
209
Вecтн. Моск. ун-та. Сер. 2. Химия. 2024. Т. 65. № 3 
Vestn. Mosk. un-ta. Ser. 2. Chemistry. 2024. T. 65. № 3

НАУЧНАЯ СТАТЬЯ

УДК 66.049.7, 577.18, 577.112

БИОПОЛИМЕРНЫЕ СИСТЕМЫ КОНТРОЛИРУЕМОГО 
ВЫСВОБОЖДЕНИЯ НА ОСНОВЕ ГИДРОЛИЗОВАННОГО КОЛЛАГЕНА: 
КРИОФОРМИРОВАНИЕ, СТРУКТУРА И СВОЙСТВА

Макеева А.А.1, Шумилкин А.С.1, Рыжкова А.С. 2, Верная О.И.1, 2, 
Шабатин А.В.3, Семенов А.М.4, Шабатина Т.И.1, 2

1 Московский государственный университет имени М.В. Ломо-
носова, химический факультет
2 Московский государственный технический университет им. Н.Э. Баумана
3 Институт физической химии и электрохимии имени А.Н. Фрумкина 
4 Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, био-
логический факультет
Автор, ответственный за переписку: Ольга Ивановна Верная, vernayaoi@
my.msu.ru

Аннотация. Биополимерные материалы на основе природного коллагена (жела-
тин и гидролизованный коллаген) находят широкое применение в пищевой, фар-
мацевтической и косметической промышленности благодаря низкой токсичности, 
высокой биосовместимости, низкой антигенности, уникальным механическим и 
технологическим свойствам. Гидролизованный коллаген, в отличие от желатина, 
образован пептидами с меньшей молекулярной массой. Его преимущества заклю-
чаются в более высоких биодоступности и биоразлагаемости по сравнению с же-
латином. В настоящей работе на основе гидролизованного коллагена получены с 
использованием низких температур биополимерные матрицы, содержащие анти-
бактериальный препарат диоксидин. Показано, что, варьируя такие параметры 
синтеза, как концентрация гидролизованного коллагена в растворе-предшествен-
нике (от 1 до 10%), время сшивки матрицы (0,1–24 ч), температура криоформи-
рования (–30 и –196 °С), можно менять морфологию и структуру матрицы, время 
ее деградации и высвобождения лекарственного вещества. Состав и структура си-
стем диоксидин / гидролизованный коллаген охарактеризованы методами СЭМ, 
ИК- и УФ-спектроскопии. Антибактериальная активность полученных систем 
диоксидин/гидролизованный коллаген в отношении E. coli и S. aureus охарактери-
зована диско-диффузионным методом.
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Коллаген – основной структурный белок соеди-
нительных тканей млекопитающих. Он содержит-
ся в большом количестве в коже, костях, хрящах, 
сухожилиях и связках, обеспечивает их жесткость 
упругость и целостность. Он также необходим для 
формирования роговицы, кровеносных сосудов и 
кишечника. Семейство коллагенов состоит из 28 
различных белков [1], которые составляют 25–35% 
от общей белковой массы млекопитающих. 

Воздействие на богатые коллагеном матери-
алы (свиную кожу, бычью шкуру, кости) горя-
чей воды (Т = 40–80 °С) приводит к денатура-
ции природного коллагена (рис. 1) [2]. В ходе 

денатурации происходит разделение тройной 
спирали коллагена на отдельные α-цепи и их 
частичное разрушение. Средняя молекулярная 
масса полученных после денатурации пептидных 
цепочек составляет 100 кДа. Ферментативный 
гидролиз желатина позволяет получить гидроли-
зованный коллаген, состоящий из более коротких 
полипептидных цепочек (0,3–8,0 кДа). В отличие 
от длинных полипептидных цепей желатина, 
для низкомолекулярных пептидов гидролизо-
ванного коллагена характерна более высокая 
биосовместимость и биоразлагаемость. Корот-
кие аминокислотные цепочки являются более 
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оптимальным строительным материалом (в срав-
нении с длинными аминокислотными цепочками 
желатина), который может быть использован ор-
ганизмом при синтезе коллагена. Попадая в кро-
воток, пептиды гидролизованного коллагена до-
стигают кожи и действуют как функциональные 
лиганды, связываются с рецепторами, присут-
ствующими на мембране фибробластов, и стиму-
лируют выработку нового коллагена, эластина и 
гиалуроновой кислоты [2].

