
ВВЕДЕНИЕ

Образование полиэлектролитных комплексов
белков с полисахаридами рассматривают как
перспективный путь к повышению устойчивости
белков в водных средах [1] и к получению 
нано- и микроразмерных контейнеров для доставки
лекарств [2, 3]. В результате межмолекулярных
взаимодействий происходит изменение физико-
химических свойств биополимеров, что может влиять
на их функциональную активность [4, 5].

Фукоидан представляет собой анионный
полисахарид из бурых водорослей, состоящий
преимущественно из остатков сульфатированной
фукопиранозы с 1→3 и 1→4 связями, с включением
галактозы, маннозы, ксилозы, глюкуроновой кислоты.
Фукоидан хорошо растворим в воде, нетоксичен 
и обладает высокой биосовместимостью. 
Растворы фукоидана обладают низкой вязкостью.
Благодаря подтверждённой многочисленными
исследованиями противовоспалительной, противо-
вирусной, противоопухолевой, антиокислительной,
антикоагулянтной активности фукоидан может

служить не только структурным компонентом 
средств доставки [6], но и оказывать терапевтическое
действие [7]. Антиокислительную активность
фукоидана нередко связывают с трудно отделяемыми
при очистке полифенолами, присутствующими 
в его препаратах [8, 9].

При разработке новых подходов к терапии
воспалительных заболеваний кишечника особое
внимание привлекает не только фукоидан [7], 
но и лактоферрин [10] — катионный гликопротеин 
(pI 8,0–9,0), склонный к агрегации в водных растворах
и чувствительный к изменению pH среды. Комплексы
с фукоиданом позволяют сохранить пространственную
структуру лактоферрина и улучшить его стабильность
и биодоступность [11, 12].

При разработке медицинских препаратов и
средств их доставки важно понимать преимущества
использования комплексов биополимеров. 
В настоящей работе мы поставили цель изучить
физико-химические и функциональные особенности
комплекса фукоидана и лактоферрина (Ф-Л) 
при физиологических значениях pH. Для этого
исследовали антиокислительную активность этих
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Фукоидан — анионный полисахарид из бурых водорослей, проявляющий антикоагулянтную,
антиокислительную, противовоспалительную, противоопухолевую и противовирусную активность — способен
образовывать полиэлектролитные комплексы с различными белками, включая терапевтически важный лактоферрин.
Целью данного исследования было изучение физико-химических и функциональных особенностей комплекса
фукоидана и лактоферрина, образующегося при смешивании их растворов при физиологических значениях pH.
Комплекс, регистрируемый с помощью атомно-силовой микроскопии, имел отрицательный заряд и
гидродинамический диаметр 382 нм. Взаимодействие с лактоферрином приводило к изменениям в области 
ИК-спектра фукоидана в полосе поглощения в диапазоне 1220–1260 см–1, соответствующем колебаниям 
сульфатной группы, увеличивало суммарную антиокислительную активность биополимеров в реакции Фентона и
снижало антикоагулянтную активность фукоидана, оцениваемую по данным определения активированного
частичного тромбопластинового времени. Фукоидан снижал активность люциферазы в модельной системе
люциферин-люцифераза, а образование комплекса с лактоферрином ослабляло ингибирующую способность
фукоидана. Полученные результаты свидетельствуют о возможности направленно влиять на функциональную
активность биополимеров при включении их в комплекс и о перспективности использования фукоидана и
лактоферрина в виде комплекса при разработке новых препаратов и средств доставки лекарств.
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биополимеров в реакции Фентона, антикоагулянтное
действие фукоидана и его способность ингибировать
активность фермента люциферазы.

Для анализа комплексообразования 
фукоидана с лактоферрином были использованы
динамическое рассеяние света (ДРС), 
атомно-силовая микроскопия (АСМ), флуоресцентная
и инфракрасная (ИК) спектроскопия.

