-

ким образом, чтобы входящий в шприц конец трубки не касался жидкости внутри него. 

Другой конец трубки погружали в раствор сорбата. Через каждый образец пропускали 

по 18 мл раствора триптофана со скоростью 1 капля в 20 секунд. Скорость подачи элю-

ента в шприц регулировали за счет разницы в высоте расположения шприца и источника 

элюента, а объем элюируемого раствора подбирали с тем расчетом, чтобы общее коли-

чество молей триптофана в два раза превышало число молей макромолекул альбумина в 

составе пористого БСА-сорбента.  

3. На выходе из колонки элюат собирали в мерный цилиндр. Спектрофотометри-

чески определяли концентрацию триптофана, откуда рассчитывали на основании дан-

ных массу сорбированного триптофана  по формуле (5), ф сорбционную емкость 

БСА-криогелей вычисляли по формул (6):  

 
(5) 

 
(6) 
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где  – регистрируемое оптическое поглощение исходного элюента и элюа-

та, соответственно; n – коэффициент разбавления; =5,600 Моль
-1

см
-1 

– мольный коффи-

циент экстинкции триптофана при 280 нм [151]; – объем элюата; =204,23 г/Моль 

- молекулярная масса триптофана. После проведения сорбции каждый образец БСА-

криогеля повторно промывали 100-кратным избытком деионизованной воды, «отжима-

ли» от несвязанной влаги и высушивали до постоянного веса в соответствии с методи-

кой, описанной ранее, чтобы определить значение .  

 

3.3.9. Оценка каталитической активности органофосфатгидролазы, иммоби-

лизованной в гелевой сетке альбуминовых криоструктуратов 3-го типа.  

Ферментативную активность органофосфатгидролазы определяли в соответствии 

со стандартной методикой, разработанной группой проф. Е.Н. Ефременко. В основе ме-

тода лежит фотометрическое определение кинетики накопления п-нитрофенолят-

аниона, являющегося продуктом реакции гидролиза модельного субстрата, в качестве 

которого в данной работе использовали параоксон.  

Реакцию гидролиза параоксона проводили следующим образом. Небольшой 

фрагмент БСА-криоструктурата с иммобилизованным ферментом отжимали под вакуу-

мом от несвязанной влаги и помещали в 1,8 мл Na-карбонатного буферного раствора 

(рН 10,5), затем запускали реакцию гидролиза добавлением в данную систему при пере-

мешивании 0,2 мл раствора параоксона в воде с концентрацией 11 Моль/л. Перемешивая 

реакционную систему, через равные промежутки времени (40-45 с) отбирали аликвоты 

жидкости объемом 0,08 мл, которые быстро разбавляли в десять раз Na-карбонатным 

буфером в кварцевой кювете. Сразу же после разбавления с помощью спетрометра оп-

ределяли величину поглощения раствора при 405 нм. Измерение концентрации п-

нитрофенолят-аниона в реакции гидролиза параоксона проводили до достижения вели-

чиной поглощения значения 0,2. По экспериментальным данным в программе OriginPro 

8 строили кривую зависимости величины оптического поглощения от времени реакции 

и затем проводили ее линейную аппроксимацию.  

Скорость ферментативного гидролиза параоксона рассчитывали как тангенс угла 

наклона линейного участка полученной кинетической кривой к оси абсцисс. За единицу 

активности органофосфатгидролазы принимали такую концентрацию фермента, при ко-

торой происходит гидролиз 1 мкМоль параоксона в минуту при 25С. Расчет проводили 

по формуле:  
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(7) 

где tg - тангенс угла наклона линейного участка кинетической кривой; =18,500 

мМоль
-1

см
-1

 – мольный коффициент экстинкции п-нитрофенолят-аниона при 405 нм 

[200], рН=10,5; CОФГ – концентрация фермента в кювете с учетом всех разбавлений; l – 

длина оптического пути, см; 60 – число секунд в 1 минуте.  

Полученную величину активности относили к массе иммобилизованного фермен-

та, содержащегося в составе фрагмента БСА-криоструктурата, использованного при 

проведении реакции гидролиза, либо к массе сухого суммарного белка. Для этого дан-

ный фрагмент криоструктурата отжимали от несвязанной влаги, высушивали лиофильно 

и досушивали при 105С до постоянного веса. Используя найденный сухой вес, а также 

учитывая массовое соотношение БСА/ОФГ в исходной смеси, из которой формировали 

БСА-криоструктураты, вычисляли массу фермента в составе исследуемого фрагмента. 

При этом принималось допущение, что иммобилизация органофосфатгидролазы под 

действием кросс-агента в гелевой сетке БСА-криоструктуратов проходит полностью.  

 

3.3.10. Микробиологическое тестирование, а также испытания на животных 

БСА-криогелей 1–го типа, нагруженных веществами антибиотического действия, 

проведено группой А.В. Цискарашвили (ЦИТО им. Н.Н. Приорова), а также группой 

Т.И. Шабатиной в Лаборатории химии низких температур (Химический факультет МГУ 

им. М.В. Ломоносова) по стандартным протоколам, принятым в данной области (см. 

раздел «ПРИЛОЖЕНИЯ»).  

 

3.3.11. Трехмерное культивирование мезенхимных мультипотентных стволо-

вых клеток в БСА-криогелях проведено группой М.П. Савченковой в Лаборатории 

стволовой клетки (ВИЭВ им. Я.Р. Коваленко) по стандартным протоколам, принятым в 

данной области (см. раздел «ПРИЛОЖЕНИЯ»).  

 

3.3.12. Трехмерное культивирование фибробластов человека в БСА-крио-

гелях проведено группой Е.А. Воротеляк в Лаборатории клеточной биологии (Институт 

Биологии Развития им. Н.Н. Кольцова РАН) по стандартным протоколам, принятым в 

данной области (см. раздел «ПРИЛОЖЕНИЯ»).  
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ГЛАВА IV.  ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ. 
 

4.1. Предварительные замечания.  

В главе 3 (литературный обзор) дана классификация гетерофазных криосруктури-

рованных гелевых систем по принципу формирования их макропористой морфологии. В 

зависимости от того, в какой последовательности производят сшивку полимерного 

предшественника и его криоструктурирование могут быть получены криогели, либо 

криоструктураты. Объектом настоящей работы являлись как криогели, так и криострук-

тураты на основе химически сшитого сывороточного альбумина. При получении сши-

тых альбуминовых криогелей, гелевая сетка которых не содержит включений небелко-

вой природы, было применено два подхода: согласно первому из них сшивку БСА в 

сильно денатурированном состоянии производили в отсутствии экзогенного (то есть 

привнесенного из-вне) сшивающего агент, в то время как согласно второму подходу хи-

мическую сшивку белка в неглубоко замороженной среде производили с помощью кон-

денсирующего агента карбодиимидного типа. Полученные данными двумя способами 

широкопористые криогели далее в тексте обозначаются как БСА-криогели первого и 

второго типа, соответственно. Согласно третьему подходу, неглубоко замороженный 

раствор альбумина лиофилизовали и затем белок в стенках макропор полученного сухо-

го текстурата сшивали действием карбодиимида, растворенного в среде, являющейся 

нерастворителем для белка. Криоструктурированные гелевые системы, полученные по-

следним способом, обозначаются в тексте термином БСА-криоструктураты.  

 

4.2. Получение, свойства и микроструктура альбуминовых криогелей  

первого типа.  

Криогенная обработка водных растворов овальбумина в присутствии такого хао-

тропного агента, как мочевина, приводит к образованию белковых криогелей [5], про-

странственная сетка которых стабилизирована за счет гидрофобных взаимодействий. 

Индуцируемая мочевиной денатурация глобулы сывороточного альбумина не является 

достаточной для формирования стабильных межцепных гидрофобных контактов, по-

скольку замораживание-оттаивание при аналогичных условиях растворов такого белка, 

в частности БСА, не приводит к формированию криогелей. Более полное разворачива-

ние глобул альбумина, возможно требуемое для гелеобразования, может достигаться 

дополнительным действием низкомолекулярных тиолов, как, например, цистеин (Цис) 
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[24], способных расщеплять внутримолекулярные дисульфидные связи в макромолеку-

лах сывороточного альбумина, повышая тем самым вероятность более полного развора-

чивания полипептидных цепей. Рост концентрации мочевины и Цис в исходных раство-

рах альбумина в интервале 0,5-3,0 1и 0,01-0,1 моль/л, соответственно, не приводил к ге-

леобразованию при комнатной температуре, что указывает на необходимость совокуп-

ного действия денатуранта и восстановителя, а также упоминаемого ранее эффекта 

криоконцентрирования веществ-предшественников в объеме НЖМФ неглубоко замо-

роженной системы [98, 152, 153].  

 

4.2.1. Влияние состава исходной реакционной системы на свойства  

БСА-криогелей 1-го типа.  

Криогенная обработка при выбранной отрицательной температуре (Рисунок 14) 

водных растворов «БСА + мочевина + Цис» переменного состава приводила к формиро-

ванию альбуминовых криогелей, представлявших собой губчатые гелевые матрицы бе-

лого цвета, способные выделять несвязанную влагу при несильном сжатии и повторно 

набухать с полным восстановлением первоначальной формы при погружении образцов 

в воду. Эти БСА-криогели 1-го типа не растворялись в избытке воды как при длитель-

ном хранении при комнатной температуре, так и при их продолжительном (в течение 2-

3 часов) выдерживании в кипящей воде.  

Для оценки степени влияния различных факторов на свойства формировавшихся 

таких криогелей сначала была изучена зависимость результатов криотропного гелеобра-

зования от концентрации предшественников (белок, мочевина и Цис). Помимо оценки 

морфологии на качественном уровне для формировавшихся БСА-криогелей, были опре-

делены следующие характеристики эффективности криотропного гелеобразования:  

(а) Выход гель-фракции (Y), указывающий на количество белкового предшест-

венника, вошедшего в состав пространственной сетки данного БСА-криогеля.  

(б) Степень набухания гелевой фазы  гетерофазных широкопористых БСА-

криогелей, косвенно характеризующая плотность сшивок в стенках пор данного образца 

криогеля. Степень набухания (Sw/w) отвечает отношению массы воды, специфически 

связанной с полимерной фазой БСА-криогеля, т.е. стенками макропор, к массе сухого 

вещества.  
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(в) Скорость протока воды при постоянном гидростатическом давлении через 

шприц с цилиндрическим блоком БСА-криогеля, которая также характеризовала плот-

ность сшвки гелевой сетки и служила индикатором взаимосвязанности пористой струк-

туры.  

Результаты соответствующих экспериментов по влиянию состава исходной реак-

ционной системы и различных условий замораживания на выход гель-фракции и сте-

пень набухания БСА-криогелей 1-го типа приведены, соответственно, в Таблицах 4 и 2, 

которые также включают качественное описание образцов криогелей. Иллюстрацией 

влияния состава исходных реакционных систем на внешний вид формировавшихся в ре-

зультате их криогенной обработки БСА-криогелей служат фотографии образцов (Рису-

нок 15), полученных из растворов с различной концентрацией одного из предшествен-

ников при постоянном содержании двух других компонентов.  

 

 

Рисунок 14. Схема процесса формирования БСА-криогелей 1-го типа в пластико-

вых шприцах в виде цилиндрических блоков:  

I. Приготовление водных растворов с требуемой концентрацией БСА, мочеви-

ны и Цис;  

II. Замораживание и инкубирование реакционного раствора при заданной отри-

цательной температуре;  

III. Оттаивание полученного образца;  

IV. Промывка полученного БСА-криогеля водой в проточном режиме.  
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Таблица 4.  Влияние состава исходной реакционной системы на морфологию и физико-химические характеристики  

БСА-криогелей 1-го типа.  

Пример 

№ 

Концентрация компонента в ис-

ходном растворе Темпера-

тура
 
замо-

раживания 

(
o
C) 

Качественное описание мор-

фологии образца после за-

вершения цикла заморажи-

вания-оттаивания 

Свойства полученных БСА-

криогелей 

[БСА] 

(мг/мл) 

[Мочевина] 

(моль/л) 

[Цис] 

(моль/л) 

Выход гель-

фракции 

(%) 

Степень набуха-

ния (Sw/w; г 

H2O/г сухого по-

лимера) 

I) влияние начальной концентрации БСА 

1 a 30,0 0 0 

-15 

Раствор – – 

б 1,0 0,01 Слабый губчатый криогель 90,0 ± 0,9 1,92 ± 0,07 

в 40,0 0 0 Раствор – – 

г 1,0 0,01 Упругий губчатый криогель 89,8 ± 0,9 1.87 ± 0.10 

д 50,0 0 0 Раствор – – 

е 1,0 0,01 Упругий губчатый криогель 90,2 ± 0,7 1.79 ± 0,07 

II) влияние начальной концентрации мочевины 

2 a 

40,0 

0,5 

0,01 -15 

Мягкий губчатый криогель 91,0 ± 0,6 1,58 ± 0,07 

б 1,0 Упругий губчатый криогель 89.8 ± 0,9 1,87 ± 0.10 

в 1,5 Упругий губчатый криогель 86.2 ± 2,0 1,88 ± 0.20 

г 2,0 Губчатый криогель 82,0 ± 0,7 1,98 ± 0.19 

д 2,5 Слабый губчатый криогель 78.7 ± 2,2 1,73 ± 0.16 

III) влияние начальной концентрации Цис 

3 a 

50,0 1,0 

0,001 

-15 

Слабый губчатый криогель 85,9 ± 0,8 1,68 ± 0,06 

б 0,010 Упругий губчатый криогель 90,2 ± 0,7 1,79 ± 0,07 

в 0,100 
Каучукоподобный губчатый 

криогель 
77,4 ± 2,0 2,66 ± 0,03 

г 0,700 Рыхлый хрупкий криогель 67,1 ± 11,9 2,25 ± 0,48 

 

6
6
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Предварительные опыты показали, что при начальной концентрации БСА менее 

30 мг/мл конечный выход гель-фракции резко падал, а при концентрации белка в исход-

ном растворе выше 50 мг/мл формировавшиеся в результате БСА-криогели были чрез-

мерно плотными, что вызывало трудности при промывке таких образцов в проточном 

режиме и при последующем изучения их свойств. Таким образом, в качестве «рабочего» 

диапазона начальных концентраций БСА были выбраны пределы от 30 до 50 мг/мл. Из 

количественных результатов в разделе «I» Таблицы 4, следует, что в диапазоне началь-

ных концентраций БСА 30-40 мг/мл криотропное гелеобразование в присутствии моче-

вины и Цис протекало с высокой эффективностью, и выход гель-фракции достигал 90%, 

что было характерно не только для приводимого в качестве примера содержания моче-

вины и цистеина в 1 моль /л и 0,01 моль/л, соответственно (Таблица 4: 1б, 1г). В отсут-

ствии данных денатурантов реакционная система, как правило, оставалась жидкой после 

завершения цикла замораживания - оттаивания (Таблица 4: 1a, 1в и 1д; Рисунок 15).  

При повышении концентрации БСА в исходных растворах степень набухания 

(параметр Sw/w)пространственной полимерной сетки  в стенках макропор образующихся 

гетерофазных губчатых криогелей несколько снижалась (Таблица 4: 1б, 1г), что может 

указывать на большее число межцепных сшивок в гелевой фазе, сформированной из бо-

лее концентрированных растворов полимерного предшественника. Данная тенденция, 

как правило, является общей и для других криогелей, получаемых химической сшивкой 

макромолекул белка в неглубоко замороженных средах [2, 3, 9]. Кроме того, чем выше 

была начальная концентрация БСА, тем «органолептически» прочнее были получаемые 

в результате БСА-криогели 1-го типа (Таблица 4: 1б, 1г).  

Другим ключевым фактором, существенным образом влиявшим как на возмож-

ность формирования, так и на свойства БСА-криогелей 1-го типа, являлась концентра-

ция мочевины в исходных растворах (Таблица 4: раздел «II»; Рисунок 15: «Ряд б»), 

причем наблюдавшиеся тенденции мало зависели от начальной концентрации белка. 

Независимо от температуры последующей криогенной обработки повышение начальной 

концентрации мочевины от 0,5 до 2,5 моль/л приводило к систематическому падению 

выхода гель-фракции (Таблица 4: 2а-2д). То есть, с ростом содержания денатурирующе-

го агента в исходном белковом растворе в гелевую фазу соответствующего губчатого 

образца встраивалось меньшее количество макромолекул БСА.  
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Рисунок 15. Внешний вид БСА-криогелей 1-го типа, полученных криогенной об-

работкой при -15
о
С водных растворов состава БСА + мочевина + Цис, в зависимо-

сти от концентрации предшественников:  

Ряд а: [БСА]= var, [мочевина]=1,5 моль/л, [Цис]=0,01 моль/л;  

Ряд б: [БСА]= 40 мг/мл, [мочевина]=var, [Цис]=0,01 моль/л;  

Ряд в: [БСА]= 50 мг/мл, [мочевина]=1,5 моль/л, [Цис]=var. 
 

Возможным объяснением подобного эффекта является то, что чем ниже выход 

гель-фракции, тем меньшее количество полимера встраивается в трехмерную полимер-

ную сетку и, следовательно, тем больше способность такой относительно неплотной ге-

левой сетки к удерживанию воды. В то же время, зависимость значений Sw/w БСА-

криогелей 1-го типа от концентрации мочевины в этой серии проходит через слабо вы-
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раженный максимум: с ростом начальной концентрации мочевины от 0,5 до 2,0 моль/л 

степень набухания возрастает (Таблица 4: 2a-2г), но впоследствии резко падает при со-

держании мочевины 2,5 моль/л (Таблица 4: 2д). Зависимость кажущейся прочности дан-

ных широкопористых БСА-криогелей от концентрации мочевины в реакционной систе-

ме (Таблица 4: №2), также имела экстремальный характер: из довольно мягких губчатых 

материалов (Таблица 4: 2а) наблюдался переход к упругим губкам (Таблица 4: 2б и 2в), 

но далее – к слабым крупнопористым материалам (Таблица 4: 2г). Вероятно, такое рез-

кое снижения кажущейся прочности БСА-криогелей в результате незначительного (от 

2,0 до 2,5 моль/л) повышения концентрации мочевины в исходных системах обусловле-

но различным содержанием биополимера в составе гелевой фазы: рост концентрации 

денатуранта в растворе приводит к увеличению объема НЖМФ при неглубоком замо-

раживании и, как следствие, к снижению эффективности встраивания белка в форми-

рующуюся пространственную сетку криогелей (по причине уменьшения концентрации 

БСА, растворенного в НЖМФ) и, соответственно, к понижению их прочностных ка-

честв.  

