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Методом соосаждения в водных растворах при нейтральном 
значении рН изучено взаимодействие производных поли-
миксина В1 с гепаринатом натрия. Проведено их сравнение с 
исходным немодифированным антибиотиком, и с исходным 
антибиотиком в растворе соответствующего, ковалентно с ним 
несвязанного, полимера. Установлено, что для немодифици-
рованного антибиотика интенсивное осаждение наблюдает-
ся при 10-кратном молярном избытке пептида по основанию 
(предполагаемый моль гепарина 12 000–16 000; полимиксина 
В1 основания – 1150), температуре 37 °С и низкой ионной силе 
раствора. Обнаружено, что для исследованных производных, 
полученных путем модификации полимиксина В1 по аминогруп-
пам синтетическими водорастворимыми полимерами, количе-
ство осадка при одинаковом значении рН и ионной силы при 
любых соотношениях пептид – гепаринат натрия существенно 
меньше и не зависит от температуры эксперимента. Методом 
ИК-спектроскопии подтверждено, что в комплексообразова-
нии участвуют как карбоксильные, так и сульфамидные груп-
пы гепарина. Выявлены различия в характере взаимодействия 
гепарината натрия с исходным пептидом и его производными. 
Наблюдаемая более низкая аффиность связывания гепарином 
производных полимиксина В1 по сравнению с исходным анти-
биотиком, по-видимому, обусловлена снижением плотности ло-
кализации положительного заряда в их молекуле в результате 
модификации по -NH2 группам.
Ключевые слова: гепаринат натрия, пептиды, полимиксин В1, 
химическая модификация, гепарин-индуцированный осадок.
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Введение

Полимиксины составляют большую группу 
полипептидных антибиотиков с молекулярной 
массой около 1000, продуцируемых штаммами 
Bacillus polymyxa и родственными микроорга-
низмами [1]. Полимиксины довольно токсичны 
и поэтому применяются лишь ограниченно при 
лечении инфекций, вызванных грамотрицатель-
ными микроорганизмами с множественной устой-
чивостью к другим классам антибиотиков [2–5].

Однако за последние десятилетия накоплен 
значительный положительный опыт по синтезу их 
искусственных аналогов и химической модифи-
кации свободных аминогрупп данных пептидов 
различными химическими реагентами. Отме-
чаются различные положительные изменения в 
биологических и в физико-химических свойствах 
модифицированных антибиотиков по сравнению 
с исходной субстанцией [6, 7]. 

Ранее нами также сообщалось об изменениях 
в физико-химических свойствах, антимикробной 
активности и токсичности у полимиксина В1, 
модифицированного некоторыми синтетически-
ми растворимыми полимерами [8]. В настоящей 
работе изучено взаимодействие полимиксина В1 
и его конъюгатов полимер–антибиотик с гепа-
рином, полианионным полисахаридом исполь-
зуемым в медицине в качестве антикоагулянта 
прямого действия [9].

Материалы и методы

В качестве источника гепарина использовали 
его тетранатриевую соль (Na4Hep), выделенную 
из фармацевтического препарата для инъекций 
(РУП «Белмедпрепараты», Республика Беларусь) 
и дополнительно очищенную от сопутствующих 
низкомолекулярных добавок методом гель-
фильтрации на колонне с Сефадекс G-10 и лио-
фильно высушенную.

 В качестве исследуемых образцов исполь-
зовали сульфат полимиксина В1 (кат. № ALX-
380-040-G005, Enzo Life Sciences, Switzerland) и 
его конъюгаты с водорастворимым сополимером 
винилового спирта и содержанием ПМВ1 – ос-
нования 20 мас.% (I), и полиглутаровым аль-
дегидом (II) с содержанием ПМВ1 – основания 
30 мас.% [10, 11]. 
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Исследования проводили методом соосажде-
ния при температурах 20° С и 37° С [12]. Ионную 
силу растворов устанавливали с помощью хло-
рида натрия. Скорость и степень преципитации 
контролировали спектрофотометрически по уве-
личению рассеяния света при длине волны 350 нм.

ИК-спектры комплексов снимали на спектро-
метре «Vertex-70» фирмы «Bruker» с применением 
микроприставки однократно нарушенного полно-
го внутреннего отражения «Pike» (призма с углом 
45° из материала ZnSe). При регистрации спектров 
нарушенного полного внутреннего отражения 
вводили поправку, учитывающую глубину про-
никновения излучения в зависимости от длины 
волны.

Результаты и их обсуждение

Известно, что взаимодействие гепарина с 
белками и пептидами может сопровождаться обра-
зованием только растворимых комплексов, равно-
весно сосуществующих с исходными реагентами; 
растворимых комплексов, осаждающихся при 
изменении физических факторов среды (напри-

мер, при понижении температуры среды); либо 
нерастворимых комплексов (преципитатов) [13].