МЕТОДИКА

Реактивы

В работе использовали рекомбинантный
лактоферрин человека, выделенный из молока
трансгенных коз (препарат “Капрабел”, 
был получен в Белорусском государственном
университете и РУП “Научно-практический центр
НАН Беларуси по животноводству”); фукоидан 
из Fucus vesiculosus 20–200 кДа, АТР, люминол,
пероксид водорода, сульфат двухвалентного железа,
трис(гидроксиметил)аминометан (трис), 2,2′-азино-бис-
(3-этилбензотиозолин-6-сульфокислоты) диаммониевая
соль (ABTS) (“Sigma-Aldrich”, США); люциферин-
люцифераза из светлячков (“Люмтек”, Россия);
высокоориентированный пиролитический графит
(“НТ-МДТ”, Россия); наборы реагентов Коагуло-тест
(ПГ-6) и Плазма Н (КМ-1) (“Ренам”, Россия).

Получение комплексов

Для оценки взаимодействия между 
фукоиданом и лактоферрином в полиэлектролитных
комплексах биополимеры в 0,05 М трис-буфере 
(рН 7,1 или рН 7,4) смешивали таким образом, 
чтобы их массовые концентрации были одинаковыми,
если это дополнительно не оговорено в тексте, 
и инкубировали 30 мин при комнатной температуре.

ИК спектроскопия

ИК спектры регистрировали на ИК-спектрометре
Фурье Tensor 27 (“Bruker”, Германия), оснащённом
МСТ-детектором, охлаждаемым жидким азотом, 
с термостатом (“Huber”, США). Измерения 
проводили в термостатируемой ячейке нарушенного
полного внутреннего отражения BioATR-II (“Bruker”)
с использованием кристалла однократного отражения
ZnSe при 22°С и постоянной скорости продувки
системы сухим воздухом аппаратом Jun-Air 
(“Gast Manufacturing Inc.”, США). На кристалл 
ячейки наносили аликвоту (50 мкл) образца, 
спектр регистрировали трижды в интервале 
от 4000 см–1 до 950 см–1 с разрешением 1 cм–1,
производили 70-кратное сканирование и усреднение.
Фон без нанесения образца регистрировали
аналогично. Спектры анализировали с помощью
программы Opus 7.0 (“Bruker”) с проведением
процедуры вычитания фона, коррекции базовой линии
и атмосферной компенсации. При необходимости
использовали сглаживание по Савицкому-Голаю 
для удаления белого шума. Положение полос
поглощения определяли по стандартной процедуре
“Bruker”. Полосу поглощения Амид I подвергали
процедуре деконволюции.

Измерение ζ-потенциала и 
гидродинамического диаметра

ζ-Потенциал фукоидана, лактоферрина и 
их комплекса, а также гидродинамический диаметр
комплекса анализировали с помощью установки
Zetasizer Nano ZS (“Malvern Instruments”, Германия),
измеряя электрофоретическое и динамическое
рассеяние света (ЭРС и ДРС соответственно). 
Для анализа использовали растворы биополимеров 
с концентрацией 1 мг/мл.

АСМ

Эксперименты были выполнены на атомно-силовом
микроскопе с контроллером Ntegra Prima (“НТ-МДТ”)
по протоколу АСМ-исследования отдельных 
молекул с высоким пространственным разрешением 
с использованием модифицированной N,N′-(декан-
1,10-диил)бис(тетраглицидамином) (GM) поверхности
высоко ориентированного пиролитического 
графита [13]. Каплю свежеприготовленного водного
раствора 0,01 мг/мл GM помещали на поверхность
свежесколотого графита на 5–7 мин, а затем избыток
жидкости удаляли с поверхности потоком азота. 
Для контрольных экспериментов раствор фукоидана
наносили на поверхность модифицированного
графита на 2–5 с. Каплю бидистиллированной воды
100-кратного объёма осторожно помещали на каплю
раствора образца на 10 с и затем удаляли 
с поверхности в токе азота. АСМ-эксперименты
проводили в полуконтактном режиме с типичной
частотой сканирования 1 Гц и типичной свободной
амплитудой в несколько нм. Все измерения 
проводили на воздухе с использованием 
сверхострых кремниевых кантилеверов с диаметром
наконечника около 1 нм. Для получения максимально
возможного разрешения АСМ при работе 
со сверхострыми кантилеверами применяли 
режим отталкивания. Использовали стандартные
алгоритмы сглаживания АСМ-изображений 
(такие как вычитание квадратичной поверхности и
усреднение по строкам). Для фильтрации, анализа 
и представления данных АСМ использовали
программное обеспечение FemtoScan Online 
(“Центр перспективных технологий”, Россия).