Гидролизованный коллаген и желатин нахо-
дят широкое применение в пищевой промыш-
ленности, косметологии и медицине [1–3]. Же-
латин и гидролизованный коллаген обладают 
выраженной антиоксидантной активностью [4], 
а также способствуют росту активности анти-
оксидантных ферментов в организме [5]. Ги-
дролизованный коллаген оказывает влияние на 
синтез и деградацию коллагена кожи [2, 6], по-
этому он служит активным компонентом косме-
тических средств, предотвращающих старение. 
Желатин и гидролизованный коллаген исполь-
зуют для облегчения симптомов остеоартрита 
и остеопороза [7]. Повязки на основе коллагена 
улучшают заживление ран [1, 7]. Биополимер-
ные матрицы на основе желатина используют для 
обеспечения направленной доставки и контроли-
руемого высвобождения доксирубицина [8], мет-
формина [9], оксалиплатина [10], клиндамицина 

гидрохлорида [11], абраксана [12], витамина 
B1 [13], гентамицина, ампициллина [14], гента-
мицина сульфата [15] и диоксидина [16]. Пред-
ставляет интерес создание систем контролиру-
емого высвобождения лекарственных веществ 
на основе гидролизованного коллагена, так как 
его биосовместимость, биоразлагаемость и спо-
собность быть усвоенным организмом гораздо 
выше, чем у желатина.

В качестве тестового лекарственного препа-
рата в работе использован диоксидин (рис. 2). 
Механизм действия этого препарата основан 
на повреждении ДНК бактерий. Он оказыва-
ет влияние как на грамотрицательные, так и на 
грамположительные бактериальные штаммы 
[17]. Это производное ди-N-окиси хиноксали-
на используют при лечении гнойных бактери-
альных инфекций, поверхностных и глубоких 

Рис. 1. Схема гидролиза природного коллагена до гидролизованного коллагена

Рис. 2. Формула диоксидина
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ран разной локализации (в том числе гнойных 
и длительно незаживающих), трофических язв, 
флегмон мягких тканей, инфицированных ожо-
гов, бактериальных заболеваний ЛОР-органов. 
Высвобождение лекарственного препарата в во-
дные и биологические среды легко отслеживает-
ся спектрофотометрически.

Цель настоящей работы – криоформирование 
гибридных систем диоксидин / гидролизованный 
коллаген, установление взаимосвязи между усло-
виями получения систем, их структурой, кинети-
кой высвобождения лекарственного вещества и 
антибактериальной активностью.

Экспериментальная часть

Субстанцию диоксидина (2,3-бис-(гидрокси-
метил)хиноксалина 1,4-ди-N-оксида), соответ-
ствующую фармакопейной статье 42-2308-97, 
гидролизованный коллаген («Софос Протеин Био-
технолоджи», Россия) (молекулярный вес не бо-
лее 3000), формалин («Русхим», Россия) марки 
ФМ, физиологический раствор («СОЛОфарм», 
Россия) ГОСТ 4233-77 использовали без предва-
рительной очистки.

Для получения систем диоксидин / гидроли-
зованный коллаген в 50 мл дистиллированной 
воды при нагревании на водяной бане (40–60 °С, 
перемешивание) растворяли 0,5 г диоксидина 
и от 0,5 до 5,0 г гидролизованного коллагена, 
влага из которого была предварительно удале-
на лиофильно. Полученные растворы помещали 
в чашки Петри диаметром 5 см, замораживали 
при –30 °C или жидким азотом (–196 °C) и по-
мещали на 24 ч в лиофильную сушку «Advantage 
Wizard 2:0» («VirTis», США) при температуре на 
конденсаторе –50…–55 °С, постепенном нагре-
вании продукта от –30 до +30 °С и остаточном 
давлении в камере (6–8)·10–2 Торр. Высушен-
ные диски образцов помещали в эксикатор с 
формалином (водный 37%-й раствор формаль-
дегида) на 5–60 мин и 24 ч для сшивания по-
лимерной матрицы. Криомодифицированный 
высокодисперсный диоксидин получали по ме-
тоду распылительной криогенной сушки, опи-
санному в [18, 19].

