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Глава 2

СТРУКТУРНАЯ ТРАНСФОРМАЦИЯ 
ГИАЛУРОНАНА

2.1. ХИМИЧЕСКАЯ МОДИФИКАЦИЯ 
ПОЛИСАХАРИДНОЙ МАКРОМОЛЕКУЛЫ

Гидрогели на основе нативной ГК не обладают жесткостью и фер-
ментативной устойчивостью, достаточными для их использования в ка-
честве замены мягких, хрящевых или костных тканей, то есть для при-
менения в различных областях реконструктивной медицины. Именно 
поэтому за многие годы были разработаны, и разрабатываются по сей 
день, различные условия для проведения реакций сшивания (так назы-
ваемый кросслинкинг) и конъюгации полисахаридных макромолекул. 
Конъюгация и сшивание основаны на одних и тех же химических реак-
циях. Отличие заключается только в том, что в первом случае соедине-
ние прививается на одну цепь полисахаридной макромолекулы, тогда 
как во втором — разные цепи связываются между собой двумя связями 
или более (рис. 2.1), при этом различают прямое сшивание и сшивание 
различных производных гиалуронана. Известны химические и физи-
ческие типы модификаций для создания гидрогелей с различной сте-
пенью вязкости и жесткости (в соединении с другими материалами) 
(Schante, 2011; Larrañeta et al., 2018; Chen Y. et al., 2016; Khunmanee 
et al., 2017; Feng et al., 2017; Freudenberg et al., 2016; Хабаров, 2016). Хи-
мические методы на данное время преобладают, поскольку позволяют 
создавать более стабильные к ферментативной деградации структуры.

2.1.1. Химическая конъюгация
В модификации гиалуронана могут быть задействованы четыре хи-

мически активных центра полисахаридной макромолекулы — ацета-
мидные, карбоксильные, гидроксильные группы и восстановленные 
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концевые группы, доступные для взаимодействия с различными реа-
гентами.

Первоначально рассмотрим химическую модификацию карбок-
сильных групп, так как известно, что карбоксильные группы полиса-
харида являются сайтами распознавания для рецепторов гиалуронана 
и гиалуронидазы, поэтому химическая модификация по данным груп-
пам меняет биологическое поведение биополимера в организме (Oh 
et al., 2010; Banerji et al., 2007).

А. Реакции амидирования
Реакция амидирования широко применяется для введения амино-

групп в макромолекулу гиалуронана. Амидирование в воде с помощью 
карбодиимидов является одним из наиболее широко используемых 
методов модификации ГК, применяемых преимущественно благо-
даря растворимости в воде карбодиимида (КДИ) — 1-этил-3-(3-ди-
метиламинопропил)карбодиимида. В работе (Danishefsky, Siskovic, 
1971) впервые была проведена реакция трансформации карбоксиль-
ных групп полисахаридов, включая гиалуронан, в амидные. Механизм 
данной реакции был подробно изучен Nakajima и Ikada (1995). Первой 
стадией реакции является активация карбоксильных групп с помо-
щью КДИ, которая приводит к образованию интермедиата О-ацил-

Рис. 2.1. Схема модификаций гиалуроновой кислоты: а — химическая конъюга-
ция; б — химическое сшивание
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изомочевины. Вторая стадия — нуклеофильная атака амином акти-
вированной ГК, что ведет к образованию амидной связи (рис. 2.2). 
Степень модификации полимера составляла 38,6%. Данная реакция 
очень сильно зависит от значений рН среды, которые на разных стади-
ях должны отличаться. Так, активацию гиалуронана с помощью КДИ 
лучше проводить в кислой среде (рН = 3,5–4,5), а вторую стадию с об-
разованием амида — в щелочной, в условиях депротонирования амина. 
В щелочной среде КДИ быстро гидролизуется, и амидирование не про-
исходит.

Замена диаминов на дигидразиды, которые имеют более низкие зна-
чения рКа = 2–3, дает возможность получить более высокие значения 
степени модификации продукта — до 56% (Pouyani, Prestwich, 1994; Oh 
et al., 2008; Kim et al., 2008). При добавлении большого избытка диги-
дразида адипиновой кислоты (ДАП) наблюдается функционализация 
гиалуронана по карбоксильным группам с образованием дигидразид-
ных связей (рис. 2.3). Конъюгат ГК–ДАП способен образовывать гид-
разоновые связи с кетонами и альдегидами, а также ацилгидразиды с 
ацилирующими агентами, что позволяет его использовать при дальней-
шем сшивании или получении конъюгированных лекарственных сое-
динений либо полипептидов, например, конъюгат ГК–Таксол♠ — пер-
спективный препарат для лечения онкологических заболеваний (Luo 
et al., 2000).

