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Вли я ние по ли ме ров на про цес сы ас со ци а ции 
мо ле кул ли зо ци ма
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Цель. Иссле до вать по ве де ние мо ле кул ли зо ци ма при им мо би ли за ции в рас тво ры же ла ти на и на три е вой
соли кар бок си ме тил цел лю ло зы (Na-КМЦ) ме то дом мат рич но ак ти ви ро ван ной ла зер ной де сор бции/ио-
низ а ции (МАЛДИ). Ме то ды. Гид ро ли ти чес кую ак тив ность сво бод но го и вклю чен но го в рас тво ры жела-
тина и Na-КМЦ-ли зо ци ма опре де ля ли бак те ри о ли ти чес ким ме то дом. Вза и мо де йствие фер мен та с по-
ли ме ра ми под твер жде но ме то да ми вис ко зи мет рии и масс-спек тро мет рии. Ре зуль та ты. По ка за но на-
личие ли зо ци ма в вод ном рас тво ре в виде мо но ме ра и оли го мер ных форм. Не ковален тные взаимо де йствия 
фер мен та с рас тво ра ми по ли ме ров вы зы ва ют дис со ци а цию оли го мер ных струк тур на суб ъ е ди ни цы, за -
ви ся щую от при ро ды но си те ля и мас со вых со от но ше ний ли зо цим:по ли мер. Уста нов ле но ко ли чес твен ное
со хра не ние гид ро ли ти чес кой ак тив нос ти им мо би ли зо ван но го ли зо ци ма, что спо со бству ет по лу че нию
му ко ад ге зив ных пле ноч ных форм с бак те ри о ли ти чес ким де йстви ем. Вы во ды. Иммо би ли за ция ли зо ци ма
за счет не ко ва лен тных вза и мо де йствий в рас тво ры же ла ти на и Na-КМЦ при во дит к дис соци а ции оли -
го мер ных струк тур фер мен та, при этом от ме че но бо лее про чное свя зы ва ние ли зо ци ма с Na-КМЦ.

Клю че вые сло ва: ли зо цим, оли го ме ры, дис со ци а ция, же ла тин, на три е вая соль кар бок си ме тил цел лю ло -
зы, МАЛДИ.

Вве де ние. Не ко ва лен тные вза и мо де йствия бел ко -
вых би о ло ги чес ки ак тив ных ве ществ (БАВ) с по ли -
мер ны ми но си те ля ми пред став ля ют опре де лен ный
ин те рес, по сколь ку по зво ля ют со зда вать ста биль -
ные, ак тив ные пре па ра ты про лон ги ро ван но го дей-
ствия с кон тро ли ру е мым вы сво бож де ни ем и на -
прав лен ным мес том вса сы ва ния, а так же раз ра ба -
ты вать но вые пути их вве де ния для ис поль зо ва ния
в раз лич ных об лас тях ме ди ци ны, в том чис ле в сто -
ма то ло гии в виде му ко ад ге зив ных пле нок [1]. 
Учи ты вая все воз рас та ю щую ре зис тен тность к

ан ти би о ти кам, ак ту аль ным яв ля ет ся ис поль зо ва ние
им мо би ли зо ван но го гид ро ли ти чес ко го фер мен та
лизо ци ма, об ла да ю ще го про ти во вос па ли тель ным,

им му но кор рек ти ру ю щим, бак те ри о ли ти чес ким и
адапта ци он но-тро фи чес ким де йстви ем. В ка чес тве
мат риц для им мо би ли за ции ли зо ци ма при ме ня ют
по ли ме ры – же ла тин и на три е вую со ль кар бок си ме -
тил цел лю ло зы (Na-КМЦ), пер спек тив ные для из го -
тов ле ния му ко ад ге зив ных пле нок [2, 3].
Извес тно, что в рас тво ре ли зо цим про яв ля ет

склон ность к ге те ро ло ги чес кой ас со ци а ции, об ра зуя 
струк ту ры боль ше го раз ме ра, чем ис ход ная мо ле ку -
ла [4, 5], одна ко вза и мо де йствие ли зо ци ма с дан ны -
ми по ли ме ра ми ме то дом МАЛДИ ра нее не из уча ли.
Целью ра бо ты яви лось ис сле до ва ние по ве де ния 

мо ле кул ли зо ци ма при им мо би ли за ции в рас тво ры
же ла ти на и Na-КМЦ ме то дом МАЛДИ.