Свойства БСА-криогелей 1-го типа также зависели от содержания в исходном 

растворе цистеина, расщепляющего внутримолекулярные дисульфидные связи в макро-

молекулах белка, в особенности в присутствии денатурирующих агентов [68]. Исследо-

вание влияния различных концентраций Цис (от 0,001 до 0,7 моль/л) в исходных рас-

творах БСА с концентрацией 50 мг/мл (Таблица 4: «III») позволило установить, что в 

отношении эффективности встраивания БСА в пространственную полимерную сетку 

характер действия Цис был практически аналогичным мочевине: с ростом начальной 

концентрации восстановителя выход гель-фракции понижался (Таблица 4: 3a-3г). В 

случае максимальной концентрации Цис, близкой к пределу растворимости данного со-

единения в воде (0,91 моль/л), формировались крайне неоднородные по своей текстуре 

(Рисунок 15: ряд в), хрупкие и трудные в обращении образцы, поэтому эксперименталь-

ная ошибка при определении значений выхода гель-фракции была довольно существен-

ной (Таблица 4: 3d).  

Аминокислотная последовательность БСА включает 35 остатков Цис, 34 из кото-

рых формируют 17 дисульфидных мостов, стабилизирующих глобулу сывороточного 

альбумина, и один остаток Цис несет свободную тиольную группу [153]. Мольная кон-

центрация БСА в его растворе с концентрацией 50 мг/мл ~ 0,72 ммоль/л, а общая кон-
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центрация остатков Цис в нем составляет порядка 25,2 ммоль/л, концентрация SS-

мостов ~ 12,6 ммоль/л, а содержание свободных SH-групп составляет порядка 0,7 

ммоль/л, соответственно. Следовательно, в диапазоне концентраций молекулярного 

цистеина (0,001 – 0,7 моль/л) в исходных растворах, использованных для приготовления 

БСА-криогелей, мольное соотношение SS-мостов и растворенного Цис было от 12,6:1 

(более чем 10-кратный недостаток восстановителя) до 12,6:700 (более чем 55-кратный 

избыток восстановителя дисульфидных связей). Оказалось, что наиболее оптимальными 

в отношении морфологии криогелей, выхода гель-фракции и характеристик набухания 

являлись образцы, полученные из начальных систем с [Цис]=0,01 моль/л (Таблица 4: 

3б), т.е. в случае, когда это соотношение было близко к эквимолярному. В начальных 

растворах с концентрацией БСА 30 и 40 мг/мл это соотношение было больше в 1,67 и 

1,25 раз, соответственно, в пользу Цис.  

 

4.2.2. Влияние температуры криогенной обработки на свойства  

БСА-криогелей 1-го типа.  

Изучение влияния условий замораживания на результаты криотропного гелеобра-

зования БСА показало, что диапазон температур замораживания/инкубирования в замо-

роженном состоянии, в котором могли быть сформированы «удовлетворительные по ка-

честву» губчатые БСА-криогели 1-го типа, оказался довольно узким. В частности, при 

температуре выше -15°С исходные реакционные растворы, в особенности с высоким со-

держанием мочевины, часто не замерзали ввиду очевидного криоскопического эффекта. 

В свою очередь, криогенная обработка при -25°С или ниже приводила к получению ли-

бо крайне слабых по своей текстуре полупрозрачных криогелей, экспериментальная 

оценка с достаточной точностью характеристик которых представлялась затруднитель-

ной (Таблица 5: 3a и 3б), либо криотропное гелеобразование не проходило вовсе (Таб-

лица 5: 3в-3д). Таким образом, рабочий температурный диапазон для формирования 

данных систем лежал в пределах -15 - -25
o
C, и наилучшие по прочности криогели были 

получены при проведении замораживания/инкубирования в замерзшем состоянии в уз-

ком диапазоне температур от -15 до -20°С. Сравнение результатов криоструктурирова-

ния БСА при -15 и -20°С показало, что самые высокие значения выхода гель-фракции 

достигались криогенной обработкой растворов состава БСА + мочевина + Цис при -15°С 

(Таблица 5: 1a-1в). Также полученные при данной отрицательной температуре криогели 
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обладали наиболее приемлемыми свойствами в отношении стабильности морфологии и 

механических свойств гелевых образцов (Таблица 5: 1a-1в и 2a-2в). При сопоставлении 

характеристик степени набухания БСА-криогелей, полученных замораживанием при -15 

и -20
o
C эквиконцентрированных растворов предшественников (Таблица 5: № 1 и 2) бы-

ло найдено, что во всех случаях полимерная сетка стенок макропор криогелей, получен-

ных при -15
о
С, набухала в меньшей степени, чем полимерная фаза криогелей, получен-

ных при -20
о
С (Таблица 5), что указывало на менее плотную сшивку последних.  

Таким образом, исследования влияния состава исходных реакционных систем и 

условий проведения процесса замораживания/инкубирования в замороженном состоя-

нии на эффективность криотропного гелеобразования БСА, индуцированного добавкой 

мочевины и Цис, показал, что возможность формирования таких БСА-криогелей, а так-

же свойства этих губчатых материалов обусловлены первоначальной концентрацией 

альбумина, обязательным присутствием как денатурирующего агента, так и восстанови-

теля SS-связей, а также их концентрацией в реакционной системе и температурой про-

ведения криогенной обработки.  

 



Таблица 5.  Влияние температуры замораживания/инкубирования в замороженном состоянии на морфологию и физико-химические 

характеристики БСА-криогелей 1-го
 
типа.  

Пример 

№ 

Концентрация компонента в ис-

ходном растворе Температура
 

замораживания 

(
o
C) 

Качественное описание мор-

фологии образца после завер-

шения цикла замораживания-

оттаивания 

 

Свойства полученных БСА-криогелей 

[БСА] 

(мг/мл) 

[Мочевина] 

(моль/л) 

[Цис] 

(моль/л) 

Выход гель-

фракции 

(%) 

Степень набухания 

(Sw/w; г H2O/г сухого 

полимера) 

1 a 

40,0 

0,5 

0,01 -15 

Мягкий губчатый криогель 91,0 ± 0,6 1,58 ± 0,07 

б 1,0 Упругий губчатый криогель 89,8 ± 0,9 1,87 ± 0,10 

в 1,5 Упругий губчатый криогель 86,2 ± 2,0 1,88 ± 0.20 

г 2,0 Губчатый криогель 82,0 ± 0,7 1,98 ± 0,19 

д 2,5 Слабый губчатый криогель 78,7 ± 2,2 1,73 ± 0.16 

2 а 

40,0 

0,5 

0,01 -20 

Слабый губчатый криогель 78,0 ± 1,5 1,95 ± 0,06 

б 1,0 Губчатый криогель 83,5 ± 1,9 2,73 ± 0,29 

в 1,5 Губчатый криогель 79,5 ± 2,9 3,23 ± 0.68 

г 2,0 
Слабый криогель, содержа-

щий желеобразные включения 
57,8 ± 8,9 

3,89 ± 0,62 

д 2,5 
Слабый криогель, содержа-

щий желеобразные включения 
39,4 ± 5,4 2,87 ± 0,53 

3 а 

40,0 

0,5 

0,01 -25 

Слабый криогель, плохо 

удерживающий свою форму 
75,1 ± 4,3 3,13 ± 0,69 

б 1,0 Желеобразный криогель 37,7 ± 7,2 7,84 ± 3,67 

в 1,5 Подвижная жидкость – – 

г 2,0 Подвижная жидкость – – 

д 2,5 Подвижная жидкость – – 

7
2
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4.2.3. Устойчивость БСА-криогелей 1-го типа в различных солюбилизирую-

щих средах.  

В целях исследования устойчивости полученных гелевых материалов в различных 

средах образцы помещали в колбы, заполненные, соответственно, либо водным раство-

ром мочевины с концентрацией 8 моль/л (Рисунок 16: a), или водным раствором гуани-

дилгидрохлорида с концентрацией 5 моль/л (Рисунок 16: б) или 1%-ным водным рас-

твором додецилсульфата натрия (ДСNa, Рисунок 16: в), в которых БСА-криогели инку-

бировали в течение 48 часов при комнатной температуре. Оказалось, что такие гелевые 

образцы не растворялись в указанных растворах и только до определенной степени на-

бухали с видимым изменением исходной формы (Рисунок 16: Ряд 2). В наименьшей 

степени набухал образец, погруженный в концентрированный раствор мочевины, кото-

рая, как известно, является агентом, эффективно разрушающим водородные связи [155]. 

Несколько больше БСА-криогели набухали в концентрированном растворе гуанидил-

гидрохлорида, способного дестабилизировать как водородные, так и ионные связи. На-

конец, наиболее выраженное набухание наблюдалось в случае образца, который выдер-

живали в растворе ДСNa, что свидетельствует об участии в стабилизации трехмерной 

гелевой сетки БСА-криогелей 1-го типа межмолекулярных гидрофобных взаимодейст-

вий, нарушавшихся под действием поверхностно-активного вещества. После данной 

стадии набухания в каждую колбу с криогелем добавляли концентрированный водный 

раствор ДТТ, восстанавливающего дисульфидные связи [98], таким образом, что его ко-

нечная концентрация в каждой системе составляла 0,1 моль/л.  

Добавление ДТТ вызывало полное растворение всех трех образцов (Рисунок 16: 

Ряд 3), что указывает на разрушение SS-мостов в узлах пространственной полимерной 

сетки в таких БСА-криогелях и позволяет сделать вывод о том, что в процессе криоген-

ной обработки водных растворов БСА, также содержащих определенные количества де-

натурирующего агента (мочевина) и восстановителя (Цис), происходит образование ко-

валентно сшитых альбуминовых криогелей, при этом межмолекулярными ковалентны-

ми сшивками в таких криогелях являются SS-связи. Помимо образующихся межмолеку-

лярных дисульфидных связей значительный вклад в стабилизацию пространственной 

структуры полимерной сетки БСА-криогелей 1-го типа вносят гидрофобные взаимодей-

ствия, а также, но в меньшей степени, в стабилизации участвуют ионные и водородные 

связи.  
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Рисунок 16.  Фотографии БСА-криогелей 1-го типа, полученных замораживанием 

при -15
о
С водных систем с концентрацией БСА 3 г/дл, мочевины – 1,0 моль/л и 

Цис – 0,01 моль/л, через 5 минут (Ряд 1) и 24 часа (Ряд 2) после погружения образ-

цов в 8-молярный водный раствор мочевины (а), 5-молярный водный раствор гуа-

надилгидрохлорида (б) и 1%-ный водный раствор ДСNa (в), а также через 24 часа 

после внесения в каждую систему ДТТ (0,1 моль/л, Ряд 3).  

 

 

a 

 

б 

Рисунок 17.  Зависимость выхода гель-фракции (а) и степени набухания (б) БСА-

криогелей 1-го типа, полученных из растворов состава БСА + мочевина + Цис в воде, 

предварительно перегнанной в аргоне, либо без предварительной дегазации. О2. 
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Как правило, реакции образования дисульфидных связей чувствительны к при-

сутствию в системе растворенного кислорода [68, 196]. Результаты дополнительных 

опытов (Рисунок 17) по синтезу альбуминовых криогелей из растворов, полученных с 

использованием деионизованной воды, предварительно дегазированной посредством 

перегонки в токе аргона, указывают на то, что наличие в исходном водном растворе 

предшественников некоторой фракции растворенного кислорода не приводит к сущест-

венному падению выхода гель-фракции, по сравнению с результатами, полученными в 

условиях дополнительной дегазации реакционного раствора.  

 

4.2.4. Предполагаемый механизм формирования БСА-криогелей 1-го типа.  

В случае концентрации Цис в начальных растворах, равной 0,001 и 0,01 моль/л 

(Таблица 4: 3a и 3б), соотношение числа внутримолекулярных SS-мостов белка и вос-

становителя было близким к эквимолярному, таким образом, формирование межмоле-

кулярных дисульфидных связей могло быть связано с механизмом тиол-дисульфидного 

обмена (Рисунок 18: а) [68]. Параллельно с протеканием такого рода химических реак-

ций присутствие в системе денатурирующего агента, т.е. мочевины, способствует разво-

рачиванию макромолекул БСА, таким образом, диффузия Цис к внутримолекулярным 

SS-мостам внутри глобулы БСА проходит легче.  

С другой стороны, согласно вышеприведенной схеме реакций тиол-

дисульфидного обмена в случае избытка восстановителя, то есть при [Цис]=0,1 и 0,7 

моль/л de novo сформированные межцепные SS-мосты должны восстанавливаться, что 

должно было бы препятствовать образованию трехмерной альбуминовой гелевой сетки. 

Практика получения альбуминовых криогелей, однако, свидетельствует об обратном, 

что позволяет предположить, существование процессов, защищающих межмолекуляр-

ные дисульфидные мосты от восстановления в присутствии избытка тиола. Наблюдае-

мое поведение БСА-криогелей 1-го типа в различных солюбилизирующих средах позво-

ляет предположить совместное действие как ковалентной сшивки цепей развернутого 

белка через реакции тиол-дисульфидного обмена, так и, по аналогии с овальбуминовы-

ми криогелями [154], нековалентной ассоциации посредством гидрофобных взаимодей-

ствий разворачивающихся в присутствии денатурантов БСА-глобул.  
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a б 

Рисунок 18.  Схема реакций тиол-дисульфидного обмена [13] (а), в результате ко-

торых формируется пространственная гелевая сетка (б) БСА-криогелей 1-го типа. 

Синим и красным выделены сегменты отдельных полипептидных цепей альбуми-

на. 

 

В результате такого комбинированного механизма межмолекулярной сшивки 

должны формироваться узлы полимерной гелевой сетки, включающие внутримолеку-

лярные SS-мосты, встроенные в участки микросреды, более гидрофобной относительно 

других сегментов сольватированных в водной среде полипептидных цепей. Вероятно, 

даже в случае избытка Цис такие гидрофобные домены способны стерически или по 

причине повышенной их гидрофобности препятствовать диффузии растворенного в во-

де восстановителя к расположенным в них ковалентно сшитым узлам гелевой сетки (Ри-

сунок 18: б), защищая их от восстановления в высоковязкой среде незамерзшей жидкой 

микрофазы реакционной системы. Последующее оттаивание реакционной среды вслед-

ствие разбавления приводит к дополнительному резкому падению концентрации рас-

творенных мочевины и Цис и, следовательно, к снижению вероятности восстановления 

ковалентно-сшитых узлов. Такое предположение основывается, во-первых, на извест-

ных данных о жестких условиях, требуемых для практически полной денатурации гло-

бул БСА в растворах, когда концентрация мочевины превышает 5 моль/л, и восстанови-

тель дисульфидных связей присутствует в значительном избытке [98, 153, 155], по-

скольку такие глобулы характеризуются достаточно «консервативной» третичной 
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структурой, большинство SS-мостов в которой расположены глубоко внутри глобулы 

БСА [148, 153]. Таким образом, при низкой концентрации тиол-содержащих восстано-

вителей могу протекать только реакции тиолдисульфидного обмена, в результате при-

водящие к олигомеризации БСА-макромолекул [68, 163].  

 

4.2.5. Изменение конформационного состояния БСА под влиянием мочевины 

и Цис в ходе криотропного гелеобразования в неглубоко замороженных  

средах.  

В исследовании, посвященном криотропному гелеобразованию овальбумина в не-

глубоко замороженных средах в присутствии мочевины [6], установлено, что глобуляр-

ные макромолекулы овальбумина в среде НЖМФ претерпевают частичную денатура-

цию (разворачивание), что тем самым, приводит к «открытию вакантных сайтов» для 

межцепных гидрофобных взаимодействий, приводивших к формированию узлов про-

странственной сетки получаемых в результате криогелей. Таким образом, было важно 

изучить, в какой мере изменялась нативная конформация альбумина, встраивавшегося в 

пространственную сетку БСА-криогелей 1-го типа. Для этой цели был использован ме-

тод высокочувствительной дифференциальной сканирующей калориметрии (ВЧ-ДСК); 

исследования проведены в группе д.х.н. В.Я. Гринберга (ИНЭОС РАН). На Рисунке 19а 

приведены термограммы суспензий БСА-криогелей в буферном растворе, а также тер-

мограмма нативного БСА, растворенного в той же буферной среде. Асимметрия пика 

теплоемкости чистого альбумина, отвечающего его термической денатурации, объясня-

ется содержанием в его макромолекулах связанных эндогенных лигандов (липидов) 

[153, 179, 180]: основной пик соответствует денатурации свободной от лигандов формы 

белка, а минорный высокотемпературный пик – денатурации белок-липидного комплек-

са. Для этого препарата БСА были найдены следующие значения параметров денатура-

ции: температура денатурации dT =71
о
С (определена по основному пику теплоемкости); 

энтальпия денатурации dh  = 15,8 Дж∙г
-1

 и инкремент теплоемкости денатурации d pc  = 

0,35 Дж∙г
-1

∙К
-1

. В дополнение к этому, термограмма иллюстрирует известную особен-

ность денатурационного поведения БСА – его пост-денатурационную агрегацию, прояв-

ляющуюся в снижении теплоемкости при температурах опыта выше 90°С. Для оценки 

конформационного состояния макромолекул белка, встроенных в пространственную 

сетку БСА-криогеля, его образец сначала дезинтегрировали в буферном растворе до 
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частиц размером порядка 10 мкм и затем полученную суспензию исследовали методом 

ВЧ-ДСК.  Термограммы  БСА-криогелей  1-го типа  заметно  отличаются от термограмм  

 

 

а 

 

б 
Рисунок 19.  (a): Термограммы нативного БСА (1) и БСА-криогелей 1-го типа, 

сформированных замораживанием (при -20
o
C в течение 20 ч) реакционных смесей, 

концентрация белка в которых составляла 30, 40 и 50 мг/мл, в присутствии моче-

вины и цистеина (измеренные в 20 мМ Na-фосфатном буферном растворе, 0,15 M 

NaCl, pH 7,4). (б): Термограммы нативного БСА и растворов БСА, концентрация 

белка в которых составляла 5, 30, 40 и 50 мг/мл, подвергнутых замораживанию при 

-20
o
C в течение 20 ч (измеренные в воде, pH 6,5-6,6).  
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нативного белка, причем независимо от концентрации белка в исходной реакционной 

смеси вырождаются оба денатурационных пика БСА. Это доказывает существенное на-

рушение нативной конформации БСА, входящего в состав пространственной сетки 

криогеля, т.е. белок, по существу, встраивается в нее в денатурированном виде.  