Флуориметрия

Спектры флуоресценции остатков триптофана 
в лактоферрине регистрировали на спектрофлуориметре
СМ 2203 (“Solar”, Беларусь), используя длину волны
возбуждения 280 нм и записывая спектр испускания 
в диапазоне 330–420 нм. Результаты представлены 
в виде интенсивности флуоресценции (I) при 334 нм,
выраженной в относительных единицах.

Реакция Фентона

Для анализа способности биополимеров 
и их комплекса перехватывать гидроксильный 
радикал в кювету люминометра, содержащую 
0,2 мМ люминол в 50 мМ трис-буфере с pH 7,4,
добавляли 25 мкл исследуемого образца, 
Н2О2 до концентрации 44,1 мМ и инициировали
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реакцию внесением 17,9 мМ FeSO4, регистрируя
хемилюминесценцию (ХЛ) в непрерывном режиме.
Объём пробы составлял 250 мкл. Оценивали
максимальную интенсивность ХЛ ответа и
представляли результат в % от контрольной пробы,
содержащей вместо биополимеров 25 мкл трис-буфера.

Взаимодействие с катион-радикалом ABTS

Получение катион-радикала ABTS (ABTS•+) и 
его реакцию с фукоиданоми лактоферриномпроводили
по методике [14] с небольшими модификациями.
Реакцию образования ABTS•+ осуществляли, смешивая
водные растворы ABTS и персульфата калия
(конечные концентрации 7,0 мМ и 2,45 мМ
соответственно) и инкубируя смесь в темноте 
при комнатной температуре в течение 16–17 ч. 
Далее полученный раствор ABTS•+ разбавляли 
0,05 М трис-буфером (рН 7,4) так, чтобы 
в контрольном образце поглощение при 734 нм
составляло 0,70±0,02. Способность фукоидана и
лактоферрина реагировать с ABTS•+ оценивали 
по снижению поглощения при 734 нм, проводя
измерения через 10 мин, 20 мин и 30 мин после
смешивания реагентов.

Коагулометрия

Антикоагулянтные свойства фукоидана
определяли по увеличению активированного
частичного тромбопластинового времени (АЧТВ). 
Для этого к 40 мкл плазмы крови человека 
добавляли 10 мкл водного раствора исследуемых
соединений, смесь прогревали 1 мин при 37°С, 

затем добавляли 50 мкл кефалин-каолиновой смеси,
инкубировали 2 мин при 37°С и после внесения 
50 мкл раствора 0,025 М хлорида кальция, 
прогретого при 37°С, фиксировали время образования
фибринового сгустка. Измерения проводили 
на коагулометре с оптико-механическим способом
регистрации АПГ4-03-Пх (“ЭМКО”, Россия). В работе
использовали наборы реагентов “Ренам” (Россия).

Люциферин-люциферазная реакция

К разведению 1:50 готовой смеси люциферин-
люциферазы в 0,05 М трис-буферном растворе 
с 5 мМ MgCl2 (рН 7,8) добавляли АТР до 1 мкг/мл и
начинали регистрацию ХЛ в непрерывном режиме;
объём пробы составлял 250 мкл. Затем вносили 
25 мкл раствора фукоидана или предварительно
проинкубированной 30 мин при комнатной
температуре смеси фукоидана с лактоферрином 
в разных концентрациях и оценивали их эффекты 
по степени снижения ХЛ относительно контроля 
с добавлением соответствующей аликвоты трис-буфера
вместо растворов биополимеров.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Структурные особенности комплекса 
фукоидан-лактоферрин

По данным АСМ, фукоидан представлял 
собой разветвлённые цепочки высотой 1,0±0,3 нм
(рис. 1А), а лактоферрин — белковые глобулы 
высотой 2,7±0,6 нм (рис. 1Б). Их распределение 
по размеру представлено на рисунке 1Г,Д. В случае

Мосиевич и др.
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Рисунок 1. АСМ фукоидана (А), лактоферрина (Б) и их комплекса Ф-Л (В) и диаграммы распределения по высоте 
для фукоидана (Г), лактоферрина (Д) и их комплекса Ф-Л (Е). Концентрация водного раствора фукоидана и/или
лактоферрина перед нанесением на подложку составляла 0,01 мг/мл.