Инфракрасные (ИК)-Фурье-спектры порошко-
образных образцов регистрировали по методике 
неполного внутреннего отражения в диапазоне 
4000–400 см–1 по 32 скана с разрешением 1 см–1 
на спектрометре «Bruker Tensor II» («Bruker», 
Германия) с приставкой ATR platinum.

Микрофотографии систем на основе сшито-
го формалином гидролизованного коллагена, 

включающие диоксидин (диоксидин / гидроли-
зованный коллаген), регистрировали методом 
сканирующей электронной микроскопии (СЭМ) 
с помощью электронного микроскопа «FEI 
QUANTA 650 FEG» («Thermo Fisher Scientifi c», 
Хиллсборо, Орегон, США), Центра коллективно-
го пользования Института физической химии и 
электрохимии им. А.Н. Фрумкина РАН. Съемку 
осуществляли при 5 кВ в высоком вакууме детек-
тором вторичных электронов.

Кинетику высвобождения диоксидина из по-
лимерных матриц и его УФ-спектры в раство-
ре регистрировали на спектрофотометре «Jasco 
V-770» («Jasco», Япония) при λ = 375 нм в ин-
тервале 200–500 нм. Образцы равного объема 
помещали в стакан с 50 мл физиологическо-
го раствора, через определенный промежуток 
времени отбирали пробу в 2 мл и определяли 
ее поглощение при 375 нм, а затем возвращали 
обратно. 

Антибактериальную активность гибридных 
композитов антибактериальных препаратов 
определяли стандартным диско-диффузионным 
методом с использованием специально выре-
занных дисков (d = 4 мм, h = 2 мм) диоксидина / 
гидролизованного коллагена. В качестве бакте-
риальных тест-культур использовали штаммы 
бактерий из коллекции культур кафедры микро-
биологии биологического факультета МГУ име-
ни М.В. Ломоносова: E. сoli 52, S. aureus 144. 
Эксперименты проводили в чашках Петри, со-
держащих 20 мл агаризованной питательной 
среды, подсушенной в течение суток (толщи-
на слоя среды 4 мм). Измерение зон задержки 
роста (ЗЗР) тест-культур проводили через 24 ч 
инкубации.

Результаты и их обсуждение

При синтезе систем диоксидин / гидролизо-
ванный коллаген варьировали как концентрацию 
гидролизованного коллагена в растворе-предше-
ственнике, так и время сшивки. В ИК-спектре 
криоструктурированных гибридных образцов 
диоксидин / гидролизованного коллагена при-
сутствуют полосы поглощения функциональных 
групп, характерные как для производных колла-
гена (желатина и гидролизованного коллагена 
(CH, СO и NH амидных групп пептидов)), так 
и для антибактериального препарата диоксиди-
на (OH, N-оксида, ароматического кольца, СH). 
Однако в сравнении с индивидуальными компо-
нентами систем наблюдается некоторый сдвиг 
полос (табл. 1). Включение в биополимерную 
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матрицу диоксидина приводит к сдвигу полос 
амидной группы биополимера (Амид 1 (СО), 
Амид 2 (NH), Амид 3, Амид 4 и Амид 5) на 
2–5 см–1 в сторону больших волновых чисел.  