Однако пост-денатурационная агрегация БСА в составе криогелей аналогична на-

тивному БСА. Это означает, что конформационное состояние БСА в составе криогеля не 

соответствует конформации полностью развернутого клубка и он сохраняет некоторые 

функциональные возможности и способен участвовать в формировании надмолекуляр-

ных структур. Возможны две причины, по которым белок теряет свою третичную струк-

туру: в результате так называемой обратимой холодовой денатурации во время замора-

живания или по причине образования пространственной сетки криогеля. Для уточнения 

были проведены калориметрические измерения для растворов БСА в воде (без добавок 

мочевины и/или Цис), подвергнутых замораживанию-оттаиванию, а также для нативно-

го БСА в воде (Рисунок 19: b). Профиль термограмм всех белковых растворов, подверг-

нутых замораживанию-оттаиванию независимо от концентрации белка были практиче-

ски аналогичным для нативного БСА. Из этого следует, что в отсутствие мочевины и 

Цис обработка замораживанием и оттаиванием раствора БСА не приводит к существен-

ному изменению третичной структуры белка. Иными словами, холодовая денатурация 

БСА в воде является обратимой. Таким образом, наблюдаемые конформационные изме-

нения БСА в составе криогелей вызваны образованием гелевой сетки из уже существен-

но денатурированных в присутствии мочевины и Цис макромолекул альбумина. 

 

4.2.6. Влияние условий формирования на широкопористую морфологию 

БСА-криогелей 1-го типа  

Интегральные свойства различных криогелей зависят не только от характеристик 

собственно гелевой фазы, но и от широкопористой морфологии таких полимерных 

криогелей [15, 98, 152], что подчеркивает важность оценки влияния условий получения 

альбуминовых криогелей на особенности их микроструктуры. Приведенные на Рисунке 

20 микрофотографии, полученные с помощью оптического стереомикроскопа, показы-

вают широкопористую текстуру дисков БСА-криогелей толщиной 1 мм, окрашенных 

метиленовым синим. Данные образцы были изготовлены путем замораживания при -15 

или -20°С растворов БСА с концентрацией 40 мг/мл с различным содержанием в них 
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мочевины и постоянной (0,01 моль/л) концентрацией цистеина. На изображениях Ри-

сунка 20 гелевая фаза - это узкие темные элементы структуры, а большие поры губчато-

го материала - светлые области.  

 

 

(a) 

 

(б) 

 

(в) 

 

(г) 

 

(д) 

 

(е) 

Рисунок 20.  Полученные с помощью оптического стереомикроскопа изображения 

дисков БСА-криогелей 1-го типа толщиной 1 мм, окрашенных метиленовым синим, 

сформированных замораживанием при -15
o
C (a-в) или -20

o
C (г-е) растворов альбу-

мина с концентрацией 40 мг/мл, содержавших 0,01 моль/л Цис и мочевину в сле-

дующих концентрациях: 0,5 моль/л (a, г), 1,0 моль/л (б, д) и 1,5 моль/л (в, е).  
 

В дополнение к микрофотографиям в Таблице 6 суммированы данные о размерах 

пор полученных образцов и о гидродинамических характеристиках аналогичных БСА-

криогелей, сформированных в виде цилиндрических блоков внутри пластиковых шпри-

цов (Рисунок 21). Скорость протока является важным в прикладном аспекте показате-

лем, который на качественном уровне может отражать степень пористости образцов 

[15]. Из данных, приведенных в Таблице 6, следует, что чем больше диаметр пор БСА-

криогелей и, соответственно, площадь сечения пор, тем больший объем жидкости в еди-
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ницу времени может протекать через колонку, заполненную таким пористым материа-

лом.  

До замораживания исходной системы предшественники криогеля были равномер-

но распределены в объеме всего раствора, по завершении криотропного гелеобразова-

ния сшитый полимер сконцентрировался в тонких стенках макропор (Рисунок 20), на 

которые приходится лишь малая часть общего объема образца. Например, значение сте-

пени набухания порядка 2-3 мл воды на 1 г сухого БСА для большинства полученных 

образцов соответствует концентрации белка в стенках макропор таких альбуминовых 

криогелей порядка 500-333 мг/мл, что в почти в 10 раз больше, чем в исходном растворе 

и что наглядно демонстрирует эффект криокоцентрирования, когда содержание полиме-

ра в стенках макропор фактически на порядок превышает концентрацию белка в исход-

ном растворе. Подобный эффект типичен для широкопористых криогелей в целом, как 

сформированных полимеризацией низкомолекулярных мономеров [15, 173], так и полу-

ченных на основе высокомолекулярных предшественников [158, 174]. 

Как правило, размер и форма макропор в таких гетерофазных гелевых системах, а 

также толщина стенок пор, определяются множеством факторов, в том числе химиче-

ской природой и начальной концентрацией растворенных веществ, типом используемо-

го растворителя и режимом криогенной обработки [98, 131, 143]. В рассматриваемом 

случае наиболее очевидной тенденцией, наблюдавшейся для текстуры изученных БСА-

криогелей, было уменьшение размера макропор образцов с понижением температуры 

криотропного гелеобразования от -15 до -20°С (Рисунок 20; Таблица 6: Примеры 1 и 2). 

Этот эффект описан для различных криогелей [15, 98, 152, 160, 161], поскольку чем ни-

же температура, при которой проводят криоструктурирование, тем, как правило, обра-

зуются более мелкие частицы порогена (т.е. поликристаллы растворителя) в том случае, 

если процессу замораживания не препятствует эффект переохлаждения [15, 152]. Поми-

мо температуры криогенной обработки, также заметно некоторое воздействие на мор-

фометрические параметры БСА-криогелей начальной концентрации хаотропного агента: 

с ростом содержания мочевины в начальной реакционной среде размер макропор образ-

цов, сформированных при -15°С (Таблица 6: 1а-1г), несколько уменьшался или прохо-

дил через максимум для криогелей, сформированных при более низкой температуре -

20
o
C (Таблица 6: 2а-2в). Та же тенденция была характерная для значений протока воды 

через цилиндрические блоки альбуминовых криогелей 1-го типа (Рисунок 21; Таблица  
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a 

 

б 

 

в 

Рисунок 21.  (а) Образец БСА-криогеля 1-го типа, помещенный в пластиковый 

шприц, через который пропускают жидкость при давлении гидростатического 

столба 900 мм; графические зависимости скорости протока воды через блок 

БСА-криогеля, полученного замораживанием при -15 (б) и -20
о
С (в) водных 

растворов БСА (40 мг/мл), Цис (0,01 Моль/л) и различных количеств мочевины.  

 

6). Подобные результаты свидетельствуют о том, что присутствие мочевины влияет не 

только на эффективность криотропного гелеобразования БСА (Таблицы 4 и 5), но и на 

геометрические особенности поликристаллов льда. Схожее влияние мочевины ранее на-

блюдалось для процесса гелеобразования овальбумина в умеренно замороженных сис-

темах, индуцированного добавкой этого денатуранта [24].  

 



 

Таблица 6.  Результаты количественного анализа изображений (оптическая микроскопия) БСА-криогелей 1-го типа и величины 

скорости протока воды через соответствующие цилиндрические образцы, сформированные замораживанием
a)

 растворов белка, со-

державших различные количества денатуранта.  

Пример 

№ 

Концентрация компонента в сис-

теме
 б)

 
Температура

 
за-

мораживания
б)

 

(
o
C) 

Характеристики пористости 

полученных БСА-криогелей 1-го типа 

Скорость протока 

воды через 3мл-

блок БСА-криогеля 

1-го типа 

[БСА] 

(мг/дл) 

[Мочевина]0 

(моль/л) 

[Цис] 

(моль/л) 

Dn, 

мкм 

Dw, 

мкм 
k=Dn/Dw 

1 a 

40,0 

0,5 

0,01 -15 

105,4 ± 31,7 148,0 ± 59,3 1,40 562 ± 55 

б 1,0 102,0 ± 25,8 149,9 ± 61,1 1,47 539 ± 78 

в 1,5 98,9 ± 26,1 127,3 ± 42,9 1,29 528 ± 38 

г 2,0 92,2 ± 24,6 120,1 ± 40,9 1,30 
c)

 

2 a 

40,0 

0,5 

0,01 -20 

68,2 ± 14,9 86,0 ± 25,4 1,26 580 ± 15 

б 1,0 73,9 ± 17,3 95,5 ± 31,5 1,29 607 ± 40 

в 1,5 57,7 ± 16,6 75,8 ± 29,0 1,31 587 ± 24 

г 2,0 
в) в)

 
в)

 
в)

 
a)

 Продолжительность замораживания и инкубирования в замороженном виде во всех случаях составляла 20 ч. 

б)
 Варьировавшиеся параметры выделены жирным курсивом. 

в)
 Измерения не проводились по причине недостаточной механической прочности образцов 

 

8
3
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Таким образом, при изучении альбуминовых криогелей 1-го типа, которые явля-

лись первым объектом настоящего исследования, показано:  

1. сформированные губчатые криогели являются широкопористыми, устойчивы-

ми к высокотемпературной обработке, хорошо пропускающими воду гетерофазными ге-

левыми материалами, сшитая полимерная сетка которых полностью состоит из белка;  

2. трехмерная полимерная сетка БСА-криогелей 1-го типа стабилизирована, глав-

ным образом, за счет межмолекулярных дисульфидных связей, образованных в резуль-

тате реакций тиол-дисульфидного обмена;  

3. такие свойства рассматриваемых альбуминовых криогелей, как выход гель-

фракции, степень набухания полимерной фазы в стенках макропор, скорость протока 

жидкости через широкопористый материал, а также его микроструктура зависят от со-

отношения предшественников в исходной системе и температурного режима ее после-

дующей обработки. 

 

4.3. Получение, свойства и структура БСА-криогелей 2-го типа. 

Другой известный подход к образованию ковалентных узлов трехмерной сетки 

широкопористых белковых криогелей основан на использовании сшивающих агентов, 

например, карбонильных соединений типа формальдегида [9] и глутарового альдегида 

[26, 25, 27, 163], небелковые фрагменты которых в результате оказываются встроенны-

ми в ковалентно сшитую полимерную сетку соответствующего криогеля. Такого рода 

химическая модификация альбуминовой матрицы в принципе нежелательна для после-

дующего биомедицинского применения из-за возможных токсических эффектов про-

дуктов биодеградации белковой основы. Хотя сшитая за счет de novo образованных ди-

сульфидных связей гелевая сетка БСА-кригелей 1-го типа не содержала привнесенных 

включений небелковой природы, глобулярная конформация самих макромолекул аль-

бумина, входивших в ее состав, нарушалась действием мочевины и восстанавливающего 

тиола [164]. Для получения криогелей, построенных из преимущественно глобулярного 

сывороточного альбумина, полностью состоящих из веществ белковой природы, пер-

спективным является подход, основанный на использовании в качестве сшивателей 

конденсирующих реагентов, например, ферментов типа трансглутаминазы [167] или во-

дорастворимых карбодимидов [165, 166], формирующих в мягких условиях межмолеку-

лярные пептидные связи и не требующих разрушения нативной конформации белка. В 
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этих случаях получающаяся сшитая трехмерная полимерная сетка состоит только из 

белка и не содержит включений иной химической природы.  

 

4.3.1. Влияние исходной концентрации предшественников на свойства  

БСА-криогелей 2-го типа. 

Аминокислотная последовательность БСА наряду с 35 звеньями цистеина вклю-

чает 99 остатков аспарагиновой и глутаминовой кислот, а также 60 звеньев лизина [153], 

наличие в структуре которых, соответственно, β- и γ-карбоксильных групп и ε-

аминогрупп позволяет применять для сшивки альбумина водорастворимые карбодии-

миды [165, 166], с образованием межцепных пептидных связей, играющих роль химиче-

ских узлов пространственной сетки соответствующих гелевых матриц. В качестве сши-

вающего агента нами был использован N-(3-диметиламинопропил)-N’-этилкарбодиимид 

(ЭДК) (Рисунок 22: б,), реагирующий с СООН-группой соответствующего аминокис-

лотного остатка (а) с образованием производного О-ацилизомочевины (в), последующее 

взаимодействие которого с боковой первичной аминогруппой остатка лизина (г) приво-

дит к замещенному амиду (д) (новообразованная пептидная связь в штриховой рамке на 

Рисунке 22), а присоединивший воду конденсирующий агент переходит в раствор в виде 

N,N’-замещенной мочевины (е) [168, 196].  

Стерическая доступность различных карбоксильных и амино-групп в глобуле 

БСА неодинакова с точки зрения возможности их участия в образовании межмолеку-

лярных сшивок, что делало необходимым определение на начальном этапе граничных 

концентраций гелеобразующего биополимера и сшивающего агента в исходном раство-

ре с целью получения структурированных альбуминовых криогелей, хорошо сохраняю-

щих свою целостность при манипуляциях и поэтому удобных для дальнейшего исследо-

вания их свойств и морфологии.  

В ходе таких предварительных экспериментов было показано, что «рабочая» кон-

центрация БСА в его исходных растворах составляла от 30 до 50 мг/мл, а для ЭДК ин-

тервал таких концентраций был 0,06-0,24 моль/л (или 5,5-22 мг/мл). Принимая во вни-

мание эти диапазоны, молекулярную массу БСА и содержание в нем остатков аспараги-

новой и глутаминовой кислот, а также то, что первой фазой химического взаимодейст-

вия конденсирующего агента с макромолекулами альбумина является «активация» кар-

боксильных групп белка, для исследованных нами вариантов диапазон соотношений 
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nCOOH:nЭДК:nNH2 лежал в пределах от 1:0,8:0,6 до 1:5,5:0,6. При меньших, чем минималь-

ные из указанных значений, формировались механически слабые образцы, иногда даже 

в виде отдельных фрагментов, а при более высоких концентрациях предшественников, 

чем верхняя граница рабочего диапазона, получались неоднородные по текстуре губки, 

плохо пропускавшие промывную жидкость.  

 

 

Рисунок 22.  Общая схема реакций образования межмолекулярных пептидных свя-

зей с помощью ЭДК (R и R’ – сегменты полипептидной цепи одной молекулы бел-

ка, R’’ и R’’’ – сегменты полипептидной цепи другой молекулы белка).  
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При использованных нами условиях экспериментов образование ковалентно-

сшитой пространственной сетки макропористых БСА-криогелей происходило с высокой 

эффективностью – практически во всех случаях выход гель-фракции превышал 80% 

(Таблица 7). При фиксированной исходной концентрации БСА увеличение количества 

вводимого в систему сшивающего агента обычно приводило к некоторому вполне ожи-

даемому росту выхода гель-фракции (Таблица 7: a-г для каждого из вариантов 1-9), что 

часто наблюдается [170, 171] при формировании полимерных гелей и криогелей сшив-

кой высокомолекулярных предшественников в среде растворителя при условии отсутст-

вия микрофазного расслоения в массе геля. В то же время, зависимость величины Y от 

концентрации альбумина в диапазоне 30-40-50 мг/мл (Таблица 7: варианты 1-3, 4-6 и 7-

9) была слабо выражена и в большей степени определялась не концентрацией белка, а 

соотношением nCOOH:nЭДК:nNH2. Дальнейшие исследования влияния условий гелеобразо-

вания на его эффективность, свойства получавшихся в результате криогелей и их мик-

роструктуру были выполнены в найденных пределах концентраций предшественников.  

 

4.3.2. Влияние температуры криотропного гелеобразования на свойства 

БСА-криогелей 2-го типа.  

Такие же предварительные опыты, имевшие целью определение оптимального 

интервала температур криогенной обработки исходных растворов БСА+ЭДК, позволили 

установить, что по причинам, аналогичным БСА-криогелям 1-го типа, замораживание и 

последующую инкубацию образцов в замороженном состоянии целесообразнее всего 

проводить при одной из температур в диапазоне от -15 до -25
о
С. В целом, наиболее 

«прочными» на качественном уровне были препараты БСА-криогелей, сформированные 

при -20
о
С. Незначительное снижение величины Y имело место для образцов, получен-

ных из растворов с [БСА]=50 мг/мл их замораживанием при самой низкой из приме-

нявшихся температур (т.е. при -25
о
С), особенно при наименьшей концентрации сши-

вающего агента (Таблица 7: 9а).  

Степень набухания химически-сшитых образцов в основном определяется числом 

узлов их гелевой сетки (т.е. числом межмолекулярных связей) [170, 171], и чем таковых 

меньше, тем сильнее сетка набухает. В этом аспекте довольно неоднозначными оказа-

лись зависимости степени набухания полимерной фазы крупнопористых БСА-криогелей 

2-го типа от температуры криогенной обработки исходных растворов с различным соот-
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ношением nCOOH:nЭДК:nNH2. Так, для всех образцов, сформированных замораживанием 

растворов предшественников при -15
о
С (Таблица 7: №№ 1, 4, 7) и, частично, при -20

о
С 

(Таблица 7: №№ 2 и 5), наблюдалась неожиданная тенденция – степень набухания по-

лимерной фазы, т.е. трехмерной сетки стенок макропор губчатого материала, в той или 

иной мере повышалась по мере роста концентрации вводимого в реакцию карбодиимида 

(Таблица 7). Для криогелей, приготовленных замораживанием при -20
о
С раствора с 

[БСА]=50 мг/мл (Таблица 7: № 8), зависимость величины Sw/w от концентрации ЭДК 

имела слабо выраженный максимум (Таблица 7: № 8в), и только в случае образцов, 

сформированных при -25
о
С (Таблица 7: №№ 3, 6 и 9), эта зависимость была стандартной 

– с возрастанием количества кросс-агента в гелеобразующей системе степень набухания 

полученных губчатых препаратов понижалась (Таблица 7; отчетливо прослеживается 

для исходной концентрации ЭДК 0,06 моль/л).  