комплексов фукоидана и лактоферрина (Ф-Л) (рис. 1В)
высота глобул увеличивалась и составляла 3,4±1,4 нм
(рис. 1В), при этом появлялись глобулы с высотой
больше 4 нм (рис. 1Е).

Результаты измерения ζ-потенциала и
гидродинамического диаметра для фукоидана,
лактоферрина и комплекса Ф-Л, полученного 
при смешивании растворов биополимеров в равных
массовых концентрациях в воде, подщелоченной 
с помощью NaOH до pH 8,0, представлены 
в таблице 1. Следует отметить, что в растворах 
с фукоиданом и комплексом Ф-Л происходило
изменение конечного pH растворов в сторону
нейтральных значений (от pH 8,0 до pH 7,0).

Образующиеся растворимые комплексы Ф-Л
имели гидродинамический диаметр 382 нм и 
близкий к фукоидану отрицательный ζ-потенциал, 
что может объясняться нахождением на поверхности
комплексов главным образом полисахарида, тогда как
лактоферрин располагается преимущественно 
во внутренней области [11].

Для характеристики изменений структуры
фукоидана была выбрана полоса при 1200–1300 см–1,
которая соответствует колебаниям сульфатной 
группы [2]. Наблюдался сдвиг пика фукоидана 
от 1249 см–1 до 1251 см–1 в комплексе с лактоферрином
(рис. 2).

В то же время по данным ИК спектроскопии 
при образовании полиэлектролитного комплекса Ф-Л
в лактоферрине не изменялось содержание 

α-спиралей, β-листов, β-поворотов и неупорядоченных
структур (Дополнительные материалы, рис. S1), 
что свидетельствует о сохранении структуры белка.

Для дополнительного анализа структуры
лактоферрина в комплексах Ф-Л была использована
флуоресценция остатков триптофана. Измеряли
флуоресценцию исходного раствора лактоферрина 
и после его инкубации с фукоиданом в течение 30 мин
в 0,05 М трис-буфере, pH 7,4. Не было 
выявлено различий в спектре флуоресценции,
указывающих на изменение структуры 
лактоферрина в результате образования его комплекса
с фукоиданом: интенсивность флуоресценции
составляла 1,15±0,09 отн. ед. в случае раствора
лактоферрина (0,05 мг/мл) и 1,14±0,11 отн. ед. в случае
комплекса Ф-Л с такой же концентрацией каждого
компонента (Дополнительные материалы, рис. S2).
По-видимому, образование комплекса Ф-Л
сопровождается структурными изменениями 
в молекулах фукоидана, но не лактоферрина.

Функциональные особенности комплексов фукоидана
с лактоферрином

Антиокислительная активность. Оценка
перехватывающей способности полисахаридов 
в отношении гидроксильных радикалов является
одним из широко распространённых подходов 
к анализу их антиокислительных свойств [8]. 
В качестве источника гидроксильного радикала, 
как правило, используют реакцию Фентона:

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + •OH +OH–

Образование радикала оценивают с помощью
спектрофотометрии [15], люминол-зависимой ХЛ [16]
или ЭПР-спектроскопии [17]. По данным различных
исследователей, эффекты фукоидана регистрируются
при концентрациях от 0,1 мг/мл [18].

Фукоидан и лактоферрин снижали ХЛ 
в реакции Фентона дозозависимым образом (рис. 3).
Концентрация, вызывающая 50%-ное ингибированиеХЛ
(IС50) для фукоидана составляла около 0,07 мг/мл, 
а для лактоферрина — около 0,4 мг/мл (рис. 3А).

Антиоксидантный эффект комплекса Ф-Л 
в реакции Фентона был выражен сильнее, 
чем при внесении биополимеров в той же
концентрации, но по отдельности (рис. 3Б). 
Поскольку лактоферрин в концентрации 0,06 мг/мл 
не снижал ХЛ ответ, усиление антиокислительной
активности при образовании комплекса может
объясняться изменением фукоидана в результате
межмолекулярных взаимодействий.