В случае диоксидина также наблюдается 
сдвиг отдельных полос. В большей степени он 
затрагивает полосы, связанные с наличием в его 
структуре N-оксидных групп. Полоса валент-
ных колебании связи R–C–N → O сдвигается на 
7 см–1 относительно нанопорошка диоксидина, 
полученного криохимической модификацией 
фармакопейного препарата, и на 9 см–1 относи-
тельно массивного фармакопейного соединения. 
Также сдвигается и видоизменяется полоса ва-
лентных колебаний группы N → O (дублетная 
полоса при 963/969 см–1 в спектре гибридных 
систем трансформируется в уширенный пик при 
974 см–1). Отдельные полосы, обусловленные на-
личием в диоксидине гидроксидных групп, так-
же сдвигаются. Однако похожие, правда, более 
слабые сдвиги наблюдаются при переходе диок-
сидина из фармакопейной формы, содержащей 

две полиморфные модификации (моноклин-
ную и кристаллогидрат), в наноформу, которая 
содержит преимущественно рентгеноаморф-
ную составляющую [19, 24]. Поэтому можно 
предположить, что включение диоксидина в 
матрицу приводит к возникновению электро-
статических взаимодействий, в первую очередь 
между амидными группами гидролизованного 
коллагена и N-оксидными группами диоксиди-
на. Сдвиг полос колебаний гидроксидных групп 
диоксидина обусловлен в основном изменени-
ями в его структуре при включении в матрицу. 
В УФ-спектре физиологического раствора после 
внесения в него гибридных систем появляются по-
лосы поглощения при 240 и 256 нм, относящиеся к 
π→π*-переходу электронов атомов ароматической 
системы диоксидина, и широкая полоса низкой 
интенсивности при 375 нм, относящаяся к запре-
щенному n→π*-переходу с участием неспаренных 
электронов атомов азота и кислорода N-оксидной 
группы лекарственного соединения. Спектрофото-
метрически (по увеличению интенсивности пиков 

Т а б л и ц а  1

Положение полос отдельных функциональных групп в ИК-спектрах образцов диоксидин / гидролизованный 
коллаген, фармакопейного диоксидина, его наноформы и гидролизованного коллагена

Функциональная 
группа* 

Диоксидин 
фармако- 
пейный

Диоксидин 
наноразмерный

Системы 
диоксидин / 

гидролизованный 
коллаген

Гидролизованный 
коллаген

C=N 1599 1600 1601 –

v R-C-N–O (υ) [21] 1506 1508 1515 –

Аромат кольца (υ) 1451 1451 1448 –

NO (υ) [22] 1374 1374 1377 –

OH 1319 1317 1314 –

CH (δ) 1118 1118 1114 –

CH (δ) 1092 1090 1088 –

OH (δ) 1019 1023 1023 –

NO (υ) [23] 963/969 963/969 974 –

ROH (δ) 779 779 782 –

ROH (δ) 717 717 721 –

Амид-1, CO (δ) – – 1632 1630

Амид-2, NH (δ) – – 1548 1545

Амид-3, CN (υ), NH (δ) – – 1285 1280

Амид-4, O=C–N (δ) – – 619 615

Амид-5, NH (δ) – – 752 748

* Тип колебаний: υ – валентные, δ – деформационные.
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диоксидина) было отслежено высвобождение 
лекарственного препарата из систем, полу-
ченных при варьировании концентрации пеп-
тидного предшественника и времени сшивки 
биополимерной компоненты.

Кинетические кривые высвобождения лекар-
ственного вещества из систем диоксидин / ги-
дролизованный коллаген, полученных с исполь-
зованием растворов предшественника разной 
концентрации и их заморозки при –30 ºС приведе-
ны на рис. 3. Время полного высвобождения ди-
оксидина, включенного в матрицу, меняется от 3 
до 10 ч в зависимости от условий синтеза систем. 
Рост времени высвобождения диоксидина про-
исходит одновременно с ростом концентрации 
гидролизованного коллагена в растворе-предше-
ственнике и достигает максимума при его содер-
жании 8–10 мас.%. Совпадающее в пределах по-
грешности время высвобождения лекарственного 
вещества было выявлено для систем диоксидин 
/ желатин [16]. Таким образом, сокращение дли-
ны пептидных цепей и их молекулярной массы 
не приводит к снижению времени высвобожде-
ния лекарственного препарата из биополимерных 
систем на основе желатина и гидролизованного 
коллагена. Увеличение времени сшивки биопо-
лимерной матрицы и снижение температуры ее 
формирования до –196 °С также не оказывают 
существенного влияния на кинетику высвобож-
дения лекарственного вещества.