Мы предположили, что такие необычные зависимости степени набухания поли-

мерной сетки от количества вводимого в систему ЭДК могут быть обусловлены особен-

ностями химической модификации БСА. При этом количество модифицированных 

группировок связано с соотношением реагентов в растворе предшественников, подвер-

гаемом затем криогенной обработке. Поскольку в диапазоне исходных концентраций 

БСА 30-50 мг/мл и ЭДК 0,06-0,24 ммоль/мл водорастворимый карбодимид в большин-

стве случаев был в избытке по отношению к СООН-группам белка (Таблица 7: №№ 4-9), 

а содержание первичных аминогрупп в сывороточном альбумине в 1,7 раз меньше, чем 

СООН-функций, то некоторая часть производных О-ацилизомочевины (Рисунок 22: в) 

оставалась «незадействованной» в пептидной конденсации из-за недостатка для нее 

аминных функций. Использование большего избытка ЭДК, очевидно, приводило к за-

мещению в белке большего числа ССОН-групп (Рисунок 22: а) с двумя координирую-

щими воду (за счет водородного связывания) атомами кислорода на более объемные 

группировки, содержащие дополнительно еще три координирующих воду атома азота 

(Рисунок 22: в). Несомненно, это должно повышать водоудерживающую способность 

модифицированной более гидрофильной сетки, и, как следствие, ее степень набухания. 

Как правило, температурные зависимости эффективности криотропного гелеобра-

зования различных систем имеют экстремальный вид [143, 152] вследствие конкуренции 

ряда факторов, основными из которых являются, с одной стороны, способствующее ге-

леобразованию криоконцентрирование предшественников в НЖМФ [153], а, с другой  
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Таблица 7.  Условия формирования, выход гель-фракции и степень набухания полимерной фазы БСА-криогелей 2-го типа. 

№ 

п/п 

Состав исходного раствора 

Температура 

криогенной 

обработки 

(
о
С) 

Результаты криотропного 

гелеобразования 

[БСА] 

(мг/мл) 

[ЭДК] 

(ммоль/мл) 

Мольное соотношение * 

nCOOH:nЭДК:nNH2* Y 

(%) 

Sw/w 

(г Н2О/г 

сух.полимера) 

1 2 3 4 5 6 7 

1а 

30,0 

0,06 1:1,4:0,6 

-15 

83,7 ± 3,6 1,96 ± 0,07 

б 0,12 1:2,8:0,6 86,7 ± 6,8 1,96 ± 0,12 

в 0,18 1:4,2:0,6 92,5 ± 2,2 2,17 ± 0,17 

г 0,24 1:5,5:0,6 92,6 ± 2,8 2,38 ± 0,18 

2а 0,06 1:1,4:0,6 

-20 

87,1 ± 8,2 2,03 ± 0,13 

б 0,12 1:2,8:0,6 88,0 ± 4,9 2,10 ± 0,12 

в 0,18 1:4,2:0,6 91,6 ± 2,6 2,12 ± 0,07 

г 0,24 1:5,5:0,6 93,5 ± 1,8 2,36 ± 0,08 

3а 0,06 1:1,4:0,6 

-25 

83,9 ± 0,8 2,43 ± 0,14 

б 0,12 1:2,8:0,6 89,0 ± 2,6 2,35 ± 0,07 

в 0,18 1:4,2:0,6 91,5 ± 3,5 2,17 ± 0,09 

г 0,24 1:5,5:0,6 93,2 ± 0,7 2,13 ± 0,08 

4а 

40,0 

0,06 1:1:0,6 

-15 

82,9 ± 2,4 2,01 ± 0,09 

б 0,12 1:2:0,6 92,0 ± 2,0 2,06 ± 0,12 

в 0,18 1:3:0,6 94,3 ± 0,5 2,09 ± 0,08 

г 0,24 1:4:0,6 96,1 ± 0,7 2,34 ± 0,18 
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Таблица 7. (Продолжение) 

1 2 3 4 5 6 7 

5а 

40,0 

0,06 1:1:0,6 

-20 

87,1 ± 5,7 1,96 ± 0,10 

б 0,12 1:2:0,6 92,1 ± 3,3 2,07 ± 0,11 

в 0,18 1:3:0,6 92,3 ± 2,5 2,09 ± 0,09 

г 0,24 1:4:0,6 91,7 ± 3,2 2,17 ± 0,10 

6а 0,06 1:1:0,6 

-25 

83,7 ± 1,9 3,25 ± 1,05 

б 0,12 1:2:0,6 86,3 ± 3,1 2,64 ± 0,19 

в 0,18 1:3:0,6 87,4 ± 5,0 2,44 ± 0,10 

г 0,24 1:4:0,6 92,0 ± 2,8 2,34 ± 0,14 

7а 

50,0 

0,06 1:0,8:0,6 

-15 

88,5 ± 0,8 1,91 ± 0,11 

б 0,12 1:1,6:0,6 93,3 ± 0,6 2,10 ± 0,15 

в 0,18 1:2,4:0,6 93,1 ± 2,5 2,20 ± 0,10 

г 0,24 1:3,2:0,6 95,8 ± 1,9 2,32 ± 0,18 

8а 0,06 1:0,8:0,6 

-20 

88,6 ± 0,9 1,86 ± 0,02 

б 0,12 1:1,6:0,6 91,7 ± 0,5 2,00 ± 0,06 

в 0,18 1:2,4:0,6 92,5 ± 4,1 2,05 ± 0,11 

г 0,24 1:3,2:0,6 96,3 ± 0,9 1,97 ± 0,03 

9а 0,06 1:0,8:0,6 

-25 

78,0 ± 2,6 6,42 ± 1,36 

б 0,12 1:1,6:0,6 84,5 ± 3,0 3,01 ± 0,49 

в 0,18 1:2,4:0,6 85,9 ± 1,7 2,78 ± 0,58 

г 0,24 1:3,2:0,6 89,6 ± 1,8 2,39 ± 0,09 

* С точностью до первого знака после запятой.

9
0
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стороны, снижающие эффективность гелеобразования очень высокая вязкость этих об-

ластей и уменьшение тепловой подвижности растворенных компонентов [152]. Часто 

индивидуальные особенности конкретной гелеобразующей системы привносят свои 

специфические эффекты. Вероятно, в случае БСА-криогелей 2-го типа, формируемых 

при -25
о
С (Таблица 4: №№ 3, 6 и 9), наблюдается нисходящая ветвь подобной экстре-

мальной зависимости. По сравнению с процессами при -15 или -20
о
С, это приводит к 

снижению выхода гель-фракции и, соответственно, препятствует введению в химиче-

скую структуру белка большого количества остатков О-ацилизомочевины, влияющих на 

склонность полимерной фазы таких альбуминовых губок к набуханию.  

 

4.3.3. Микроструктура БСА-криогелей 2-го типа.  

Помимо режимов криогенной обработки, особенности пористой морфологии 

криогелей зависят от природы предшественников и их концентрации в замораживаемых 

системах [98, 143, 160, 172]. На микроструктуру широкопористых губчатых БСА-

криогелей 1-го типа, обсуждавшихся в разделах 4.2.1-4.2.6, наиболее заметно влияет 

температура криогенной обработки, определяющая размер и геометрию кристаллов за-

мерзшего растворителя, выполняющих в этих процессах функцию порогена [98, 152]. 

Однако, в случае БСА-криогелей 2-го типа явного влияния температуры замораживания 

системы (в диапазоне -15…-25
о
С) на пористую морфологию соответствующих образцов 

выявить не удалось. Иллюстрацией этому могут служить микрофотографии альбумино-

вых криогелей (Рисунок 23), сформированных в виде тонких дисков при -15, -20 и -25
о
С 

из раствора с концентрацией БСА 50 мг/мл и ЭДК 0,12 моль/мл (Таблица 7: соответст-

венно, №№ 7b, 8б и 9в).  

Гетерогенность микроструктуры этих гелевых препаратов как в отношении фор-

мы крупных пор (светлые области изображения), их стенок (окрашенная метиленовым 

синим гелевая фаза), так и размеров, вероятно, обусловлена рядом факторов. В частно-

сти, при замораживании тонкого слоя исходного раствора (экспериментальная часть) 

высокая однородность температурных полей в пределах каждого образца трудно дости-

жима. Кроме того, существенная структурная неоднородность полученных в результате 

криогелей, часто выражавшаяся в наблюдаемом пересечении разнонаправленных по го-

ризонтали фронтов кристаллизации, по-видимому, обусловлена вероятностным характе-

ром нуклеации льда [175, 176] в замерзающих растворов, содержащих БСА и ЭДК. При-
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чем, после криогенной обработки при -25
о
С именно тонких слоев растворов с концен-

трацией БСА 30 и 40 мг/мл, когда скорость движения таких фронтов кристаллизации 

была высокой, в ряде случаев формировались не цельные диски, а фрагментированные 

препараты, что не наблюдалось при формировании образцов аналогичного состава в 

шприцах. 

   

а б в 

Рисунок 23.  Микрофотографии дисков БСА-криогелей толщиной 1 мм, сфор-

мированных при -15 (а), -20 (б) и -25
о
С (в) из раствора предшественников с 

[БСА]=50 мг/мл и [ЭДК]=0,12 ммоль/мл (Таблица 4 и 5: №№ 7b, 8b и 9b). 

 

Результаты количественного морфометрического анализа образцов, сформиро-

ванных в температурном диапазоне -15…-25 
о
С, суммированы в Таблице 8 и позволяют 

выявить некоторые тенденции, свойственные именно БСА-криогелям 2-го типа. В част-

ности, наблюдаемая на изображениях Рисунка 23 неоднородность микроструктуры тон-

ких дисков альбуминовых криогелей существенным образом отражалась на разбросе 

измеряемых величин диаметров макропор, в ряде случаев достигая 35-45% от среднего 

значения (Таблица 8), причем с повышением концентрации полимера в исходном рас-

творе, интервал такого разброса сокращался. Эта тенденция прослеживалась и в отно-

шении коэффициента полидисперсности k. Аналогично БСА-криогелями 1-го типа, по-

вышение исходной концентрации белка приводило к некоторому уменьшению усред-

ненного диаметра макропор губчатых образцов: от примерно 84-193 мкм при [БСА]=30 

мг/мл (Таблица 8: №№ 1-3) до 71-141 мкм при [БСА]=40 мг/мл (Таблица 8: №№ 4-6) и 

далее 45-134 мкм при [БСА]=50 мг/мл (Таблица 8: №№ 7-9). В отношении же зависимо-

сти морфометрических показателей БСА-криогелей от количества конденсирующего 

агента, т.е. ЭДК, вводимого в исходную систему, оказалось, что для образцов, получен-

ных из растворов с [БСА]=30 и 40 мг/мл (№№ 1-6), какой-либо определенной тенденции 

проследить не удается. Однако для более концентрированных систем ([БСА] = 50 мг/мл) 



 

 

Таблица 8.  Характеристики пористости БСА-криогелей, сформированных при разных температурах  

криотропного гелеобразования.  

№ 

п/п 

Состав исходного раствора* Температура крио- 

генной обработки 

(
о
С) 

Размер макропор 

[БСА] 

(мг/мл) 

[ЭДК] 

(ммоль/мл) 

Dn 

(мкм) 

Dw 

(мкм) 
k 

1 2 3 4 5 6 7 

1а 

30,0 

0,06 

-15 

89 ± 30 128 ± 56 1,44 

б 0,12 99 ± 22 119 ± 31 1,19 

в 0,18 112 ± 29 154 ± 58 1,38 

г 0,24 84 ± 17 103 ± 27 1,23 

2а 0,06 

-20 

122 ± 36 193 ± 92 1,59 

б 0,12 93 ± 19 107 ± 24 1,15 

в 0,18 94 ± 23 119 ± 37 1,27 

г 0,24 118 ± 30 160 ± 56 1,35 

3а 0,06 

-25 

** ** ** 

б 0,12 ** ** ** 

в 0,18 ** ** ** 

г 0,24 ** ** ** 

4а 

40,0 

0,06 

-15 

96 ± 23 118 ± 33 1,23 

б 0,12 103 ± 28 141 ± 53 1,36 

в 0,18 83 ± 26 140 ± 64 1,70 

г 0,24 71 ± 21 93 ± 34 1,32 
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Таблица 8 (Продолжение) 

1 2 3 4 5 6 7 

5а 

40,0 

0,06 

-20 

93 ± 26 124 ± 45 1,33 

б 0,12 81 ± 20 102 ± 32 1,26 

в  56 ± 14 82 ± 33 1,45 

г 0,24 87 ± 24 119 ± 44 1,36 

6а 0,06 

-25 

** ** ** 

б 0,12 ** ** ** 

в 0,18 81 ± 13 90 ± 17 1,12 

г 0,24 69 ± 22 94 ± 37 1,37 

7а 

50,0 

0,06 

-15 

80 ± 22 106 ± 39 1,33 

б 0,12 93 ± 25 119 ± 40 1,29 

в 0,18 74 ± 20 96 ± 33 1,30 

г 0,24 45 ± 10 59 ± 15 1,18 

8а 0,06 

-20 

95 ± 25 132 ± 49 1,39 

б 0,12 99 ± 21 125 ± 38 1,27 

в 0,18 83 ± 21 106 ± 34 1,28 

г 0,24 69 ± 19 91 ± 32 1,32 

9а 0,06 

-25 

96 ± 27 134 ± 53 1,39 

б 0,12 85 ± 23 115 ± 43 1,35 

в 0,18 65 ± 19 86 ± 32 1,32 

г 0,24 61 ± 15 79 ± 27 1,29 

* Мольное соотношение nCOOH:nЭДК:nNH2 см. Таблица 7. 

** Неоднородные или фрагментированные тонкие диски БСА-криогелей. 

 

9
4
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(Таблица 8: №№ 7-9) по мере повышения исходной концентрации ЭДК при всех трех 

температурах криотропного гелеобразования происходило уменьшение сечения пор по-

лучаемых БСА-криогелей 2-го типа. Вероятно, это связано с уменьшением размеров по-

ликристаллов льда по мере повышения концентрации низкомолекулярного электролита 

(хлоргидрат ЭДК) аналогично ранее наблюдавшемуся для криогелей поливинилового 

спирта уменьшению сечения макропор с ростом концентрации ряда солей, вводимых в 

исходный раствор полимера [177].  

 

4.3.4. Конформационное состояние макромолекул альбумина, встроенных в 

пространственную сетку БСА-криогелей 2-го типа.  

Глобула сывороточного альбумина стабилизирована 17-тью внутримолекулярны-

ми дисульфидными мостами, водородными и ионными связями, а также гидрофобными 

взаимодействиями [153, 155], и как указывалось ранее, изменения в ее структуре под 

действием различных физико-химических факторов могут быть количественно охарак-

теризованы методом высокочувствительной дифференциальной сканирующей калори-

метрии (ВЧ-ДСК) [43]. На Рисунке 24 приведены термограмма раствора исходного БСА 

(1), использованного в данной работе для получения криогелей, а также термограммы 

БСА-криогелей 2-го типа, сформированных из исходных растворов БСА (40 мг/мл) и 

кросс-агента, при мольном соотношении nCOOH:nЭДК: 2:1 (2), 10:1 (3) и 50:1 (4).  

Кривая 4 на Рисунке 24, отвечает сшитому с помощью ЭДК альбуминовому крио-

гелю и существенно отличается от термограммы раствора исходного альбумина: на ней 

отсутствуют какие-либо кооперативные переходы, сопряженные с теплопоглощением 

при разворачивании глобулы. Этот результат указывает на то, что БСА в составе крио-

геля либо находится в сильно денатурированном состоянии, как в случае БСА-

криогелей 1-го типа, либо конформация глобул БСА настолько прочно зафиксирована 

многоточечными межмолекулярными ковалентными сшивками, что термоденатурация 

блокирована, по крайней мере, в диапазоне температур ДСК эксперимента.  

Уже упоминавшаяся выше холодовая денатурация альбумина [181] также может 

быть одной из вероятных причин наблюдаемого изменения термограммы БСА после 

криотропного гелеобразования. Термодинамические параметры тепловой денатурации 

альбумина, а именно dT , dh  и d pc , позволяют рассчитать температурную зависимость 

свободной энергии денатурации белка ( )d g T  в широком интервале температур [182], 
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включая температуры ниже 0
о
С. На Рисунке 25 приведена такая зависимость для БСА 

при рН 7,4, полученная расчетным путем д.х.н. В.Я. Гринбергом. Она представляет со-

бой кривую с максимумом в области физиологических значений температуры (область 

максимальной стабильности белка). Температура, при которой функция ( )d g T  обраща-

ется в ноль, соответствует температуре денатурации: правая точка на кривой при 

h

dT =71
о
С соответствует тепловой денатурации БСА, в то время как холодовой денатура-

ции БСА отвечает левая точка при c

dT =-12
о
С, что близко к температурам получения 

БСА-криогелей 2-го типа (-15…-25
о
С). Следовательно, криотропное гелеобразование 

идет в условиях, обеспечивающих частичное разворачивание альбуминовой глобулы. 

Параллельно с этим присутствующий в системе сшивающий агент фиксирует набор раз-

вернутых состояний белка в сетке геля. В отсутствие восстановителей или окислителей 

дисульфидные связи не затрагиваются, т.е. макромолекулы белка остаются сшитыми 

внутримолекулярно, а межмолекулярная химическая фиксация препятствует ренатура-

ции БСА, т.е. восстановлению его третичной структуры при последующем возвращении 

образца к комнатной температуре.  