Ма те ри а лы и ме то ды. В ра бо те ис поль зо ва ны
ком мер чес кий пре па рат ли зо ци ма яич но го бел ка
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КФ 3.2.1.17 («Applichem», Бель гия), пи ще вой же ла -
тин (ГОСТ 11253-89), Na-КМЦ (Akucell AF 3265
пищ., РФ).
Гид ро ли ти чес кую ак тив ность ли зо ци ма опре де-

ля ли бак те ри о ли ти чес ким ме то дом, ис поль зуя в ка -
чес тве суб стра та аце то но вый по ро шок Micrococcus 
lysodeikticus (штамм 2665) [6]. 
Ли зо цим (0,01 %) вво ди ли в вод ные рас тво ры

по ли ме ров (0,5; 1,5; 6,0 %) при мас со вых от но ше -
ни ях 1:50, 1:150, 1:600 и тем пе ра ту ре 30 °С, рН 6,2,
пе ре ме ши вая в те че ние 30 мин. 
Вяз кость рас тво ров по ли ме ров с ли зо ци мом ре-

гис три ро ва ли с по мощью вис ко зи мет ра Остваль да
с ди а мет ром ка пил ля ра 0,73 мм [7].
Масс-спек тро мет ри чес кие ис сле до ва ния вы пол-

ня ли на при бо ре Autoflex II («Bruker Daltonics»,
ФРГ). Ме то ди ку МАЛДИ при ме ня ли со глас но [8]. 
Мат ри цу на осно ве си на по вой кис ло ты (Sinapic

Acid (SA), «Fluka», Switzerland) го то ви ли сле ду ю -
щим об ра зом: 12 мг SA раз во ди ли в 1 мл вод но-аце -
то нит риль ной сме си 1:1 с до бав ле ним 0,1 % три-
фто рук сус ной кис ло ты. Рас твор ин ку би ро ва ли на
про тя же нии 10 мин при тем пе ра ту ре 30 °С в ультра-
зву ко вой ба не до по лно го рас тво ре ния кис ло ты. 
Анализировали сум мар ные спек тры по зи тив -

ных ио нов, по лу чен ные на коп ле ни ем 600 оди нар -
ных спек тров. 
Иссле до ва ния про во ди ли в мас со вом ди а па зо не 

10–140 кДа.
На всех ри сун ках пред став ле ны толь ко ин фор -

ма тив ные учас тки масс-спек тров.
Ре зуль та ты и об суж де ние. Выб ран ные по ли -

мер ные мат ри цы от ли ча ют ся вы со кой гид ро филь -
нос тью, на ли чи ем функ ци о наль ных групп, спо соб -
ных об ра зо вы вать ион ные и во до род ные свя зи, воз -
мож нос тью по лу чать мат рич ные сис те мы с од но-
род ным рас пре де ле ни ем им мо би ли зо ван но го БАВ, 
при чем его мо ле ку лы оста ют ся сте ри чес ки дос туп -
ны ми [9, 10], что пер спек тив но для не ко ва лен тной
им мо би ли за ции, в мень шей сте пе ни за тра ги ва ю -
щей струк ту ру бел ко вой гло бу лы фер мен та.
Вза и мо де йствие по ли мер:ли зо цим под твер жде -

но ис сле до ва ни ем ки не ма ти чес кой вяз кос ти раст-
во ров (табл. 1). Умень ше ние вяз кос ти рас тво ра же -
ла ти на с ли зо ци мом и ее уве ли че ние в слу чае раст-
во ра Na-КМЦ:ли зо цим сви де т ельству ют о кон фор-

ма ци он ных из ме не ни ях бел ко вой гло бу лы фер мен -
та в ре зуль та те вза и мо де йствия с по ли ме ра ми.
Иссле до ва ние гид ро ли ти чес кой ак тив нос ти ли -

зо ци ма в рас тво рах по ли ме ров по ка за ло ее ко ли че-
ствен ное со хра не ние вне за ви си мос ти от мас со вых
от но ше ний фер мент:но си тель. Так, ак тив ность сво-
бод но го ли зо ци ма со став ля ет 62000 ± 4000 ед/мг
фер мен та, а ли зо ци ма, вклю чен но го в рас тво ры по ли- 
ме ров, – 57970 ± 2700÷61860 ± 3090 ед/мг фер мен та.
Из дан ных ли те ра ту ры из вес тно, что в вод ных

рас тво рах ли зо цим об ра зу ет оли го мер ные струк ту -
ры за счет не ко ва лен тных вза и мо де йствий (ван-
дер-ва аль со вы, элек тро ста ти чес кие, гид ро фоб ные
вза и мо де йствия, во до род ные свя зи и др.), учас твуя
в мо ле ку ляр ных ме ха низ мах аг ре га то об ра зо ва ния
[4, 5]. 
Ме то дом МAЛДИ под твер жде но на ли чие ас со -