Синтез проводят с использованием водных рас-
творов-предшественников с постоянной концен-
трацией диоксидина (1 мас. %) и концентрацией 
гидролизованного коллагена от 1 до 10 мас.% (ди-
оксидин / 1–10%-й гидролизованный коллаген), 
которые замораживают и высушивают, поэтому 
с увеличением времени высвобождения растет 
и плотность образцов, что при их постоянном 
объеме, вероятно, оказывает влияние на время 
выхода лекарственного компонента. Согласно 
микрофотографиям СЭМ, системы диоксидин / 
гидролизованный коллаген являются ламелярны-
ми (пластинчатыми) (рис. 4), в отличие от матриц 
на основе желатина, для которых характерна ма-
кропористая структура [16, 20]. Гидролизованный 
коллаген в матрицах располагается в виде слоев, 
расстояние между которыми уменьшается с увели-
чением его содержания в растворе-предшествен-
нике. В образцах, полученных с использованием 
высоких концентраций гидролизованного коллаге-
на, слои плотно прилегают друг к другу (рис. 4, В, 
Г). В них можно выделить в небольшом количе-
стве узкие вытянутые поры, образование которых 
обусловлено частичным слипанием отдельных 
слоев. Однако основная масса матрицы является 
плотной, без свободного пространства. 

Время сшивки матрицы формальдегидом не 
оказывает влияния на ее морфологию, структуру 
и время высвобождения лекарственной составля-
ющей систем. Это позволяет сделать вывод, что 

Рис. 3. Кинетические кривые высвобождения диоксидина из систем диоксидин / гидролизо-
ванный коллаген, полученных при –30 °С с использованием растворов-предшественников 

при концентрации гидролизованного коллагена, %: А – 1,  Б – 4, В – 10
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формирование полимерного каркаса определя-
ется условиями криоформирования матрицы, но 
не зависит от интенсивности воздействия сши-
вающего агента. Снижение температуры крио-
формирования не меняет ламелярный характер 
структуры материала, но приводит к росту числа 
внутренних узких вытянутых пор, образованных 
прилегающими слоями в системах с высокой кон-
центрацией коллагена.

Для оценки влияния условий синтеза систем 
на время их биодеградации отслеживали вре-
мя полного растворения полученных систем в 
физиологическом растворе при 25 и 37  °С. Как 
видно из табл. 2, увеличение времени воздей-
ствия сшивающего агента позволяет варьиро-
вать время разложения матрицы от нескольких 
дней (если воздействие сшивающего агента 
измеряется в минутах), до месяцев (если воз-
действие сшивающего агента составляет часы 
и сутки). Стойкость биополимерного каркаса к 
разрушению растет с увеличение воздействия 
сшивающего агента. Варьируя его концентра-
цию, можно получить системы, в которых раз-

Рис. 4. Микрофотографии СЭМ образцов диоксидин / гидролизованный коллаген, полученные                             
с использованием 1%-го (А, Б) и 10%-го (В, Г) растворов гидролизованного коллагена 

и их формировании при –30 °С (увеличение ×1000–1500)

ложение матрицы следует за высвобождением 
лекарственного вещества.

Антибактериальную активность полученных 
систем тестировали диско-диффузионным мето-
дом. ЗЗР вокруг дисков для систем диоксидин /
гидролизованный коллаген плавно сокращались с 
увеличением содержания гидролизованного кол-
лагена в матрице на 20–25% (рис. 5). Увеличение 
плотности образцов и сокращение расстояния 
между слоями коллагена приводило к замедле-
нию выхода лекарственного компонента из ма-
трицы и замедлению его диффузии в агар. В слу-
чае систем, при синтезе которых использовали 
заморозку жидким азотом, наблюдалась анало-
гичная картина. Величина ЗЗР образцов практи-
чески не зависела от условий заморозки матрицы 
и совпадала в пределах погрешности измерений 
для образцов с равной концентрацией гидролизо-
ванного коллагена. 

Таким образом, в работе проведено криофор-
мирование полимерных систем диоксидин / гидро-
лизованный коллаген, обеспечивающих пролонги-
рованный выход лекарственного компонента 
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