Рис. 2.2. Модификация гиалуронана диамином в присутствии карбодиимида

Рис. 2.3. Модификация гиалуронана дигидразидом в присутствии карбодиимида
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В целях предотвращения образования побочного продукта N-ацил -
мочевины в работе (Bulpitt, Aeschlimann, 1999) использовали 
N-гидроксисукцинимид (NHS) или 1-гидроксибензотриазол (HOBt) 
в присутствии КДИ, которые образуют более устойчивые к гидроли-
зу интермедиаты. NHS или HOBt реагирует с O-ацил-изомочевиной, 
далее активированная ГК подвергается нуклеофильной атаке амином 
(рис. 2.4). Использование HOBt при этом приводит к более высоким 
степеням модификации по сравнению с NHS.

Исследования, посвященные взаимодействию гиалуронана с фар -
ма кологически значимыми ароматическими аминокислотами: 
5-аминосалициловой, 4-аминосалициловой, антраниловой и п-амино-
бензойной кислотами в водной среде в присутствии КДИ — представ-
лены в работах Понеделькиной и соавт. (2008), Понеделькиной и Оди-
нокова (2009). Получены модифицированные гликаны, содержащие 
9–43% акриламидных и 10–33% изоуреидокарбонильных групп, в за-
висимости от природы аминокислоты. С помощью боргидридного вос-
становления изоуреидокарбонильные группы конвертированы в гид-
роксиметильные.

С помощью реакции амидирования КДИ к гиалуронану были при-
виты гексаметилендиамин, цистамин (Oh et al., 2010; Oh et al., 2008) 
и N-гидроксисукцинимид (Hyung et al., 2008) (рис. 2.5). Получены конъ-
югаты ГК с тирамином (Lee et al., 2009) и допамином (Lee et al., 2008).

Помимо КДИ, активирующим карбоксильные группы ГК реаген-
том является иодид 2-хлор-1-метилпиридиния (ХМП) (Magnani et al., 
2000). Реакция модификации проводится в безводном диметилформа-
миде в целях минимизации гидролиза ХМП. Натриевую соль гиалуро-
нана сначала переводят в соль тетрабутиламмония, чтобы обеспечить 
ее солюбилизацию в органическом растворителе. ХМП реагирует с 

Рис. 2.4. Модификация гиалуронана диамином в присутствии карбодиимида, 
NHS и HOBt
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карбоксильными группами гиалуронана, образуя промежуточное со-
единение пиридиния с высвобождением хлорид-ионов, которые ней-
трализуются тетрабутиламмонием. Затем нуклеофильный диамин ре-
агирует с образованием амидных связей. Триэтиламин нейтрализует 
высвобождаемый иодид. Недостатком этого метода является необходи-
мость использования органического растворителя, который требует бо-
лее длительного процесса очистки и дополнительной стадии получения 
соли ГК–ТВА. Однако такой метод очень эффективен, поскольку рас-
ходуется небольшое количество реагентов по сравнению с описанными 
выше методами модификации в присутствии КДИ.

Амидирование гиалуронана с использованием другого активирую-
щего агента — 2-хлордиметокси-1,3,5-триазина (ХДМТ) описано в ра-
боте Bergman et al. (2007). Для оптимальной солюбилизации реагентов 
реакцию проводят в смешанном растворителе вода–ацетонитрил (3:2). 
ХДМТ реагирует с карбоксильными группами. Далее к раствору сме-
си добавляют N-метилморфолиний для нейтрализации хлорид-ионов, 
а ГК реагирует с амином с образованием амидной связи (рис. 2.6).
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Рис. 2.6. Модификация диамином в присутствии 2-хлордиметокси-1,3,5-триа-
зина и N-метилморфолиния

Амидирование ГК в присутствии 1,1’-карбонилдиимидазола в ка-
честве активирующего агента карбоксильных групп проводят в ДМСО, 
используя соль ГК–TBA. Карбонилдиимидазол взаимодействует с ги-
алуронаном с образованием высокоактивного промежуточного соеди-
нения, которое, в свою очередь, реагирует с диамином с образованием 
амидной связи (рис. 2.7). Реакция образования промежуточного соеди-
нения имидазола занимает 12 ч, а реакция амидирования — 48 ч. Одна-
ко преимуществом данной реакции является нетоксичность побочных 
продуктов (CO2 и имидазол).
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Рис. 2.7. Модификация диамином в присутствии 1,1’-карбонилдиимидазола

Б. Реакция этерификации (образование сложных эфиров)
Запатентована реакция этерификации карбоксильных групп пу-

тем алкилирования алкилгалогенидами (рис. 2.8), включая бромиды 
и иодиды (Della Valle, Romeo, 2008). Процесс протекает в течение 12 ч 
при 30 °С.