Такой «сценарий» вполне может быть причиной отсутствия денатурационного 

пика на термограмме криогеля (Рисунок 24: 2), что подтверждают термограммы для 

криогелей, сшитых с помощью гораздо меньших количеств ЭДК. Понижение соотноше-

ния nБСА:nЭДК от 1:50 до 1:2 в исходной реакционной системе приводило к снижению 

плотности сшивки гелевой сетки формировавшихся в результате БСА-криогелей, о чем 

свидетельствуют соответствующие термограммы 4-2 на Рисунке 24: при соотношение 

nБСА:nЭДК=1:50 профиль кривой практически не содержит денатурационного пика, в то 

время как при nБСА:nЭДК=1:2 термограмма образца практически идентична нативному 

БСА. Таким образом, менее плотная внутри- и межмолекулярная сшивка альбумина с 

помощью ЭДК при прочих равных условиях не препятствует его термической денатура-

ции.  
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Рисунок 24.  Термограммы раствора БСА и БСА-криогелей 2-го типа, полученных 

при различныхсоотношниях nБСА:nЭДК (20 мМ имидазольный буфер, 0,15 M NaCl, 

pH 7,4; концентрация белка 5 мг/мл; скорость нагревания 2 град мин
-1

).  
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4.3.5. Устойчивость БСА-криогелей 2-го типа к действию различных  

солюбилизирующих сред. 

Для определения природы связей, стабилизирующих узлы пространственной по-

лимерной сетки синтезированных альбуминовых криогелей, как и в случае БСА-

криогелей 1-го типа, были проведены опыты, в которых исследуемые губчатые образцы 

инкубировали в различных солюбилизирующих водных растворах. Сильное набухание 

БСА-криогелей 2-го типа, не сопровождавшееся их растворением, после 24-часовой 

пребывания в указанных средах (Рисунок 26: г, д, е) свидетельствует, что собственно 

холодовая денатурация лишь в небольшой степени воздействовала на конформацию 

глобул БСА, тогда как хаотропные агенты, влияющие на нековалентные взаимодействия 

и разрушающие водородные, ионные и гидрофобные связи в таких прочно соединенных 

частично денатурированных глобулах, в существенной степени денатурировали сами 

белковые частицы. Введение в систему экзогенного восстановителя дисульфидных мос-

тов, например ДТТ, приводило к дополнительному набуханию (Рисунок 26: к, л, м) ис-

следуемых препаратов, что свидетельствует о расщеплении внутримолекулярных SS-

связей, способствующему дальнейшему разворачиванию глобул и связанному с этим 

значительному возрастанию способности цепей к сольватации. Такое поведение БСА-
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Рисунок 25.  Температурная зависимость свободной энергии денатурации БСА при 

рН 7,4 (20 мМ имидазольный буфер, 0,15 М NaCl): 1 – точка холодовой денатура-

ции ( c

dT  -12 С); 2 – точка тепловой денатурации ( h

dT  71°С).  
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криогелей 2-го типа также служит (на качественном уровне) аргументом в пользу выво-

да, что полимерная фаза стенок макропор полученных нами криогелей построена из 

частично сохраняющих глобулярную конформацию макромолекул БСА, объединенных 

друг с другом в пространственной сетке боковыми пептидными (Рисунок 22: д) связями. 

Иными словами, одновременно протекающие в неглубоко замороженных системах 

БСА+ЭДК процессы холодовой денатурации белка и химического сшивания его макро-

молекул друг с другом приводят к тому, что образующася пространственная сетка по-

лимерной фазы криогеля состоит из неполностью денатурированных глобул БСА, кон-

формационная подвижность которых достаточно жестко блокирована большим числом 

«новых» пептидных связей в боковых цепях. 

 

Таким образом, в ходе изучения БСА-криогелей 2-го типа, являвшихся вторым объ-

ектом данной работы, показано:  

 Неглубокое (–15…–25
о
С) замораживание/оттаивание систем «вода – сывороточ-

ный альбумин – водорастворимый карбодиимид» приводит к получению химиче-

ски-сшитых широкопористых (диаметр макропор от ~50 до ~200 мкм) белковых 

криогелей.  

 Нативная структура глобул альбумина в ходе криотропного гелеобразования под-

вергается «холодовой денарурации», и одновременно с этим такая частично раз-

вернутая конформация белка жестко фиксируется межмолекулярными ковалент-

ными сшивками, причем кросс-агент (ЭДК) не встраивается в пространственную 

сетку;  

 Выход гель-фракции и степень набухания полимерной фазы образующихся губ-

чатых матриц в основном зависят от исходной концентрации альбумина и коли-

чества вводимого в систему кросс-агента, а морфометрические характеристики 

пористой микроструктуры таких криогелей главным образом определяются тем-

пературой криогенной обработки.  

 



100 

 

 

 

Рисунок 26.  Фотографии БСА-криогелей 2-го типа, выполненные в форме цилин-

дрических блоков, через 1 минуту (1), 30 минут (2) и 24 часа (3) после погружения 

образцов в 8-молярный водный раствор мочевины (a, г, ж, к), 5-молярный водный 

раствор гуанадилгидрохлорида (б, д, з, л) и 1%-ный водный раствор ДСNa (в, е, и, 

м), а также через 24 часа после внесения в каждую систему добавки дитиотреита 

(4, 0,1 моль/л). 
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4.4. Получение, свойства и структура БСА-криоструктуратов  

Как следует из литературного обзора, часто в практике гетерофазные гелевые мате-

риалы [183-189] могут быть сформированы различными способами [173, 190, 191], к ко-

торым также относится криотропное гелеобразование [98] и сублимационная сушка 

[192, 193]. Согласно классификации криоструктурированных пористых гелевых систем, 

приведенной в разделе 2.2.1.1., образование полимерной сетки криогелей, например, 

рассмотренных выше БСА-криогелей 1-го и 2-го типа, протекает непосредственно в 

объеме НЖМФ замороженной системы [153], ограниченной поликристаллами замерз-

шего растворителя, выполняющими роль порогена. С другой стороны, в случае криост-

руктуратов формирование узлов их пространственной сетки происходит либо после 

(криоструктураты 1-го типа), либо до (криоструктураты 2-го типа) криогенной обработ-

ки системы. Здесь термин «криогенная обработка» обозначает замораживание исходно-

го раствора (суспензии) предшественника и его сублимационную сушку, с последующей 

фиксацией широкопористой текстуры образующегося сухого белкового структурата ко-

валентной сшивкой полимера в растворе кросс-агента, где полимерная основа нераство-

рима [193]. Анализ литературы не дал четкого ответа на вопрос о том, насколько отли-

чаются свойства белковых криогелей и криоструктуратов, сформированных из началь-

ных систем, одинаковых по составу и типу предшественников. Поэтому представляло 

интерес создание альбуминовых криоструктуратов, используя в качестве начальных 

систем растворы белка с концентрацией в уже исследованном (в случае БСА-криогелей) 

диапазоне, а в качестве сшивающего агента – ЭДК при аналогичных соотношениях 

nCOOH:nЭДК на стадии сшивки альбумина.  

 

4.4.1. Влияние условий формирования на свойства БСА-криоструктуратов. 

Широкопористые твердые лиофилизаты БСА являются водорастворимыми, и требу-

ется последующая сшивка белка для получения нерастворимых в воде БСА-

криоструктуратов. Химическую сшивку альбумина проводили обработкой белковых 

лиофилизатов раствором ЭДК в этаноле, в свою очередь, являющемся нерастворителем 

для БСА, но способном смачивать белковые материалы, что обеспечивает проникнове-

ние сшивающего агента во внутреннюю часть полимерной фазы. Целью данного раздела 

работы являлся поиск оптимальных условий формирования губчатых БСА-крио-

структуратов, а также изучение их физико-химических свойств и широкопористой мор-
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фологии в зависимости от концентрации предшественников и режимов криогенной об-

работки. Представляло также интерес сопоставление свойств ковалентно сшитых БСА-

криоструктуратов с БСА-криогелями 2-го типа, сформированных замораживанием при 

аналогичных условиях эквиконцентрированных растворов БСА, содержащих добавку 

ЭДК. Схема приготовления широкопористых БСА-криоструктуратов приводится на Ри-

сунке 27. Аналогично БСА-криогелям 2-го типа, готовые губчатые БСА-крио-

структураты инкубировали в растворе глицина для дезактивации не вступивших в реак-

цию привитых производных ЭДК и обработанные таким способом образцы дополни-

тельно промывали. Альбуминовые криоструктураты представляли собой мягкие белые 

губки, из которых при незначительной нагрузке могла быть легко отжата свободная 

жидкость (Рисунок 28: б), а при помещении в воду они быстро впитывали влагу с пол-

ным восстановлением их размеров и формы (Рисунок 28: a). Это свидетельствует о на-

личии в криоструктуратах открытых взаимосвязанных пор. В свою очередь взаимосвя-

занность пористой архитектуры криоструктуратов обусловлена причинами, аналогич-

ными случаю БСА-криогелей: в процессе замораживания каждый порообразующий кри-

сталл (лед) растет до тесного контакта с гранью соседнего кристалла [15, 98, 194].  

 

 

Рисунок 27.  Последовательность стадий процесса формирования БСА-

криоструктуратов  

(I) - заливка водных растворов БСА требуемой концентрации в стеклянные пузырьки и 

замораживание образцов при заданной отрицательной температуре;  

(II) - сублимационная сушка замороженных систем; 

(III) - химическая фиксация высушенных твердых широкопористых криоструктуратов 

их инкубированием в растворе ЭДК в этаноле;  

(IV) - отмывка сшитых губчатых криоструктуратов от водорастворимых примесей. 
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Рисунок 28.  Внешний вид БСА-криоструктуратов, сформированных заморажи-

ванием при -15
o
C водного раствора БСА ([БСА]0=40 мг/мл), последующим лио-

фильным высушиванием и сшивкой с помощью ЭДК в этаноле при соотношении 

nCOOH/nЭДК=1:3:  

а) набухший образец после промывки водой от спирта и золь-фракции;  

б) образец, из которого была отжата вода. 
 

Представляло интерес оценить на качественном и количественном уровне влия-

ние параметров стадий (I) - (IV) на характеристики и макропористую морфологию БСА-

криоструктуратов. Переменными параметрами в этих экспериментах были начальная 

концентрация БСА в исходном водном растворе на стадии (I), отношение СООН/ЭДК 

на стадии сшивки белка (IV), а также температура замораживания растворов БСА на 

стадии (II), являющаяся основным фактором, влияющим на микроструктуру альбуми-

новых губок. Предварительные опыты позволили определить рабочие диапазоны варьи-

рования концентрации биополимера в исходных растворах, из которых могли быть по-

лучены БСА криоструктураты с оптимальными физическими свойствами и текстурой, 

способные выдерживать (без разрушения) циклические нагрузки при отжиме и повтор-

ном набухании в ходе отмывки, отжима и последующих операциях, связанных с тести-

рованием прикладного потенциала таких материалов.  

Диапазоны концентраций белка в исходных растворах и температуры их криоген-

ной обработки, которые позволяли получать наиболее стабильные для дальнейшего ма-

нипулирования губки, оказались близкими к описанным выше для БСА-криогелей. При 

концентрациях белка ниже 30 мг/мл получаемые криоструктураты имели низкую проч-

ность и плохо сохраняли свою первоначальную форму после извлечения из воды, в то 

время как при начальной концентрации БСА выше 50 мг/мл образцы обладали неодно-

родной текстурой и были довольно хрупкими в высушенном виде. При температуре за-

мораживания выше -15
o
C растворы БСА, особенно с концентрацией 50 мг/мл, зачастую 

не замерзали из-за эффектов переохлаждения, в то время как, замораживание при тем-
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пературе ниже -25
o
C приводило к резкому уменьшению размера пор полученных крио-

структуратов.  

Аналогично рассмотренным выше БСА-криогелям, для оценки эффективности 

встраивания БСА в пространственную сетку формируемых криоструктуратов были оп-

ределены величины выхода-гель-фракции, которые в определенной степени, но не очень 

заметно, зависели от таких факторов, как концентрация белка в исходных растворах на 

стадии (I), температура замораживания на стадии (II) и соотношение БСА/ЭДК на ста-

дии сшивки криоструктурированного материала на стадии (IV). По сравнению с двумя 

предыдущими типами БСА-криогелей, эффективность ковалентной сшивки БСА в слу-

чае формирования криоструктуратов на его основе была наибольшей из всех трех рас-

смотренных до настоящего момента объектов и часто превышала 95% (Таблица 9), при-

чем в случае использования большого избытка карбодиимида выход гель-фракции мог 

превышать 100% (Таблица 9: б). В целом выход гель-фракции несколько возрастал с 

увеличением количества сшивающего агента в спиртовом растворе, которым обрабаты-

вали пористый белковый текстурат.  

Причиной наблюдавшихся результатов может быть появление некоторой допол-

нительной массы на стадии обработки БСА-криоструктуратов  раствором глицина в свя-

зи с прививкой остатков данной аминокислоты по остаткам О-ацил-изомочевины (Рису-

нок 22: в), не участвовавших в образовании межмолекулярных пептидных сшивок из-за 

меньшего количества ω-NH2-групп лизина, по сравнению с количеством боковых СО-

ОН-групп аспартата и глутамата, а также по причине стерической недоступности неко-

торых реакционноспособных остатков внутри основной массы лиофилизата.  

Степень набухания ковалентно сшитых полимерных сеток, как уже отмечалось 

выше, является чувствительным показателем плотности их сшивки [195]. Сшивка мак-

ромолекул БСА внутри концентрированной полимерной фазы в стенках макропор лио-

филизата с помощью ЭДК в среде этанола приводила к формированию сильно сшитой 

пространственной сетки, о чем свидетельствует ее плохая способность к набуханию в 

воде. В общем случае, значения степени набухания (Sw/w) в воде полимерной фазы таких 

криоструктуратов (Таблица 10) были довольно низкими, порядка ~ 0,9 ... ~ 2 г H2O на 1 г 

сухого полимера, что в два раза меньше, чем в случае БСА-криогелей 2-го типа, полу-

ченных сшивкой альбумина с использованием в качестве кросс-агента такого же карбо-

диимида.  
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Таблица 9.  Зависимость величины выхода гель-фракции БСА-криоструктуратов от ис-

ходной концентрации БСА в водных растворах, температуры криогенной обработки и 

соотношения белок/кросс-агент.  

Концентрация 

БСА в исходном 

растворе 

(мг/мл) 

nCOOH:nЭДК 

(моль/моль) 
a)

 

Величина Y (%) для БСА-криоструктуратов, 

сформированных при различных температурах 

замораживания: 

-15
o
C -20

o
C -25

o
C 

30,0 

1:0,5 

1:1 

1:2 

1:3 

1:4 

1:6 

96,1 ± 0,6 

98,0 ± 0,7 

99,2 ± 0,3 

100,0 ± 0,2
 б)

 

99,9 ± 1,3
 б)

 

101,0 ± 1,0
 б)

 

94,5 ± 0,5 

95,3 ± 0,1 

95,4 ± 0,2 

95,9 ± 0,3 

96,9 ± 1,1 

98,4 ± 0,2 

93,3 ± 0,2 

94,7 ± 0,5 

95,7 ± 0,6 

96,0 ± 0,8 

95,7 ± 0,5 

96,8 ± 1,5 

40,0 

1:0,5 

1:1 

1:2 

1:3 

1:4 

1:6 

95,3 ± 0,3 

96,3 ± 1,6 

97,1 ± 0,1 

99,1 ± 1,1 

100,2 ± 0,2
 б)

 

101,0 ± 0,2
 б)

 

95,0 ± 2,0 

95,5 ± 0,7 

97,0 ± 0,7 

98,3 ± 0,3 

98,8 ± 0,6 

99,3 ± 0,9 

94,9 ± 0,7 

95,3 ± 0,9 

97,9 ± 0,1 

96,8 ± 2,6
 б)

 

100,5 ± 0,3
 б)

 

103,9 ± 5,3
 б)

 

50,0 

1:0,5 

1:1 

1:2 

1:3 

1:4 

1:6 

93,9 ± 0,1 

94,8 ± 0,4 

95,6 ± 0,4 

96,5 ± 0,6 

98,7 ± 0,5 

99,4 ± 0,9 

95,2 ± 0,6 

94,9 ± 1,9 

95,4 ± 0,8 

93,5 ± 3,9 

96,7 ± 1,7 

96,6 ± 2,9 

95,7 ± 0,5 

96,8 ± 0,8 

98,3 ± 1,1 

97,9 ± 0,1 

97,7 ± 0,7 

98,0 ± 0,2 
a)

 nCOOH:nEDC представляет мольное отношение COOH-групп в составе БСА к количеству 

ЭДК на стадии (iv) ковалентной сшивки белка.  

б)
 Вероятной причиной превышения Y значения 100% может быть влияние на вес образ-

ца привитых глицильных остатков.  
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Таблица 10.  Зависимость степени набухания полимерной фазы БСА-криоструктуратов 

от концентрации БСА в исходных растворах, температур криогенной обработки и соот-

ношения белок/кросс-агент на стадии сшивки. 