ци а тов ли зо ци ма в вод ном рас тво ре, при этом мо-
ле ку ла фер мен та пред став ле на как мо но ме ром с мо-
ле ку ляр ной мас сой (м. м.) ≈ 14,250 кДа, так и оли го -
мер ны ми фор ма ми от ди ме ра с м. м. ≈ 28,500 кДа до 
окта ме ра с м. м. ≈ 114,800 кДа (рис. 1, а, рис. 2, а).
По ка за но, что в про цес се им мо би ли за ции ли зо -

ци ма в же ла тин при уве ли че нии мас со во го от но ше -
ния фер мент:но си тель на блю да ет ся рас пад оли го -
мер ных ас со ци а тов на суб ъ е ди ни цы (рис. 1, б–г),
ана ло гич ная си ту а ция от ме че на и в слу чае Na-КМЦ
(рис. 2). 
В хо де масс-спек тро мет ри чес ко го экс пе ри мен -

та не из ме ня ет ся его раз ре ша ю щая спо соб ность (не
про ис хо дит уши ре ния пи ков). Это сви де т ельству ет 
об оди на ко вой ки не ти чес кой энер гии (с ко то рой
мо ле ку лы по па да ют в зо ну дрей фа масс-спек тро -
мет ра) ли зо ци ма и его оли го ме ров вне за ви си мос ти 
от по ли мер ной мат ри цы. Та ким об ра зом, по лу чен -
ный ре зуль тат не яв ля ет ся от ра же ни ем за труд нен -
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ВЛИЯНИЕ ПОЛИМЕРОВ НА ПРОЦЕССЫ АССОЦИАЦИИ МОЛЕКУЛ ЛИЗОЦИМА

Рас твор по ли ме ра Ки не ма ти чес кая вяз кость (υ), м2/с, ·10–6, M ± m

Желатин 2,21 ± 0,07

Желатин + лизоцим 1,83 ± 0,06

Na-КМЦ 2,15 ± 0,08

Na-КМЦ + лизоцим 2,48 ± 0,09

*Р > 0,001 при n = 10.

Таб ли ца 1
Ре о ло ги чес кие ха рак те рис ти ки рас тво ров по ли ме ров 
с ли зо ци мом*



но го вы хо да бел ко вых оли го ме ров из по ли мер ной
мат ри цы.
Из дан ных табл. 2 сле ду ет, что уве ли че ние кон -

цен тра ции по ли ме ра в рас тво ре при во дит к воз рас -
та нию от но ше ния ин тен сив нос ти пи ков мо но ме ра
ли зо ци ма к ди ме ру и три ме ру. При этом мень шее
ко ли чес тво оли го мер ных струк тур ли зо ци ма в слу-
чае Na-КМЦ мож но об ъ яс нить бо лее про чны ми вза-
имо де йстви я ми, не же ли с же ла ти ном, что, по-ви ди-
мо му, спо со бству ет уси ле нию про лон ги ро ван нос ти
гид ро ли ти чес ко го де йствия ли зо ци ма при по лу че -
нии его му ко ад ге зив ных пле ноч ных форм.
По лу чен ные ре зуль та ты, за тра ги ва ю щие мо ле -

ку ляр ные ме ха низ мы дез аг ре га ции ас со ци а тов ли -

зо ци ма, ин ду ци ру е мой про цес сом им мо би ли за ции
в ис сле ду е мые по ли ме ры, мо гут быть ис поль зо ва -
ны при раз ра бот ке эф фек тив ных пре па ра тов ли зо -
ци ма про лон ги ро ван но го де йствия, что ак ту аль но
при ре ше нии би о тех но ло ги чес ких и ме ди цин ских
за дач.

Вы во ды. Иммо би ли за ция ли зо ци ма за счет не -
ко ва лен тных вза и мо де йствий в рас тво ры же ла ти на
и Na-КМЦ при во дит к дис со ци а ции оли го мер ных
струк тур фер мен та, при этом от ме че но бо лее проч-
ное свя зы ва ние ли зо ци ма с Na-КМЦ.