Ещё одним широко используемым показателем
антиокислительной активности является
перехватывающая способность биополимеров 
в отношении катион-радикала ABTS (ABTS•+) [8, 9]. 
В концентрации 0,5 мг/мл лактоферрин за 30 мин
снижал оптическое поглощение ABTS•+ на 44±3%, 
как и комплекс Ф-Л, который вызывал 
снижение на 42±2% (Дополнительные материалы, 
рис. S3). Эффект фукоидана при данной концентрации
(0,5 мг/мл) не превышал 8±1%. 
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Таблица 1. Характеристика фукоидана, лактоферрина и
их комплекса Ф-Л при растворении в воде с pH 8 
(по данным ЭРС и ДРС)

Примечание: концентрация каждого компонента – 1мг/мл.

Рисунок 2. ИК спектры лактоферрина (Л),фукоидана (Ф)
и их комплекса Ф-Л при концентрации каждого
компонента 2,5 мг/мл в 50 мМ трис-HCl буфере, pH 7,4.

Образец ζ-потенциал, мВ Диаметр, нм

Фукоидан -59,5±4,9 —
Лактоферрин -4,8±1,8 —
Ф-Л -48,5±3,3 382±20



Из сопоставления результатов обоих 
методов следует, что образование комплекса
усиливает антиокислительную активность фукоидана,
но не лактоферрина.
Ингибирование люциферин-люциферазной
реакции. Взаимодействие фукоидана с белками 
может приводить к изменению их функциональной
активности в различных системах. Так, связывание
белка С1q комплемента с фукоиданом предотвращает
лизис этого белка трипсином и тем самым
препятствует активации классического пути
комплемента [19], а связывание низкомолекулярного
фукоидана с катионным пептидом мелиттином
ослабляет гемолитическое действие последнего [20].
На основании предварительного исследования 
для анализа эффектов комплекса Ф-Л была выбрана
люцифераза светлячков (pI 6,2–6,3), которая 
в присутствии люциферина дает стойкий ХЛ сигнал
при добавлении АТР [21].

ХЛ сигнал индуцировали добавлением АТР 
к раствору люциферин-люциферазы в 50 мМ трис-
буфере с 10 мМ MgCl2 (рН 7,4), а затем вносили
раствор фукоидана либо предварительно полученный
комплекс Ф-Л с соотношением Л:Ф от 1,25 до 20 мг/мг
при концентрации фукоидана 0,2 мг/мл (рис. 4А).

Фукоидан снижал ХЛ в зависимости 
от концентрации (IС50 ≈ 0,05 мг/мл), а в комплексе 
с лактоферрином его ингибирующее действие
ослабевало по мере увеличения концентрации белка.
Как видно из кривой, представленной на рисунке 4Б,
при соотношении Л:Ф, равном 20 мг/мг,
ингибирующий эффект фукоидана отсутствовал. 
По-видимому, по мере увеличения числа молекул
лактоферрина, связывающихся с полисахаридом,
доступность фукоидана для взаимодействия 
с люциферазой снижалась. Можно предположить, 
что фукоидан взаимодействует с лизином 
в активном центре фермента [22], как в случае белка
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Рисунок 3. Снижение величины люминол-зависимого ХЛ ответа в реакции Фентона: А – в зависимости 
от концентрации фукоидана (Ф) или лактоферрина (Л); Б – под действием 0,06 мг/мл лактоферрина (Л) или 
фукоидана (Ф) по отдельности и в их комплексе (Ф-Л). Измерения проводили в 50 мМ трис-HCl буфере, pH 7,4.
Контролем служили пробы без биополимеров. Результаты представлены в % от контрольных значений.

Рисунок 4. ХЛ ответ люциферин-люциферазы на АТР в зависимости от соотношения лактоферрин:фукоидан 
(Л:Ф, мг/мг) в их комплексе Ф-Л при концентрации фукоидана 0,2 мг/мл: А – кинетика ХЛ (момент добавления смеси
обозначен стрелкой); Б – ХЛ в % от величины в момент перед добавлением смеси. Предварительную инкубацию
смеси лактоферрина с фукоиданом проводили в течение 30 мин при комнатной температуре. Контролем служила
проба без добавления лактоферрина и фукоидана.