Концентрация 

БСА в исходном 

растворе 

(мг/мл) 

nCOOH:nЭДК 

(моль/моль) 

Величина Sw/w (г H2O/г БСА)для БСА-

криоструктуратов, сформированных при различ-

ных температурах замораживания: 

-15
o
C -20

o
C -25

o
C 

30,0 

1:0,5 

1:1 

1:2 

1:3 

1:4 

1:6 

1,23 ± 0,05 

1,24 ± 0,06 

1,94 ± 0,20 

1,48 ± 0,18 

1,41 ± 0,12 

1,36 ± 0,08 

1,43 ± 0,17 

1,38 ± 0,13 

1,48 ± 0,03 

1,66 ± 0,09 

1,54 ± 0,17 

1,39 ± 0,10 

1,20 ± 0,20 

1,37 ± 0,16 

1,39 ± 0,26 

1,67 ± 0,28 

1,85 ± 0,14 

1,46 ± 0,18 

40,0 

1:0,5 

1:1 

1:2 

1:3 

1:4 

1:6 

1,34 ± 0,08 

1,58 ± 0,06 

1,53 ± 0,08 

1,42 ± 0,02 

1,24 ± 0,16 

1,36 ± 0,05 

1,34 ± 0,11 

1,43 ± 0,06 

1,56 ± 0,19 

1,65 ± 0,26 

1,96 ± 0,36 

1,33 ± 0,25 

1,45 ± 0,03 

1,30 ± 0,08 

1,19 ± 0,06 

1,07 ± 0,14 

1,01 ± 0,03 

0,92 ± 0,13 

50,0 

1:0,5 

1:1 

1:2 

1:3 

1:4 

1:6 

1,20 ± 0,04 

1,27 ± 0,13 

1,45 ± 0,14 

1,45 ± 0,03 

1,42 ± 0,13 

1,41 ± 0,05 

1,32 ± 0,06 

1,30 ± 0,22 

1,61 ± 0,16 

1,47 ± 0,21 

1,47± 0,10 

1,39 ± 0,08 

1,09 ± 0,31 

1,43 ± 0,11 

1,24 ± 0,15 

1,11 ± 0,10 

1,03 ± 0,18 

0,94 ± 0,06 
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Наименьшими значениями Sw/w (0,9-1,1 г/г) обладали образцы, полученные замо-

раживанием растворов БСА с концентрацией 40-50 мг/мл при самой низкой из исполь-

зованных нами температур, т.е. -25°С. Характер влияния концентрации ЭДК в растворе 

кросс-агента (Таблица 10: в виде соотношения nCOOH:nЭДК) на степень набухания полу-

ченных БСА-криоструктуратов был различным. Для всех образцов, замораживание ко-

торых проводили при -15 и -20
o
C, такая зависимость проходила через слабо выражен-

ный максимум, положение которого зависело от соотношения nCOOH:nЭДК. Для образцов, 

полученных замораживанием растворов БСА с концентрацией 30 и 50 мг/мл при -25
o
C, 

тенденции была аналогичными, но в случае раствора альбумина с концентрацией 40 

мг/мл величина Sw/w систематически падала с ростом соотношения nCOOH:nЭДК на стадии 

(VI). Также в явном виде не выражена тенденция в отношении влияния температуры за-

мораживания на степень набухания полученных БСА-криоструктуратов при условии 

одинаковой начальной концентрации предшественников. В некоторых случаях зависи-

мости в температурном ряду -15, -20 и -25°C оказывались нисходящими, в других слу-

чаях – возрастающими или же имели максимум (Таблица 10) несмотря на то, что все эк-

виконцентрированные образцы после их замораживания при различных температурах 

высушивали лиофильно в идентичных условиях. Это свидетельствует о разнонаправ-

ленном влиянии на свойства таких криоструктурированных губчатых материалов сово-

купности различных факторов, определяемых параметрами процесса их получения, 

включая температуру замораживания. К таким факторам можно отнести исходную кон-

центрацию БСА, определяющую содержание белка в стенках макропор лиофилизован-

ного белка и, очевидно, толщину их стенок; условия замораживания влияют на объем 

вымораживаемого растворителя и макропористую морфологию альбуминовых губок 

данного типа (рассмотрено далее), в то время как изменение концентрации ЭДК в спир-

товом растворе на стадии обработки (VI) позволяет регулировать плотность сшивки, а 

также количество остатков O-ацил-изомочевины (Рисунок 22: в) и, как результат, гли-

цильных заместителей, привитых впоследствии.  
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Рисунок 29.  Фотографии БСА-криоструктуратов, сформированных замораживанием 

при -15
o
C водного раствора БСА (40 мг/мл) с последующим лиофильным высушивани-

ем и сшивкой белка с помощью ЭДК в этаноле при соотношении nCOOH/nЭДК=1:3 через 

30 минут - (Ряд 1) и (Ряд 2) - 24 часа после погружения образцов в 8-молярный водный 

раствор мочевины (Столбец I), 5-молярный водный раствор гуанадилгидрохлорида 

(Столбец II) и 1%-ный водный раствор ДСNa (Столбец III), а также через 24 часа (Ряд 

3) после внесения в каждую систему добавки дитиотреита (0,1 моль/л).  
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4.4.2. Поведение БСА-криоструктуратов в солюбилизирующих средах. 

Наличие частой ковалентной сшивки, стабилизирующей пространственную по-

лимерную сетку полученных БСА-криоструктуратов подтверждают данные по набуха-

нию образцов в жидких средах, способных селективно разрушать внутри- и межмолеку-

лярные связи того или иного типа. Аналогично БСА-криогелям 1-го и 2-го типа мы ис-

следовали влияние на набухание сшитых БСА криоструктуратов водных растворов мо-

чевины (Рисунок 29: I), гуанидилгидрохлорида (Рисунок 29: II) и ДСNa (Рисунок 29: 

III) с последующим добавлением в каждую систему дитиотреита (ДТТ). 

Образцы БСА-криогелей 1-го и 2-го типа заметно, но по-разному, набухали в раз-

личных средах, а в случае БСА-криогелей 1-го типа даже растворялись после введения в 

систему ДТТ. Напротив, инкубирование БСА-криоструктуратов в денатурирующих рас-

творах (I), (II) и (III) в течение 24 часов приводило лишь к очень незначительному на-

буханию образцов. Их размер практически не изменялся в зависимости от типа испыта-

тельной среды даже в присутствии ДТТ (Рисунок 29: 3), расщепляющего внутримолеку-

лярные SS-мосты в глобулах БСА, за исключением незначительного набухания БСА-

криоструктурата в системе ДСNa + ДТТ (Рисунок 29: и). Эти результаты указывают на 

то, что макромолекулы альбумина в составе исследованных криоструктуратов по види-

мому крайне плотно сшиты друг с другом, а также, скорее всего, и внутримолекулярно 

множеством пептидных связей в боковых цепях, что препятствует заметному развора-

чиванию глобул белка.  

 

4.4.3. Конформационные характеристики макромолекул альбумина в сшитой 

полимерной фазе широкопористых БСА-криоструктуратов.  

Принимая во внимание довольно низкую степень набухания полимерной фазы 

(стенки макропор) БСА-криоструктуратов как в воде (Таблица 10), так и в сильных со-

любилизирующих средах (Рисунок 29), высокую концентрацию белка и многоточечный 

характер его сшивки в составе пространственной сетки, представляла интерес оценка 

конформационной подвижности макромолекул БСА в полученных альбуминовых губ-

ках методом ВЧ-ДСК.  

На термограммах на Рисунке 30 приведены температурные зависимости кажу-

щейся парциальной теплоемкости БСА, приготовленного замораживанием при -15
o
C и 
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сублимационной сушкой раствора белка (40 мг/мл), с последующей обработкой лиофи-

лизата чистым этанолом при условиях, использованных на стадии химической сшивки 

белка (1), а также БСА-криоструктурата, полученного замораживанием аналогично об-

разцу (1) и затем ковалентной сшивкой с помощью ЭДК при соотношении 

nCOOH/nEDC=1:3 (2).  

Термограммы образца (1) содержат максимумы денатурации, которые свидетель-

ствуют о вызываемом нагреванием разворачивании глобулы БСА. Денатурационная 

кривая образца (1) является мономодальной, в отличие от термограммы раствора ком-

мерческого БСА (Рисунок 24: 1), имеющей бимодальный характер, обусловленный на-

личием в коммерческом образце белка определенного количества высших жирных ки-

слот, которые обычно существуют в альбумине-реагенте вследствие их довольно высо-

кой способности к гидрофобному взаимодействию с доменами сывороточного альбуми-

на [148]. Связывание данных лигандов значительно увеличивает конформационную ста-

бильность макромолекул БСА, которая выражается в относительно более высоких зна-

чениях температуры и энтальпии денатурации по сравнению с образцами альбумина, 

свободными от жирных кислот [180]. Обработка сухого белка этанолом приводила к 

удалению из его структуры жирных кислот и, вследствие этого, к снижению температу-

ры (с 71,0
o
C до 66,4

o
C) и энтальпии (с 15,8 до 11,8 Дж/г) денатурации БСА, что следует 

из характера термограммы (1).  

На ДСК-кривой (2) широкопористого БСА-криоструктурата, химически сшитого 

с помощью ЭДК, отсутствует пик поглощения, отвечающий денатурации белка, что ве-

роятнее всего может указывать на «консервацию» основных элементов третичной 

структуры альбумина в диапазоне температур ДСК-эксперимента за счет многочислен-

ных внутри- и межцепных ковалентных сшивок, образующихся при действии ЭДК на 

концентрированную биополимерную фазу в стенках пор лиофилизированного белка. 

Аналогично БСА-криогелям 2-го типа, подобная многоточечная сшивка блокирует кон-

формационную подвижность БСА, прочно упакованного в пространственную полимер-

ную сетку в стенках макропор таких криоструктуратов.  
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Рисунок 30.  Изменение парциальной теплоемкости раствора БСА (красная 

кривая) и БСА-криоструктурата (черная кривая) в среде 20 ммолярного имида-

зольного буфера, pH 7,4, 0,15 M NaCl:  

1 – раствор чистого БСА, подвергнутый замораживанию при -20
о
С, лио-

фильному высушиванию и обработке этанолом;  

2 – БСА-криоструктурат, полученный замораживанием при -15
o
C водно-

го раствора БСА ([БСА]=40 мг/мл) с его последующей лиофилизацией и сшив-

кой полученного белка с помощью ЭДК в этаноле (nCOOH/nЭДК=1:3).  

 

4.4.4. Особенности широкопористой морфологии БСА-криоструктуратов. 

Полученные с помощью стереомикроскопа микрофотографии на Рисунке 31 ил-

люстрируют губчатую структуру набухших в воде дисков таких альбуминовых криост-

руктуратов толщиной 1 мм, сформированых замораживанием раствора БСА с концен-

трацией 50 мг/мл при температуре в диапазоне -15…-25°C с последующей лиофилиза-

цией и обработкой кросс-агентом при соотношении nCOOH/nEDC=1:3. Эти образцы обла-

дают гетерогенной широкопористой структурой, где темные структурные компоненты 

являются набухшей полимерной фазой стенок макропор, более светлые области – сами 

поры. Поперечное сечение пор в диапазоне от около 40 до 250 мкм, толщина стенок пор 

не превышает 5-15 мкм. Из морфометрических данных (Dn, Dw и коэффициент k), со-

провождающих каждую микрографию, видно некоторое уменьшение размера пор с по-

нижением температуры замораживания, что является общей тенденцией, неоднократно 
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описанной для ковалентно и нековалентно сшитых криоструктурированных матриц на 

основе синтетических и природных полимеров, полученных в замороженных водных, а 

также кристаллизующихся органических средах [15, 68, 98].  

Морфология и размер пор лиофилизованных и затем сшитых с помощью ЭДК 

альбуминовых криоструктуратов весьма схожа с такими же характеристиками для экви-

концентрированных БСА-криогелей 2-го типа, что свидетельствует об определяющем 

влиянии режима замораживания/инкубирования в замороженном состоянии на макро-

пористую морфологию как криогелей, так и криоструктуратов. Не смотря на близкие 

индексы полидисперсности, значения среднечисленного и средневзвешенного диамет-

ров Dn и Dw БСА-криоструктуратов больше в 1,5-2 раза по сравнению с размером пор 

соответствующих БСА-криогелей 2-го типа (диаметр пор которых был в диапазоне от ~ 

50 ... ~ 150 мкм), формируемых из эквиконцентрированных растворов белка и ЭДК при 

тех же температурах криогенной обработки. Эти факты свидетельствуют о том, что суб-

лимация льда приводит к дополнительному сильному уплотнению полимерной фазы и, 

таким образом, к расширению пор в биополимерном лиофилизате, впоследствии под-

вергаемого плотной химической сшивке, по сравнению с криотропным гелеобразовани-

ем, при котором сшивка БСА протекает в объеме НЖМФ умеренно замороженной реак-

ционной системы.  

 

 

Dw=139,6 ± 39,2 мкм 

Dn=108,8 ± 25,8 мкм 

k=1,28 

Dw=119,2 ± 23,5 мкм 

Dn=98,3 ± 21,0 мкм 

k=1,21 

Dw=111,2 ± 20,2 мкм 

Dn=94,3 ± 16,7 мкм 

k=1,18 

Рисунок 31.  Микрофотографии набухших в воде дисков БСА-криоструктуратов 

толщиной 1 мм, сформированных замораживанием при -15, -20 и -25
o
C водного рас-

твора БСА ([БСА]0=40 мг/мл) с последующим лиофильным высушиванием и сшив-

кой белка с помощью ЭДК в этаноле при соотношении nCOOH/nЭДК=1:3.  
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Таким образом, при исследовании БСА-криогелей, являвшихся третьим обектом 

данной работы, показано, что:  

 Сшивка в безводной среде с помощью ЭДК сывороточного альбумина, подверг-

нутого предварительному криоструктурированию за счет лиофильного высуши-

вания его неглубоко замороженных (-15…-25
о
С) водных растворов, приводит к 

формированию нерастворимых в воде широкопористых альбуминовых криост-

руктуратов;  

 Проводимая в среде нерастворителя белка химическая фиксация альбумина меж-

молекулярными амидными связями в стенках пор альбуминовых текстуратов, по-

лученных на стадии лиофилизации, протекает с высокой эффективностью (боль-

шей, чем в случае БСА-криогелей);  

 Согласно данным оптической микроскопии, в зависимости от температуры крио-

генной обработки и соотношения белок / кросс-агент размеры макропор БСА-

криоструктуратов колеблются в широком диапазоне 60-160 мкм, что несколько 

меньше, в сравнении с альбуминовыми криогелями, сшитыми с помощью ЭДК; 

 Содержание альбумина в начальных водных растворах, температура их криоген-

ной обработки, а также соотношение кросс-агент/белок на стадии фиксации по-

ристых альбуминовых текстуратов, определяют выход гель-фракции и степень 

набухания полимерной фазы, причем степень набухания БСА-криоструктуратов 

меньше, чем в случае альбуминовых криогелей 1-го и 2-го типа, что обусловлено 

частой многоточечной сшивкой белка в гелевой сетке криоструктуратов, что под-

тверждают данные ВЧ ДСК, а также испытанием БСА-криоструктуратов на рас-

творимость в различных солюбилизирующих.  
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4.5. Практическое применение альбуминовых криогелей и  

криоструктуратов.  

Благодаря системе взаимосвязанных макропор, сравнительной простоте получе-

ния, возможности в широких пределах регулировать эксплуатационные характеристики 

и другие свойства криогели на основе белков могут служить основой для получения ма-

териалов со специфическими свойствами для ряда важных приложений в медицине и 

биотехнологии [36, 98, 131]. К наиболее часто упоминаемым в литературе вариантам 

практического приложения белковых криогелей относится их использование в качестве 

подложек для трехмерного культивирования различных клеток [9, 15, 32], носителей ле-

карственных субстанций [6, 36, 52], сорбентов и фильтрующих материалов [197], носи-

телей иммобилизованных ферментов, клеток и клеточных органелл и т.д. [26, 119, 123]. 

В настоящей главе приведены результаты оценки прикладного потенциала изученных 

альбуминовых криогелей и криоструктуратов, с точки зрения возможности и перспектив 

их использования в качестве вышеуказанных материалов.  

 

4.5.1. Использование альбуминовых криогелей 1-го типа в качестве губчатых 

депо-форм для химиотерапии инфицированных ран.  

Наряду с гемостатическими пористыми губками на основе коллагена [198], в на-

стоящее время известен ряд других материалов-носителей лекарственных веществ, на-

зываемых также «депо-формами», к которым можно отнести, например, ковалентные 

фиброиновые криогели, нагруженные гентамицином [46], или губчатые депо-формы 

хондроитинсульфата на основе желатиновых криогелей [187]. Криогели обладают вы-

раженной способностью впитывать жидкий экссудат, выделяемый раной или ожогом 

[199], а растворимые вещества, предварительно введенные в состав таких губок, напри-

мер, кровоостанавливающие агенты и другие лекарственные вещества, высвобождаются 

в раневую область. БСА-криогели 1-го типа, получаемые из нетоксичных и доступных 

предшественников, являются перспективной основой для применения в качестве основы 

депо-форм лекарственных веществ, так как их гелевая сетка полностью состоит из мак-

ромолекул альбумина (см. Раздел 4.2.), что является предпочтительным с точки зрения 

применения таких материалов in vivo [36].  

На Рисунке 32 приведена схема процесса формирования альбуминовых губчатых 

депо-форм, включавшего в, непосредственно, получение широкопористого криогеля, 
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его отжим от воды и напитку в водном растворе антибиотика и пластификатора, в каче-

стве которого был использован ПЭГ-400, и дальнейшую сублимационную сушку такого 

набухшего образца. Был получен ряд препаратов, содержащих такие антибиотические 

агенты, как ванкомицин, гентамицин, кларитромицин, тазоцин и эремомицин, активных 

в отношении патогенной микрофлоры, вызывающей гнойные заболевания. При этом в 

качестве белковой губчатой основы таких депо-форм были использованы криогели на 

основе как чистого сывороточного альбумина – БСА, либо человеческого (ЧСА), так и 

суммарный белок плазмы крови человека, либо КРС (см. Раздел 3.3.1.в.).  

 

 

Рисунок 32.  Последовательность стадий процесса получения губчатых депо-форм 

антибактериальных веществ на основе альбуминовых криогелей 1-го типа:  

I) удаление несвязанной влаги из отмытого криогеля путем отжима; 

II) набухание в течение 3 часов отжатого образца в водном растворе антибиоти-

ческого препарата;  

III) замораживание набухшего губчатого образца;  

IV) сублимационная сушка препарата.  
 

Эффективность десорбции антибиотического агента из губчатых альбуминовых 

депо-форм была оценена дискодиффузионным методом группой А.В. Цискарашвили в 

ЦИТО им. Приорова. Детали эксперимента изложены в разделе «ПРИЛОЖЕНИЯ». На 

Рисунке 33 приведены результаты микробиологического тестирования активности по-

лученных губчатых альбумновых препаратов, нагруженных ванкомицином, гентамици-

ном, кларитромицином и эремомицином, по отношению к культурному слою таких па-

тогенных микроорганизмов, как Staphylococcus aureus (Рисунок 33: а и г), Escherichia 

coli (Рисунок 33: б) и Pseudomonas aeruginosa (Рисунок 33: в). Из данных следует, что 

антибиотик, введенный в состав губчатого альбуминового носителя вышеописанным 

способом, сохранял свою антибактериальную активность и, набухшая в физиологиче-

ском растворе, депо-форма обеспечивала его непрерывное высвобождение во внешнюю 

тест-среду.  