S. S. Dekina, I. I. Romanovska, T. Yu. Gromovoy1

Influence of polymers on lysozyme molecules association 
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Summary

Aim. Study of lysozyme molecules behaviour at immobilization in gela- 
tin and carboxymethyl cellulose sodium salt solutions by matrix-as-
sisted laser desorption/ionization (MALDI). Methods. Determination
of the activity of lysozyme, both  free and entrapped in gelatin and car-
boxymethyl cellulose sodium salt (Na-CMC) solutions, was conducted
by bacteriolytic method. The enzyme interaction with polymers was
confirmed by viscometry and mass-spectrometry methods. Results.
The occurrence of lysozyme associates in aqueous solution in mono-
meric and oligomeric forms was shown. A non-valent interaction  of
the enzyme with solutions of polymers results in  the dissociation of oli- 
gomeric associates into subunits, which depends on the support nature
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Рис. 2. МАЛДИ-спектр ли зо ци ма (ин тер пре та ция пи ков на рис. 1)
с Na-КМЦ при со от но ше нии: а – 1:600; б – 1:150; в – 1:50;  г – сво -
бод ный ли зо цим
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Рис. 1. МАЛДИ-спектр ли зо ци ма с же ла ти ном при со от но ше нии:
а – 1:600; б – 1:150; в – 1:50; г – сво бод ный ли зо цим 

Мас со вые соот но ше ния 
фер мент: по ли мер

Мо но мер:
д имер

Мо но мер:
три мер

Мо но мер:
тет ра мер

Лизоцим 5,6 15,2 41,8

Лизоцим:желатин (1:50) 17,3 111,6 412,3

Лизоцим:желатин (1:150) 62,7 – –

Лизоцим:желатин (1:600) – – –

Лизоцим:Na-КМЦ (1:50) 15,8 66,7 –

Лизоцим:Na-КМЦ (1:150) 17,7 – –

Лизоцим:Na-КМЦ (1:600) 47,7 – –

Таб ли ца 2
Со от но ше ние от но си тель ных ин тен сив нос тей пи ков струк тур 
ли зо ци ма, об ра зу ю щих ся в вод ных рас тво рах по ли ме ров 



and mass ratio of lysozyme to polymer. The quantitative retention of
immobilized lysozyme hydrolytic activity was established, which fa-
vours obtaining mucoadhesive film forms with bacteriolytic action.
Conclusions. The lysozyme immobilization by non-valent interactions
in gelatin solution and Na-CMC solutions causes  dissociation of the
enzyme oligomeric structures; a stronger lysozyme coupling with Na-
CMC was noted.

Keywords: lysozyme, oligomers, dissociation, gelatin, carboxyme-
thyl cellulose sodium salt, MALDI.

С. С. Декіна, І. І. Ро ма но вська, Т. Ю. Гро мо вий

Вплив полімерів на про це си асоціації мо ле кул лізо ци му

Ре зю ме

Мета. Дослідити по ведінку мо ле кул лізо ци му при іммобілізації в
роз чи ни же ла ти ну і натрієвої солі кар бок си ме тил це лю ло зи (Na-
КМЦ) ме то дом мат рич но ак ти во ва ної ла зер ної де сорбції/іоніза-
ції (МАЛДІ). Ме то ди. Гідролітич ну ак тивність вільно го і вклю -
че но го в роз чин же ла ти ну та Na-КМЦ-лізо ци му виз на ча ли бак -
теріолітич ним ме то дом. Взаємодію фер мен ту з поліме ра ми під-
твер дже но ме то да ми віско зи метрії і мас-спек тро метрії. Ре -
зуль та ти. По ка за но на явність лізо ци му у вод но му роз чині у ви-
гляді мо но ме ра та оліго мер них форм. Не ко ва лен тна взаємодія
фер мен ту з роз чи на ми полімерів при зво дить до дисоціації оліго -
мер них струк тур  на суб оди ниці, що за ле жить від при ро ди носія і
ма со вих співвідно шень лізо цим:полімер. Вста нов ле но кількісне
збе ре жен ня гідролітич ної ак тив ності іммобілізо ва но го лізо ци му,
що сприяє от ри ман ню му ко ад ге зив них плівко вих форм з бак те-
ріолітич ною дією. Вис нов ки. Іммобілізація лізо ци му за ра ху нок
не ко ва лен тної взаємодії в роз чи ни же ла ти ну і Na-КМЦ спри-
чиняє дис оціацію оліго мер них струк тур фер мен ту, при цьо му від-
зна че но міцніше зв’я зу ван ня лізо ци му з Na-КМЦ.
Клю чові сло ва: лізо цим, оліго ме ри, дис оціація, же ла тин, нат-

рієва сіль кар бок си ме тил це лю ло зи, МАЛДІ.
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