комплемента C1q [23], что приводит к ингибированию
активности фермента, а лактоферрин, связываясь 
с фукоиданом, экранирует участки и группы
полисахарида, участвующие в этом взаимодействии.
Антикоагулянтная активность. Антикоагулянтную
активность фукоидана (рис. 5А) и фукоидана 
в комплексе с лактоферрином (рис. 5Б) определяли 
по их влиянию на активированное частичное
тромбопластиновое время (АЧТВ). Известно, 
что антикоагулянтная активность фукоидана
обусловлена не только прямым связыванием 
с тромбином, но и его взаимодействием с природным
ингибитором тромбина — антитромбином III (АТ III).
В результате, в присутствии АТ III ингибиторная
активность фукоидана по отношению к тромбину
возрастает [24]. В наших экспериментах фукоидан
(0,01–0,1 мг/мл) дозозависимым образом увеличивал
время свёртывания плазмы крови (рис. 5А), 
в то время как лактоферрин в диапазоне 
концентраций 0,025–0,25 мг/мл не оказывал
существенного влияния на АЧТВ (рис. 5Б).

При введении в плазму комплексов, полученных
при смешивании фукоидана (0,05 мг/мл) и
лактоферрина с возрастающими концентрациями 
(от 0,025 мг/мл до 0,25 мг/мл) наблюдали
дозозависимое уменьшение АЧТВ (рис. 5Б). 
Это можно объяснить тем, что в отличие от свободного
фукоидана у молекул фукоидана в комплексе 
с лактоферрином оказываются экранированными
участки, участвующие во взаимодействии 
с ферментами свёртывающей системы крови.
Аналогичные результаты были получены 
при измерении протромбинового и тромбинового
времени (Дополнительные материалы, рис. S4).

ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка новых многофункциональных 
средств доставки лекарственных веществ 
включает в себя задачи по изучению взаимного
влияния биологически активных компонентов и
особенностей их взаимодействия. Так, стабильность и
биодоступность лактоферрина в различных средах

может возрастать за счёт образования комплексов 
как с анионными полисахаридами (каррагинаном и
ксантановой камедью), так и с нейтральными 
(камедь рожкового дерева). В первом случае 
в образовании комплексов белка с полисахаридами
участвуют электростатические взаимодействия, 
а во втором — гидрофобные [12].

Фукоидан, обладающий широким спектром
эффектов в биологических системах, в отличие 
от лактоферрина при физиологических значениях pH
заряжен отрицательно, что позволяет получать
растворимые комплексы и наночастицыпри смешивании
этих биополимеров [11]. Отрицательный заряд 
этих структур авторы работы [11] объясняют
расположением фукоидана снаружи, а лактоферрина —
внутри, что согласуется с нашими результатами. 
По данным авторов, частицы, полученные 
из фукоидана и лактоферрина при pH 3 и массовом
соотношении 1:1, достигали размера в 248±1,3 нм, 
т.е. были в 1,3 раза меньше, чем в нашей работе (табл. 1). 

Согласно работе [12] межмолекулярное
взаимодействие лактоферрина с полисахаридами 
при pH 7–8 не влияет на структуру белка при массовом
соотношении лактоферрина к полисахариду более 1.
Это подтверждается полученными в настоящей 
работе данными ИК спектроскопии и флуориметрии
для комплексов Ф-Л с массовым соотношением 1:1.

При нейтральных значениях pH фукоидан 
и лактоферрин несут разноимённый заряд, 
что способствует образованию более прочного
полиэлектролитного комплекса, чем комплекс
фукоидана с люциферазой, имеющей pI 6,2–6,3.

Нет данных, раскрывающих прямую связь 
между особенностями структуры фукоидана и 
его активностью, в первуюочередь, антиокислительной
и антикоагулянтной [8, 24]. По-видимому, важную
роль играет распределение сульфатных групп и 
общая конфигурация молекулы, а также присутствие
примесей в молекуле полисахарида [25]. В то же время
антиокислительная активность лактоферрина в реакции
с радикалом ABTS•+ сохранялась и в комплексе 
c фукоиданом, что может объясняться отсутствием
значительных конформационных изменений 
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Рисунок 5. Изменение активированного частичного тромбопластинового времени (АЧТВ): А – под действием разных
концентраций фукоидана (Ф), Б – под действием разных концентраций лактоферрина (Л) отдельно и в комплексе 
с 0,05 мг/мл фукоидана (Ф-Л).