 



 

 

 

 

(а) 

 

(б) 

 

(в) 

 

(г) 

Рисунок 33.  Результаты оценки дискодиффузионным методом антибактериальной активности губчатых аотбуминовых 

депо-форм, содержавших кларитромицин (К), гентамицин (Г), ванкомицин (В) и эремомицин (Э) по отношению к тест-

культурам Staphylococcus aureus MRSA (a, г) Escherichia coli (б) и Pseudomonas aeruginosa (в). Губчатые депо-формы эре-

момицина получены на основе ЧСА.  

 

1
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Результаты оценки терапевтического действия полученных антибактериальных 

альбуминовых губчатых депо-форм путем их имплантации подопытным животным 

(самцы крыс породы Wistar) приведены на Рисунке 34. Целью испытаний in vivo, выпол-

ненных в ЦИТО им. Приорова, являлась сравнительная оценка воздействия таких препара-

тов на основе БСА и ЧСА, содержавших гентамицин, кларитромицин и ванкомицин, на ле-

чение раневого воспалительного процесса у лабораторных животных. Более подробное 

описание методики in vivo эксперимента приведено в разделе «ПРИЛОЖЕНИЯ».  

Клиническое наблюдение за экспериментально смоделированными гнойными ра-

нами, в которые имплантировали альбуминовые депо-формы ванкомицина, гентамицина 

или кларитромицина, не выявили развития в них воспалительных процессов, и после 

вживления губчатых препаратов раны без осложнений заживали. При вскрытии раны на 

14-й день эксперимента визуально было установлено, что альбуминовые губчатые пре-

параты либо существенно сокращались в размерах (в случае подкожной имплантации, 

Рисунок 34: г), либо практически полностью биодеградировали (Рисунок 34: и). По ре-

зультатам микробиологических исследований, проведенных для каждого случая (Таб-

лица 11), рост патологической микрофлоры в раневой области, в которую вживляли 

альбуминовый препарат, не обнаружен. Таким образом, экспериментально подтвержде-

но, что депо-формы антибиотических препаратов. полученные на основе альбуминовых 

криогелей 1-го типа, являются полностью биосовместимыми, биодеградируемыми мате-

риалами, эффективными для химиотерапии инфицированных ран. Возможность получе-

ния таких депо форм из цельной плазмы/сыворотки крови позволяет рассматривать 

предложенный подход как перспективный способ получения аллогенных (из материала 

«заказчика») губчатых имплантов-носителей лекарственных средств, полностью биосо-

вместимых и не требующих дальнейшего извлечения из организма. 

Также для демонстрации прикладного потенциала БСА-криогелей данного типа в 

качестве депо-форм было проведено микробиологическое тестирование образцов, на-

груженных двумя другими антибактериальными препаратами: наночастицами серебра и 

диоксидином. Более подробное описание методики in vivo эксперимента указано в раз-

деле «ПРИЛОЖЕНИЯ». Данные по оценке диско-диффузионным методом активности 

таких губчатых препаратов по отношению к бактериальным культурам Myco-bacterium 

cyaneum 98 и S. aureus 144 приведены на Рисунке 35, и из них следует, что 
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Подкожная имплантация депо-формы 

цилиндрической формы 

Внутримышечная имплантация депо-

формы конусообразной формы 

 (а)  (е) 

 (б)  (ж) 

 (в) 
 

(з-1) 
 

(з-2) 

 (г)  (и) 

 (д)  (к) 

Рисунок 34.  Изображение стадий опыта in vivo по оценке терапевтического потен-

циала альбуминовых депо-форм антибиотиков: (а, е) – подготовка раны; (б, ж) – кон-

таминация раны суспензией Staphylococcus aureus MRSA; имплантация широкопористых 

сухих депо-форм, нагруженных гентамицином, на 5-й (в) и на 3-й (з-1, з-2) день после 

контаминации раны; (г, и) – внешний вид образцов после декапитации животных на 

9-й день после имплантации депо-формы; (д, к) – отбор материала для микробиоло-

гических исследований.  
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губчатая морфология образцов обеспечивает высвобождение антибактериальных аген-

тов во внешнюю среду.  

 

 

(а) 

 

(б) 

Рисунок 35.  Оценка антибактериальной активности диско-диффузионным мето-

дом губчатых альбуминовых депо-форм диоксидина и суспензии коллоидного се-

ребра, по отношению к тест-культурам Staphylococcus aureus 144 (а) и 

Mycobacterium cyaneum 98 (б).  
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4.5.2. Использование белковых криогелей 1-го типа в качестве подложек для 

трехмерного культивирования мультипотентных стволовых клеток 

(ММСК).  

Введение мезенхимных мультипотентных стволовых клеток (ММСК) в организм 

человека позволяет использовать их в дальнейших терапевтических целях, включая ре-

генерацию поврежденных тканей [26, 27]. К различным способам введения клеток в ор-

ганизм относится имплантирование пористых клеточных препаратов на основе биораз-

лагаемых материалов. Благодаря макропористой морфологии и способности к биодегра-

дации, криогели на белковой основе часто используют в качестве пористых подложек 

для трехмерного культивирования МСК и последующей имплантации полученных пре-

паратов [38, 63]. Например, для этой цели применены криоструктураты на основе сыво-

роточного альбумина [9], либо суммарного белка сыворотки крови КРС [58, 59]. Пред-

ставляло интерес исследовать применимость для этой задачи криогелей на основе аль-

бумина, а также суммарного белка сыворотки крови.  

Для этого был получен ряд белковых криогелей 1-го типа на основе как чистого 

БСА, так и суммарного белка сыворотки, либо плазмы крови, которые были использо-

ваны в качестве подложек для объемного культивирования мезенхимных мультипо-

тентных стволовых клеток, выделенных из костного мозга овцы. Более подробное опи-

сание методики культивирования клеток приведено в разделе «ПРИЛОЖЕНИЯ». На 

микрографиях срезов БСА-криогелей (Рисунок 36: а), сделанных через 7 суток после 

начала культивирования в их объеме ММСК, практически не видно стволовых клеток, 

прикрепившихся к стенкам. Напротив, клетки прикреплялись к стенкам макропор крио-

геля на основе цельной плазмы (Рисунок 36: б). В случае криогелей, полученных по 

аналогичной методике, но с использованием в качестве исходной системы сыворотки 

крови КРС, в отличие от плазмы крови, лишенной фибриногена, также была отмечено 

прикрепление и размножение ММСК на стенках макропор. Эти наблюдения позволяют 

предположить, что в сыворотке (плазме) крови КРС содержатся факторы, промотирую-

щие адгезию и пролиферацию ММСК. В результате криотропного гелеобразования 

суммарного белка плазмы крови данные компоненты встраиваются в матрицу обра-

зующихся криогелей, которые, как следствие, являются более благоприятной средой 

для культивирования стволовых клеток в отличие от материалов на основе «чистого» 

альбумина.  



121 

 

 

(а) 

 

(б) 

Рисунок 36.  Микрофотографии среза широкопористой подложки на основе БСА 

(а), не содержащей клеток, а также среза подложки на основе плазмы крови (б), со-

держащей закрепленные на стенках макропор ММСК КРС (обведены оранжевыми 

кольцами, окрашены синим по Гимзе).  



122 

4.5.3. Использование белковых криогелей 1-го типа в качестве подложек для 

трехмерного культивирования фибробластов человека.  

Помимо стволовых клеток, белковые криогели также часто применяют в качестве 

подложек для объемного культивирования других видов клеток [18, 64, 146]. Так, в ли-

тературе описаны примеры белковых криогелей и криоструктуратов в качестве матриц 

для культивирования фибробластов. Биосовместимые широкопористые подложки на 

основе, например, фиброина шелка, либо смеси декстран/кератин, содержавшие фиб-

робласты, использованы в качестве аллографтов для восстановления поврежденного 

эпителия [41, 46]. В литературе пока не имеется информации об испытании для этих це-

лей альбуминовых крисотруктурированных гелевых систем, поэтому представляло ин-

терес исследовать цитотоксичность широкопористых альбуминовых криогелей по от-

ношению к фибробластам человека, а также оценить адгезию данных клеток к поверх-

ности стенок макропор белковых криогелей.  

В качестве широкопористых подложек для трехмерного культивирования фиб-

робластов человека было использовано 4 типа белковых криогелей 1-го типа: на основе 

чистого БСА, на основе ЧСА, а также сформированные из суммарного белка плазмы 

крови КРС либо человека, в которую перед замораживанием (-15
о
С) вводили мочевину 

и Цис. Все образцы широкопористых белковых криогелей были синтезированы по ме-

тодике, аналогичной белковым криогелям для культивирования ММСК. Более деталь-

ное описание методики микробиологического тестирования полученных широкопорис-

тых альбуминовых подложек, проведенное группой Е.А. Воротеляк (Институт Биологии 

Развития им. Н.Н. Кольцова РАН) приведено в разделе «ПРИЛОЖЕНИЯ»). В течение 

первых суток после посева фибробластов было выявлено, что материал белковых под-

ложек не оказывал значительного цитотоксического эффекта на клетки. На 8 сутки 

культивирования фибробластов в образце из чистого БСА (Рисунок 37: (1)) клеток не 

обнаружено, на подложках, полученных из ЧСА, либо из суммарного белка плазмы кро-

ви КРС (Рисунок 37: (2) и (3), соответственно) были выявлены единичные клетки, рав-

номерно распределенные по всей поверхности образца. Наилучшая адгезия фибробла-

стов человека к белковым криогелям 1-го типа в данном эксперименте обладали образ-

цы, сформированные из цельной плазмы крови человека, на поверхности и в более глу-

боких слоях которых (Рисунок 37: (4)) было выявлено значительное количество живых 

клеток, образовывавших монослой. Полученные результаты позволяют рассматривать 
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криогели на основе суммарного белка плазмы крови в качестве основы для создания ал-

лографтов для восстановления поврежденных кожных покровов, а также в качестве ал-

логенных повязок на раны и ожоги.  

 

 

(1) 

 

(2) 

 

(3) 

 

(4) 

Рисунок 37.  Культура фибробластов человека (окрашена зеленым), выращенная на 

образцах губок, прижизненная окраска с помощью мембранного трейсера DiO (зеле-

ный), ядра докрашены с помощью DAPI (синий); номера фото соответствуют номе-

рам образцов (см. «Приложение к Экспериментальной Части»): 1 - «BSA»; 2 - 

«HSA»; 3 - «Ser.Bov»; 4 -«Ser.H».  

 



124 

4.5.4. Альбуминовые криогели 2-го типа в качестве биосорбентов. 

В литературе также часто можно встретить упоминания о применении широкопо-

ристых полимерных криогелей и криоструктуратов в качестве селективных сорбентов 

или фильтров [34, 126-128]. Учитывая, что одной из природных функций сывороточного 

альбумина является связывание и транспорт в организме различных лигандов, напри-

мер, билирубина и жирных кислот [92, 107], представляло интерес исследовать сорбци-

онные характеристики криогелей на основе данного белка. В разделе 4.3.4. показано, что 

гелевая сетка альбуминовых криогелей 2-го типа состоит из сшитых внутри- и межмо-

лекулярно неполностью денатурированных глобул БСА. Это, в свою очередь, позволяет 

предположить, что макромолекулы альбумина в составе сшитой гелевой сетки БСА-

криогелей способны частично сохранять свои нативные свойства, в том числе адсорбци-

онные. По этой причине, БСА-криогели 2-го типа были выбраны в качестве объекта для 

оценки принципиальной способности альбуминовых криогелей сорбировать низкомоле-

кулярные биологически-активные соединения.  

На Рисунке 38 приведена схема установки для проведения неравновесной сорб-

ции модельного вещества, в качестве которого был использован L-триптофан (Трп), на 

колонке, в качестве сорбента содержавшей цилиндрический блок БСА-криогеля 2-го 

типа. Раствор Трп в деионизованной воде или в 0,15-молярном растворе NaCl (Рисунок 

38: (1)) пропускали с постоянной скоростью через шприц с неподвижной фазой альбу-

минового губчатого криогеля (Рисунок 38: (2)), и на выходе (Рисунок 38: (3)) из такой 

сорбционной колонки собирали элюат (Рисунок 38: (4)). По данным УФ-

спектроскопических измерений элюента и элюата, определяли количество Трп, удер-

жанное БСА-криогелями 2-го типа. 

Как показано в разделе 4.3, физико-химические свойства БСА-криогелей 2-го ти-

па зависят от соотношения белок:кросс-агент в исходной реакционной системе. Этот 

параметр процесса формирования также оказывал влияние на сорбционные свойства 

альбуминовых криогелей данного типа. Из результатов оценки сорбционной емкости 

альбуминовых криогелей, приведенных в Таблице 11, следует, что в целом, сорбционная 

емкость БСА-криогелей была тем выше, чем меньше было мольное соотношение 

nCOOH:nЭДК в замораживаемой реакционной системе, варьируемое в диапазоне 1:1,4-

1:8,3. При этом в случае проведения сорбции Трп на БСА-криогелях в физиологической 

среде, данная зависимость имела экстремальный характер: наибольшей сорбционной ак-
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тивностью порядка 1,2 мг Trp / г БСА обладали губчатые образцы, полученные из рас-

творов с соотношением nCOOH:nЭДК=1:5,5. Согласно полученным результатам, БСА-

криогели обладают сорбционной активностью и могут быть использованы в практике в 

качестве био-фильтров различных биологически-активных веществ.  

 

 

(а) 

 

(б) 

Рисунок 38.  Схема установки, использованной для определения сорбционной ак-

тивности альбуминовых криогелей 2-го типа:  

(1)  емкость с раствором триптофана (б) (в воде или в физрастворе) требуе-

мой концентрации;  

(2) сорбционный элемент с цилиндрическим блоком альбуминового криогеля 

2-го типа;  

(3) отвод пластиковой трубки, использованный для отбора элюата; 

(4)  мерный цилиндр для сбора требуемого объема элюата.  

 



126 

Таблица 11.   Количественные результаты измерений сорбционной емкости БСА-

криогелей 2-го типа, синтезированных из водных растворов БСА (40,0 мг/мл) и ЭДК при 

различных соотношениях nCOOH:nЭДК.  

Элюент=H2O + Trp Элюент=H2O + 0,15 M NaCl + Trp 

nCOOH:nЭДК Сорбционная ем-

кость, мг Trp / г БСА 

nCOOH:nЭДК Сорбционная ем-

кость, мг Trp / г БСА 

1:1,4 0,72±0,21 1:1,4 0,06±0,03 

1:2,8 0,51±0,19 1:2,8 0,45±0,19 

1:4,2 0,2±0,1 1:4,2 0,86±0,83 

1:5,5 0,5±0,39 1:5,5 1±0,4 

1:6,9 0,4±0,14 1:6,9 0,25±0,06 

1:8,3 0,29±0,17 1:8,3 0,46±0,18 

 

4.5.5. Альбуминовые криоструктураты в качестве матриц для  

иммобилизации органофосфатгидролазы. 

Другим распространенным вариантом практического приложения полимерных 

криогелей является использование их в качестве пористой основы для иммобилизации 

различных ферментов [121] или микриоорганизмов [29], с получением биокатализато-

ров для различных областей [36, 98]. Органофосфатгидролаза (ОФГ) – это фермент, об-

ладающий гидролитической активностью по отношению к ядовитым фосфор-

органическим соединениям (ФОС), часто применяемым в сельском хозяйстве в качестве 

гербицидов и пестицидов. Фермент ОФГ способна дезактивировать данные токсичные 

агенты за счет гидролиза в них Р-О-связей. Разработаны различные и варианты твердых 

подложек [36, 200], включая полимерные широкопористые криогели [36], а также спо-

собы иммобилизации данного фермента [201, 202], позволяющие формировать материа-

лы для применения в качестве био-сенсоров, детектирующих ФОС в окружающей среде. 

БСА-криоструктураты могут представлять интерес как полимерные основы биосовмес-

тимых и биоразлагаемых препаратов, содержащих иммобилизованную ОФГ, для мест-

ной детоксикации ран, контаминированных ФОС.  

В разделе 4.4. указано, что обработка лиофилизованного БСА спиртом практиче-

ски не сказывается на третичной структуре белка, и, учитывая это, мы предположили, 

что нативная структура ОФГ, отвечающая за каталитические функции данного фермен-

та, также не будет претерпевать значительных изменений в ходе лиофильного высуши-

вания и последующей обработки этанолом. ОФГ, выделенная группой Е.А. Ефременко 

по методике, описанной в работе [200], была иммобилизована в биополимерной матрице 
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широкопористых БСА-криоструктуратов (см. раздел 3.3.3.б.). Продемонстрировано, что 

полученные в результате губчатые био-катализаторы обладали ферментативной актив-

ностью (Рисунок 39) по отношению к модельному субстрату, в качестве которого был 

выбран параоксон (Рисунок 39: а). Для оценки степени влияния условий иммобилизации 

фермента в гелевой сетке белковых широкопористых криоструктуратов, межмолекуляр-

ную сшивку БСА и ОФГ в этаноле проводили с помощью различных концентраций 

ЭДК, либо ГА. На Рисунке 40 приведен график зависимости ферментативной активно-

сти ОФГ в составе губчатых альбуминовых криоструктуратов, сшитых с помощью ГА, 

либо карбодиимида. Из графиков, следует, что наибольшей удельной активностью по 

отношению к параоксону (порядка 4-7 единиц/мг ОФГ) обладали биокатализаторы, по-

лученные с помощью минимального количества сшивающего агента, при этом несколь-

ко более эффективными были препараты, полученные сшивкой с помощью ЭДК (Рису-

нок 40: а). Было также обнаружено, что варьирование температуры замораживания ис-

ходных белковых растворов, содержавших БСА и ОФГ, в интервале -15…-25
о
С не при-

водило к значительному изменению авктивности ОФГ в составе формируемых компо-

зиционных криоструктуратов.  

Показано, что активность фермента, встроенного в пространственную сетку БСА-

криоструктуратов, зависит от способа и продолжительности хранения широкопористых 

альбуминовых биокатализаторов вне зависимости от типа кросс-агента, использованно-

го при их получении. Уже через две недели хранения таких широкопористых биоката-

лизаторов в деионизованной воде, активность фермента в их составе падает почти 5-

кратно (Рисунок 41: а, б). Более предпочтительным в этом отношении является вариант 

хранения альбуминовых биокатализаторов в высушенном (лиофильно) виде, при кото-

ром фермент сохраняет порядка 50% от своей изначальной активности на сроках хране-

ния более месяца (Рисунок 41: в, г).  