В экспериментах с сульфатом полимиксина 
В1 максимальное рассеяние света во всех экспери-
ментальных условиях развивалось уже в течение 
первых 20–30 минут. Гепарин-индуцированный 
осадок представлял собой хорошо различимые и 
крупные дискретные частицы. Массовое соотно-
шение компонентов в самостоятельно выпавшем, 
промытом и высушенном комплексе состави-
ло 1:1. Как видно из данных, приведенных на 
рис. 1, а, б, для исходного антибиотика интенсив-
ность образования нерастворимого комплекса 
прямо пропорциональна концентрации препарата 
по основанию и достигает насыщения при его 
содержании 400–500 мкг/мл. Изменение темпе-
ратуры реагирующей системы с 20 до 37° С при-
водит к резкому увеличению скорости осаждения 
комплекса ПМВ1-гепарин. Ионная сила раствора 
оказывает противоположное влияние на этот 
процесс. При повышении ионной силы раствора 
количество нерастворимого осадка значительно 
снижается. 

Рис. 1. Зависимость интенсивности осаждения комплекса ПМВ1 – Na4Hep: а – от 
концентрации пептида по основанию (1 – 50, 2 – 100, 3 – 150, 4 – 300, 5 – 500 мкг/мл, 
I = 0,005 моль/л, рН = 6,87,2, Т=20° С); б – от температуры и ионной силы раствора 

(СПМВ1 = 250 мкг/мл, СНер = 50 мкг/мл, рН = 6,8–7,2)
Fig. 1. Dependence of the precipitation intensity of the polymyxin B1 – Na4Hep complex: 
а – on the base peptide concentration (1 – 50, 2 – 100, 3 – 150, 4 – 300, 5 – 500 μg/ml, 
I = 0.005 mol/L, pH = 6.87.2, T = 20° C); b – on the temperature and ionic strength of the 

solution (SPMB1 = 250 μg / ml, SНер = 50 μg/ml, pH = 6.8–7.2)
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Дальнейшие исследования конъюгатов по-
лимиксина В1 и полимиксина В1 в присутствии 
свободных полимеров типа I и II проводили в дис-
тиллированной воде с рН = 6,8–7,2 при концентра-

ции пептида по основанию – 250 мкг/мл, концен-
трации гепарината натрия – 50 мкг/мл. Результаты 
сравнительных измерений, выполненные при раз-
личных температурах, представлены на рис. 2, а, б.

Рис. 2. Интенсивность осаждения комплексов с Na4Hep во времени при различных тем-
пературах: а – 20° С, б – 37° С. Условия в тексте. 1 – соединение II, 2 – соединение I, 

3 – ПМВ1 в присутствии полимера типа II, 4 – ПМВ1 в присутствии полимера типа I
Fig. 2. The intensity of precipitation of complexes with Na4Hep in time at various temperatures: 
a – 20° C, b – 37° C. Conditions in the text. 1 – compound II, 2 – compound I, 3 – polymyxin B1 

in the presence of a type II polymer , 4 – polymyxin B1 in the presence of a type I polymer

а/а Время, мин / Time, min

А
35

0,
 н
м

4
3

2

1

Время, мин / Time, min

А
35

0,
 н
м

4

3

2

1

б/b

Как видно из полученных данных, ни водо-
растворимый поливиниловый спирт (полимер 
типа I), ни восстановленный полиглутаровый 
альдегид (полимер типа II) соосадителями для 
полимиксина В1 не являются и не препятствуют 
его взаимодействию с гепаринатом натрия. Кон-
центрационные, временные и температурные 
зависимости в присутствии данных полимеров 
идентичны исходному антибиотику. Однако ко-
валентное присоединение полимеров к амино-
группам полипептида оказывает значительное 
влияние на процесс его взаимодействия с гепа-
ринатом натрия. Комплексообразование Na4Hep 
с производным I протекает медленнее и менее 
интенсивно по сравнению с исходным ПМВ1, 
не зависит от температуры эксперимента, об-
разовавшиеся микрочастицы комплекса долго 
остаются во взвешенном состоянии, самосто-

ятельно не оседая. Соединение II реагирует с 
Na4Hep быстрее, образуя коллоидный раствор, в 
котором не различаются отдельные дискретные 
частицы. Процесс также не зависит от темпе-
ратуры эксперимента. При повышении ионной 
силы раствора уже до 0,1 моль/л помутнение 
в реакционной смеси визуально не наблю-
дается.

Влияние концентрации полианиона во всех 
случаях (рис. 3) носит экстремальный характер, 
достигая максимума осаждения при массовом 
соотношении поликатион : полианион =1:1. При 
значительном избытке полианиона в реагирую-
щей системе преобладает образование раство-
римых комплексов.