в структуре белка в комплексе с фукоиданом.
Поскольку наибольший вклад в реакции с ABTS•+

вносят тирозин, триптофан, цистеин [26], полученный
результат согласуется с данными об отсутствии
изменений во флуоресценции триптофана в молекуле
лактоферрина под действием фукоидана.

Антиоксидантное действие лактоферрина 
в реакции Фентона обусловлено прямым перехватом
гидроксильных радикалов так называемыми
“жертвенными аминокислотами”, такими как
гистидин, лизин, аргинин и др. [17, 27]. Это может
обуславливать быстрое повреждение молекул белка 
и в итоге менее выраженный, чем у фукоидана 
эффект в реакции Фентона, в том числе, и в комплексе
с фукоиданом.

Наши результаты позволяют предположить, 
что образование комплексов Ф-Л при массовом
соотношении 1:1 позволяет обеспечить 
конформацию для достижения детектируемых
эффектов. Конформационные изменения фукоидана
при связывании с лактоферрином подтверждаются
сдвигом пика, соответствующего сульфатным группам
(от 1220 см–1 до 1224 см–1) [2]. В работе [4] показано,
что отрицательно заряженные сульфатные группы
фукоидана реагируют с положительно заряженными
участками белковых молекул, например, с остатками
аргинина. Кроме того, авторы обосновывают участие
гидроксильных групп тирозина в образовании
водородных связей с акцепторами водородной связи 
в сульфатных группах фукоидана [4].

Возможность контролировать антикоагулянтную
активность фукоидана за счёт образования комплексов
с лактоферрином позволила бы расширить
применение фукоидан-содержащих препаратов 
при воспалении, например, при истончении слизистой
оболочки желудочно-кишечного тракта и риске
язвенных повреждений [28].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Растворимый полиэлектролитный комплекс
фукоидана с лактоферрином (Ф-Л), полученный 
при соотношении Ф:Л = 1:1 по массе при нейтральных
значениях pH, обладает большей антиокислительной
активностью в реакции Фентона по сравнению 
со свободным фукоиданом. В комплексе 
с лактоферрином снижается антикоагулянтное
действие фукоидана и его ингибирующая способность
в отношении люциферазы в модельной системе.
Полученные результаты позволяют рассматривать
образование комплекса фукоидана с лактоферрином
как путь к разработке средств доставки 
с контролируемой биологической активностью.
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FUNCTIONAL ACTIVITY FEATURES OF LACTOFERRIN-FUCOIDAN COMPLEXES 
IN MODEL SYSTEMS IN VITRO

D.V. Mosievich1,2, N.G. Balabushevich2, P.I. Mishin2, I.M. Le-Deygen2, L.Y. Filatova2, O.M. Panasenko1, 
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D.V. Grigorieva3, K.F. Pashkevich3, A.V. Sokolov1,4, E.V. Mikhalchik1*
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Fucoidan, an anionic polysaccharide from brown algae, demonstrates anticoagulant, antioxidant, 
anti-inflammatory, antitumor, and antiviral activities. It can form polyelectrolyte complexes with various proteins,
including the therapeutically important protein lactoferrin. The aim of this study was to investigate the physicochemical
and functional properties of a fucoidan-lactoferrin complex formed by mixing their solutions at physiological pH. 
The complex, detected using atomic force microscopy, had a negative charge and a hydrodynamic diameter of 382 nm.
Interaction with lactoferrin changed the IR spectrum of fucoidan in the absorption band in the range of 1220–1260 cm–1,
corresponding to vibrations of the sulfate group. It increased the total antioxidant activity of biopolymers 
in the Fenton reaction and reduced the anticoagulant activity of fucoidan, assessed by determining the activated 
partial thromboplastin time. Fucoidan reduced luciferase activity in a luciferin-luciferase model system, and complex
formation with lactoferrin attenuated the inhibitory capacity of fucoidan. These results demonstrate the possibility 
of targeted influence on the functional activity of biopolymers during complex formation and prospects for using
fucoidan and lactoferrin as a complex in the development of new drugs and drug delivery systems.

The whole English version is available at http://pbmc.ibmc.msk.ru.
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