Из полученных экспериментальных данных следует, что подход к формированию 

БСА-криоструктуратов может быть применен для получения на их основе биокатализа-

торов, содержащих иммобилизованные ферменты, в частности ОФГ. Такие широкопо-

ристые белковые биокатализаторы могут быть использованы в биотехнологии, напри-

мер, в качестве повязок на раны с дополнительной функцией детоксикации ФОС. Для 

повышения эффективности функционирования рассматриваемых материалов требуется 

дальнейшая оптимизация процесса их формирования, которая может включать в себя 
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подбор подходящего соотношения БСА:ОФГ, введение в состав биокатализатора до-

полнительного компонента, стабилизирующего фермент, подбор растворителя для 

кросс-агента, а также других параметров.  

 

 

(а) 

 

(б) (в) 

Рисунок 39.  Нанесение раствора параоксона (11 моль/л; рН 10,5) на образец БСА-

криоструктурата, содержащего иммобилизованную ОФГ, приводит к гидролизу 

параоксона в присутствии фермента (а), о чем свидетельствует выделение п-

нитрофенола, окрашивающего испытуемый образец в желтый цвет (б), в отличие 

от образца, не содержащего в своем составе фермент (в), подвергнутого идентич-

ной обработке.  
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(а) 

 

(б) 

Рисунок 40.  Графики зависимости ферментативной активности ОФГ, им-

мобилизованной в матрице широкопористых БСА-криоструктуратов, от 

соотношения белок/кросс-агент, использованного при ковалентной сшивки 

лиофилизованного белка с помощью ЭДК (а) либо ГА (б).  
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Рисунок 41.  Влияние продолжительности хранения во влажном и лиофилизован-

ном состоянии на активность фермента, иммобилизованного в составе широкопо-

ристых БСА-криоструктуратов с помощью карбодиимида (а, в) и глутарового аль-

дегида (б, г).  
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ВЫВОДЫ. 

1. Неглубокое замораживание при -15…-25
о
С/инкубирование в заморожен-

ном состоянии/оттаивание водных растворов альбумина, дополнительно содержа-

щих денатурант и низкомолекулярный тиол, приводит к формированию губчатых 

криогелей, гелевая сетка которых стабилизирована межмолекулярными дисуль-

фидными связями, образованными в результате реакций тиол-дисульфидного об-

мена, и гидрофобными взаимодействиями; криогенная обработка при идентичных 

условиях систем «вода + альбумин + карбодиимид» позволяет получать ковалент-

ные криогели, пространственная сетка которых состоит из неполностью денатури-

рованных глобул БСА, сшитых межмолекулярно боковыми пептидными связями. 

2. Показано, что физико-химические характеристики ковалентных альбуми-

новых криогелей, полученных двумя разными способами, такие как выход гель-

фракции, степень набухания, а также особенности их широкопористой морфологии 

зависят от соотношения предшественников в гелеобразующих системах и темпера-

турой замораживания последних.  

3. Изучены закономерности образования альбуминовых криоструктуратов 

методом замораживания/сублимационной сушки водных растворов белка с после-

дующей ковалентной сшивкой образованных широкопористых лиофилизатов с по-

мощью ЭДК в среде нерастворителя полимера; в большей мере на морфологию и 

физико-химические свойства альбуминовых криоструктуратов, сформированных 

таким способом, влияет режим криогенной обработки.  

4. Показана практическая применимость полученных альбуминовых криоге-

лей и криоструктуратов для различных областей медицины и биотехнологии; в ча-

стности, БСА-криогели 1-го типа прошли успешное биотестирование in vitro и in 

vivo в качестве основы биодеградирующих губчатых депо-форм для химиотерапии 

инфицированных ран, а также в качестве подложек для трехмерного культивирова-

ния стволовых клеток и фибробластов; значительный прикладной потенциал крио-

гелей данного типа также продемонстрирован возможностью их получения из 

суммарного белка сыворотки / плазмы крови; показано, что БСА-криогели 2-го ти-

па могут быть использованы в качестве сорбентов биологически активных ве-

ществ; а БСА-криоструктураты могут рассматриваться как перспективная основа 

для получения биокатализаторов.  
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ПРИЛОЖЕНИЯ 

 

1) Микробиологическое тестирование альбуминовых губчатых депо-

форм, нагруженных ванкомицином, гентамицином, либо кларитроми-

цином. 

Для оценки антимикробной активности образцов альбуминовых губок, полу-

ченных согласно методике, указанной в разделах 3.3.1.б. и 3.3.1.в., использовали 

тест-культуры микроорганизмов, относящихся к видам: Staphylococcus aureus 

MRSA, Escherichia coli и Pseudomonas aeruginosa. Микробную взвесь готовили на 

физиологическом растворе в концентрации, соответствующий стандарту мутности 

0,5 Мак Фарланд, а затем наносили на поверхность агара Мюллера–Хинтона в 

чашках Петри. Равномерно распределяли и подсушивали идентично способу опре-

деления антибиотикорезистентности микроорганизмов диско-диффузным методом. 

Исследуемые образцы альбуминовых губок (диаметр 10 мм, толщина 8 мм), нагру-

женных антибиотиками (ванкомицин, гентамицин, кларитромицин или эремоми-

цин), наносили на поверхность агара. Чашки инкубировали в термостате при тем-

пературе 35
о
С в течении 18-24 часов. Результаты учитывали путем измерения (в 

мм) зоны задержки роста тест-культуры микроорганизма вокруг исследуемого об-

разца. 

 

2) Испытание in vivo альбуминовых губчатых депо-форм, нагруженных 

ванкомицином, гентамицином, либо кларитромицином, в условиях 

гнойной раны.  

Эксперимент «А». Подкожная имплантация депо-форм.  

Экспериментальные исследования выполнялись на нелинейных крысах – сам-

цах породы Wistar, массой 250+10 г, у которых моделировалась гнойная рана для 

констатации и объективной оценки раневого процесса.  

Под внутримышечным калипсоловым наркозом животное фиксировали на пред-

метном столике, удаляли волосяной покров на участке размером 3х3 см. иссекали кожу 

и подкожно жировую клетчатку диаметром 2 см (314 мм
 2

) и к месту кожного дефекта 

подшивали тефлоновое кольцо с бортиком 1 см такого же диаметра (Рисунок 34: а). 

После чего фасция и предлежащая мышечная ткань, внутри колпачка, раздавливали 
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кохером. В полость колпачка шприцом вводили около 1 мл раствора с патогенной фло-

рой метицеллин-резистентного золотистого стафилококка (Staphylococcus aureus MRSA) 

в количестве 10
7
 клеток (Рисунок 34: б), после чего кольцо изолировали от внешней 

среды. На 5-е сутки с момента моделирования гнойной раны все животные были вялы-

ми, заторможенными, со сниженной агрессией на внешние раздражители, аппетит по-

нижен. Местно отмечался перифокальный отёк, гиперемия предлежащей кожи по краю 

раны. В области раны выраженное гнойное отделяемое, фибринозный налёт с участка-

ми некроза. При микробиологическом исследовании биоптатов из области раневого по-

крытия выявлено, что степень обсеменённости Staphylococcus aureus MRSA на грамм 

ткани было 10
9
 клеток и соответствовало выраженному гнойному процессу. После 

этого у животных после обработки поверхности раны физиологическим раствором 

начато местное лечение гнойных ран губками из альбумина, нагруженными ванко-

мицином, гентамицином или кларитромицином (Рисунок 34: в). 

Динамика развития раневого процесса:  

При динамическом наблюдении за животными, на 4-е сутки от начала лече-

ния выявлено, что у животных сохранялась контурная инфильтрация вокруг ран, 

умеренная гиперемия, незначительный отёк, незначительное гнойное отделяемое, 

наблюдались участки некроза по периметру раны. Но все эти симптомы были ме-

нее выражены по сравнению с периодом до нанесение губки. На 4-е, 10-е и 15-е 

сутки с момента начала лечения производили планиметрию ран. В эти же сроки за-

бирали биопсийный материал для микробиологического исследования. Средние сроки 

очищения ран от гнойных и некротических масс при использовании раствора 

трипсина в первой фазе травматического воспаления (контрольная группа) соста-

вили 14±0,5 суток, а сроки полного заживления - 17±0,3 суток. В группе животных, 

при лечении которых использовались альбуминовые губки с гентамицином, раны 

очищались на 6±0,3 сутки, а заживление происходило к 13±0,4 дню. К 11±0,6 сут-

кам в группе животных, где для лечения использовались альбуминовые губки с 

ванкомицином, раны полностью очищались от гнойно-некротических масс. На 

5±0,4 сутки у животных этой группы на фоне очищения ран имели место появле-

ние мелкозернистой грануляционной ткани. Животные в эти сроки были более ак-

тивны, в ответ на агрессию большинство крыс энергично сопротивлялись, потреб-

ление пищи возрастало. К 4.5 ±0,5 суткам наблюдения гиперемия вокруг ран не от-
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мечалась, кожа легко собиралась, т.е. было отмечено уменьшение диаметра. На 10 

сутки стала отмечаться краевая эпителизация, при этом было выявлено значитель-

ное уменьшение размера губок почти на 70% как с гентамицином, (Рисунок 34: г, 

д), т.е. их постепенное рассасывание. При исследовании микробиологического ма-

териала рост патологической микрофлоры не был обнаружен. Таким образом, про-

демонстрирована эффективность применения альбуминовых губок, нагруженных 

антибиотиками, для химиотерапии инфицированных ран.. 

Эксперимент «Б». Внутримышечная имплантация депо-форм. 

Экспериментальные исследования выполнялись на нелинейных крысах – сам-

цах породы Wistar, массой 250+10 г, у которых моделировалась гнойная рана для 

констатации и объективной оценки раневого процесса.  

Под внутримышечным калипсоловым наркозом животное фиксировали на пред-

метном столике и удаляли волосяной покров на задней нижней конечности (бедро). Да-

лее скальпелем выполняли продольный разрез кожи длиной 1 см. рассекали мышечную 

фасцию и осуществляли доступ к мышцам. Рану в открытом виде фиксировали рано-

расширителем (Рисунок 34: е). В полость раны шприцом вводили около 1 мл. раствора 

патогенной микрофлорой метицелин-резистентного золотистого стафилококка St. 

aureus MRSA в количестве 10
7
 клеток (Рисунок 34: ж) и выполняли перевязку инфици-

рованной конечности. Через 72 ч повязку снимали и отбирали пробу на микробиологи-

ческое исследование, показавшее степень обсеменённости патогенной микрофлорой St. 

aureus MRSA на уровне 10
9
 клеток на грамм ткани, что соответствовало выражен-

ному гнойному процессу. Полость раны промывали 20 мл. физиологического раство-

ра, после чего осуществляли имплантацию белковых губок с гентамицином, ванкоми-

цином или кларитромицином (Рисунок 34: з) в раневую полость. Далее рану ушивали 

послойно хирургическим шовным материалом полигликолид-ко-лактид, плетенный 

фиолетовый, USP 1(4metric). 

Динамика развития раневого процесса: При динамическом наблюдении за 

животными со следующего дня от начала лечения выявлено, что животные были 

активны, со 2-3 дня почти все животные в ответ на агрессию энергично сопротив-

лялись, потребление пищи возрастало. К 5±0,5 суткам наблюдения гиперемия во-

круг ран не отмечалась; через неделю, признаки воспаления уменьшились. Через 7 

дней швы были сняты, поверхность кожи через день после снятия швов стала 
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гладкой. Через 12 суток все животные полностью восстановились, наблюдалась 

картина полного заживления, рубцы в области оперативного вмешательства были 

без признаков воспаления. Далее все животные были выведены из эксперимента, 

под эфирным наркозом произведена декапитация (Рисунок 34: и) для микробиоло-

гического контроля подвергнутой лечению модели гнойной раны. После 14 суток 

при микробиологическом исследовании материала рост патологической микро-

флоры не обнаружен, а сама губка подверглась биодеградации почти на 95-100% 

(Рисунок 34: к).  

Проведённые наблюдения за клиникой экспериментальных гнойных ран по-

казали, что использованные в экспериментах белковые губки, нагруженные гента-

мицином и ванкомицином, а также другими антибитотиками или их смесями (таб-

лица примеров), обладают большей клинической эффективностью. Таким образом, 

продемонстрирована применимость таких антибактериальных белковых губок, на-

груженных антибиотиками, для химиотерапии инфицированных ран. 

 

3) Трехмерное культивирование мезенхимных мультипотентных  

стволовых клеток в альбуминовых криогелях.  

В экспериментах были использованы ММСК, выделенные из костного мозга 

КРС, депонированные в Специализированную Коллекцию при ФГБНУ ВИЭВ. Для 

создания трехмерных структур мышечной ткани в качестве твердых пористых под-

ложек были использованы ширкопористые криогели на основе сывороточного аль-

бумина, полученные в результате неглубокого замораживания смесей «БСА + вода 

+ мочевина + Цис», либо «плазма (сыворотка) крови КРС + вода + мочевина + 

Цис». Насыщение макрокопористых альбуминовых криогелей проводили, исполь-

зуя динамический метод заселения. Для этого клеточную суспензию с концентра-

цией 3х10
6
, 6х10

6
 и 9х10

6
 клеток наносили автоматическим дозатором на отжатую 

от капиллярной влаги подложку. В результате быстрого набухания губчатого мате-

риала суспензия клеток всасывалась капиллярными силами во внутреннее про-

странство макропор. Подложки с внесенными в них клетками выдерживали в CO2-

инкубаторе в течение 2-х часов при 37°С, после чего переносили в 6-луночные 

планшеты, содержащие 3 мл питательной среды. Матриксы пропитывали криоза-

щитной средой для тканей Neg-50, замораживали в течение 30 - 40 мин и далее при 
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помощи одноразовых лезвий Microm Sec35e снимали с каждого замороженного 

при -20
о
С образца криосрезы толщиной 20 мкм. Затем срезы наносили на предмет-

ные стекла с адгезивным покрытием Surgipath X-tra Adhesive, после фиксирования 

метиловым спиртом промывали и окрашивали гематоксилином и эозином по стан-

дартным методикам. Окрашенные препараты просветляли в ксилоле и заключали в 

монтирующую среду Sub-Х (Leica, Германия).  

Данные срезы обрабатывали статистически с помощью инвертированного фа-

зово-контрастного микроскопа (увеличение х4, х10, х20, х40, х60) (Carl Zeiss, Гер-

мания) с программным обеспечением AxioVision Rel. 4.8. Микроскопирование и 

цифровое фотографирование нативных и окрашенных срезов подложек осуществ-

ляли также на прямом микроскопе Axiostar plus с фототрубкой (об.: х4, х10, х20, 

х40, х60) (Carl Zeiss, Германия). Для миодифференцировки ММСК в макропорах 

альбуминовых криогелей, каждый образец в течение 4 недель инкубировали в CO2-

инкубаторе при 37°С растворе ретиноевой кислоты с конценнтрацией 12 мкМ.  

 

4) Трехмерное культивирование фибробластов человека  

в БСА-криогелях.  

На всех этапах эксперимента оценивали физические свойства тестируемых 

образцов: эластичность, хрупкость, способность растворяться в ростовой среде для 

клеток и способность менять рН среды.В качестве широкопористых белковых под-

ложек для культивироания клеток были использованы образцы, обозначения кото-

рых соответствуют номерам на Рисунке 1, приведенном в разделе 4.4.3. Описание 

образцов приведено в Таблице 12.  

Носители были промыты в 70%-ном растворе этилового спирта, затем их за-

мачивали в течение суток в растворе Хэнкса, содержащем гентамицин и пенници-

лин/стрептомицин, после чего образцы помещали в лунки 12-луночного планшета. 

Фибробласты человека на 5-м пассаже были сняты с поверхности культурального 

флакона по стандартной методике и перенесены в 12-луночный планшет с образ-

цами носителей. Фибробласты высевали на подготовленных образцах в количестве 

5х10
4  

и культивировали в стандартной среде культивирования DMEM + глутамин 

+ 10% ЭТС.  
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Таблица 12. Описание образцов белковых криогелей, использованных в качестве 

подложек для трехмерного культивирования фибробластов человека. 

Название объекта Описание 

1 

Широкопористая альбуминовая подложка, полученная за-

мораживанием при -18С/инкубированием в заморожен-

ном состоянии (20 ч)/оттаиванием системы «вода + бычий 

сывороточный альбумин (БСА; 50 мг/мл) + мочевина (1,3 

моль/л) + Цис (0,01 моль/л) 

2 

Широкопористая альбуминовая подложка, полученная 

способом, аналогичным предыдущему, с использованием 

сывороточного альбумина человека (ЧСА), вместо БСА.  

3 

Широкопористая белковая подложка, полученная замора-

живанием при -18С/инкубированием в замороженном со-

стоянии (20 ч)/оттаиванием реакционной системы, в каче-

стве которой использована плазма крови крупного рогато-

го скота (КРС; примерное исходное содержание суммарно-

го белка 3,8%) с добавкой мочевины (1,3 моль/л) и Цис 

(0,01 моль/л).  

4 

Широкопористая альбуминовая подложка, полученная 

способом, аналогичным предыдущему, с использованием 

реакционной системы на основе плазмы крови человека 

(вместо плазмы КРС).  

 

Клетки культивировали в присутствии образцов в течение 1 недели, с еже-

дневным наблюдением за изменением состояния культур с помощью флуоресцент-

ного микроскопа Olympus. На 3 сутки культивирования заменяли культуральную 

среду на свежую. На 8 сутки после посева образцы были исследованы на наличие 

живых клеток растущих непосредственно на стенках макропор альбуминовых 

криогелей. Для того, чтобы исключить артефакты (напр., просвечивание клеток, 

растущих на поверхности культуральной лунки) образцы были изъяты пинцетом из 

лунок, перенесены в новый культуральный планшет, после чего в культуральную 

среду добавляли мембранный трейсер DiO в концентрации 1х10
-3 

% и инкубирова-

ли образцы в течение 1 часа. Затем р-р удаляли и промывали кусочки р-ром PBS. 

Наличие окрашенных клеток, прикрепленных к стенкам макропор альбуминовых 

криогелей, выявляли с помощью флуоресцентного микроскопа.  

 