Для выявления характера взаимодействий 
между гепарином и ПМВ1 и его производными 
комплексы были выделены в твердом виде и ис-
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следованы методом ИК-спектроскопии. Комплекс 
ПМВ1 – Na4Hep осаждали из дистиллированной 
воды при концентрациях пептида и Na4Hep в 
растворе 500 мкг/мл. Реакционную смесь вы-
держивали в течение 120 мин при комнатной тем-
пературе до полного осаждения частиц, осадок 
отфильтровывали, промывали дистиллирован-
ной водой и лиофильно высушивали. Комплекс 
ПМВ1 – соединение I выделяли из реакционной 
смеси, содержащей 2000 мкг/мл соединения I 
(400 мкг/мл по основанию) и 400 мкг/мл Na4Hep. 
Реакционную смесь выдерживали в течение 
120 мин при комнатной температуре, охлаждали 
и центрифугировали, надосадочную жидкость 
осторожно удаляли и осадок лиофильно высуши-
вали. Комплекс ПМВ1 – соединение II выделяли 
из реакционной смеси, содержащей 1500 мкг/
мл соединения II (450 мкг/мл по основанию) и 
450 мкг/мл Na4Hep. Реакционную смесь выдер-

живали в течение 120 мин при комнатной темпе-
ратуре, замораживали и лиофильно высушивали.

Из спектров комплексов методом прямого 
вычитания спектров сульфата ПМВ1 и его конъю-
гатов получали разностный спектр входящей в со-
став комплекса натриевой соли гепарина и сравни-
вали его со спектром чистого Na4Hep (рис. 4). Для 
идентификации взаимодействия использовали 
основные характеристические полосы гепарина: 
1610 и 1415 см-1 – валентные асимметричные и 
симметричные колебания связи С=О в карбокси-
латной группе; 1220 и 1150 см-1 – асимметричные 
и симметричные валентные колебаниям связи 
O=S=O сульфамидной группы; максимум при 
989 см-1 соответствует валентным асимметричным 
колебаниям связи С-О-С (простой эфир); слабые 
полосы поглощения в области 910 и 800 см-1 
принадлежат асимметричным и симметричным 
валентным колебаниям связи S-O-C.

Рис. 3. Зависимость интенсивности осаждения комплексов от концентрации Na4Hep: 1 – 
ПМВ1, 2 – ПМВ1 + полимер I, 3 – ПМВ1 + полимер II, 4 – соединение I, 5 – соединение II
Fig. 3. Dependence of the precipitation intensity of the complexes on the concentration of 
Na4Hep: 1 – polymyxin B1, 2 – polymyxin B1 + polymer I, 3 – polymyxin B1 + polymer II, 

4 – compound I, 5 – compound II

Рис. 4. ИК-спектры чистого гепарината натрия и в составе комплексов
Fig. 4. IR spectra of pure sodium heparinate and as part of complexes
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Как видно из рис. 4, разностный спектр 
гепарината натрия, входящего в состав ком-
плексов, носит индивидуальный характер и 
отличается от ИК-спектра исходной соли. На-
блюдается смещение и изменение интенсив-
ности полос поглощения всех функциональных 
групп – COONa, -SO3H, -NSO3H гепарината 
натрия.

Таким образом, присоединенные к пеп-
тиду гидроксилсодержащие полимеры не ис-
ключили полностью взаимодействие между
активными центрами модифицированного ан-
тибиотика и гепарина, но значительно его осла-
били.

Результаты, полученные в рамках настояще-
го исследования, наряду с другими известными 
в этой области исследованиями, подтверждают 
возможность сохранения антимикробной актив-
ности антибиотиков – полипептидов при их 
химической модификации по аминогруппам с 
одновременным изменением их биологических 
и физико-химических свойств и могут быть ис-
пользованы в дальнейших исследованиях по их 
совершенствованию.
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The method of coprecipitation from aqueous solutions at a neutral pH 
value was used to study the interaction of polymyxin B1 derivatives 
with sodium heparinate. They were compared with the initial un-
modified antibiotic and with the initial antibiotic in a solution of the 
corresponding polymer, covalently unbound with it. It was observed 
that intense precipitation for an unmodified antibiotic took place at a 
10-fold molar excess of the peptide by the base (the expected mole of 
heparin is 12000–16000, polymyxin B1 base – 1150), the temperature 
of 37° С and the low ionic strength of the solution. It was found that 
for the examined derivatives obtained by modifying polymyxin B1 at 
amino groups with synthetic water-soluble polymers, the amount of 
precipitate at the same pH level and ionic strength at any peptide-
sodium heparinate ratios was significantly less and did not depend on 
the temperature during the experiment. Using IR spectroscopy it was 
confirmed that both carboxyl and sulfamide groups of heparin were 
involved in complexation. Differences in the nature of the interaction 
of sodium heparinate with the initial peptide and its derivatives were 
revealed. The observed lower affinity of heparin binding to polymyxin 
B1 derivatives compared to the initial antibiotic was apparent due to 
decrease in the density of positive charge localization in their molecule 
as a result of modification of -NH2 groups.
Keywords: sodium heparinate, peptides, polymyxin B1, chemical 
modification, heparin-induced precipitate. 
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