ГК O TBA

O

ГК
Br

O

O

Рис. 2.8. Конъюгат гиалуронана с алкилбромидом

Этерификация ГК в присутствии диазометана проводилась в орга-
ническом растворителе ДМСО с использованием соли ГК-TBA (Jean-
loz, Forchielli, 1950). В работе (Hirano et al., 2005) описано получение 
метилового эфира гиалуронана при использовании триметилсилилдиа-
зометана как агента, активирующего карбоксильные группы (рис. 2.9).
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Рис. 2.9. Конъюгат гиалуронана с триметилсилилдиазометаном

Как следует из данных работ (Bencherif et al., 2008), взаимодействие 
с глицедилметакрилатом приводит к образованию метакрилированной 
ГК. Реакция проводится в воде в присутствии избытка триэтиламина 
в качестве катализатора (рис. 2.10). Предполагается, что реакция про-
текает в основном по карбоксильным группам, а вторичная трансэте-
рификация гидроксильных групп обратима.
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Рис. 2.10. Модификация с образованием конъюгата глицедилметакрилата гиа-
луроновой кислоты

В. Реакции с участием гидроксильных групп
Разработан метод сульфатирования гидроксильных групп гиалуро-

нана при использовании этиленсульфида (тиирана) (Serban et al., 2008). 
Кольцо этиленсульфида раскрывается за счет нуклеофильной атаки ги-
дроксильных групп (рис. 2.11) под действием дитиотреитола. Реакция 
проводится сначала в течение 12 ч при рН = 10, затем после добавления 
дитиотреитола 24 ч при рН = 8,5. Показано, что привитые тиольные 
группы, неспособные к дальнейшей сшивке, играют роль радикального 
акцептора, который защищает клетки от радикалов кислорода.

ГК

OH

S
ГК

O
SH

Рис. 2.11. Модификация гиалуронана этиленсульфидом

Описан способ прививки активированного ацилхлоридом карбок-
силатного соединения на гидроксильные группы (Pravata et al., 2008) 
с образованием сложноэфирных связей (рис. 2.12). Карбоксильные 
группы ГК сначала активировали хлорацилированием тионилхлоридом 
и подвергали взаимодействию при комнатной температуре в органи-
ческом растворителе. В своем исследовании авторы использовали этот 
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метод для прививки олигомеров полимолочной кислоты. Когда реак-
цию проводили в органическом растворителе ДМСО, ГК предвари-
тельно превращали в соль цетилтриметиламмонийбромида.
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CI R
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Рис. 2.12. Модификация гиалуронана ацилхлоридом

Бромацетат ГК со степенью модификации 18% синтезирован в вод-
ном растворе с использованием избытка бромуксусного ангидрида 
(Serban, Prestwich, 2007). Реакция происходит по более реакционно -
способным первичным 6-гидроксигруппам остатков N-ацетил-
глюкозамина.

ГК с тиол-активными группами может быть получена (рис. 2.13) 
конъюгацией с цистамином и последующим восстановлением дитио-
треитолом (Lee et al., 2016) или конъюгацией с 3-(2-пиридилдитио)
пропионилгидразидом или иодацетамидом (Burdick et al., 2005).
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Рис. 2.13. Конъюгаты гиалуронана: а — с 3-(2-пиридилдитио)пропионилгидра-
зидом; б — цистамином с последующим восстановлением дитиотреитолом; в — 

иодацетамидом

Синтез модифицированной ГК с использованием цианогенбромида 
для активации гидроксильных групп описан в работах Mlčochová et al. 
(2006), Chytil, Pekař (2009). При этом образуется активированный циа-
натный эфир, который реагирует с амином с образованием в основном 
N-замещенных карбаматных связей и вторичного продукта изомоче-

б

а

в
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вины гиалуронана (рис. 2.14). Преимуществом этой реакции является 
использование водной среды. Высокие степени модификации (до 80%) 
достигаются за счет введения лишь небольшого избытка реагентов в те-
чение всего 1 ч. Однако для проведения реакции требуется высокое 
значение рН среды (до 10), что приводит к уменьшению молекулярной 
массы гиалуронана.
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Рис. 2.14. Модификация гиалуронана цианогенбромидом

Полученное производное подвергалось реакции с аминоэтилмета-
крилатом, аминопропилметакриламидом (Oh et al., 2008) или винил-
сульфоном (Hiemstra et al., 2007) при использовании гексафторфос-
фата бензотриазол-1-илокси-трис(диметиламино)фосфония в ДМСО 
(рис. 2.15).
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Рис. 2.15. Конъюгаты гиалуронана и аминоэтилметакрилата (а), аминопропил-
метакриламида (б), винилсульфона (в)

Этерификация ГК метакриловым ангидридом (рис. 2.16) описана 
в работах Hahn et al. (2007), Burdick et al. (2005). Процесс ведется в ледя-
ной воде в течение 12 ч при рН = 8–10.
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Рис. 2.16. Модификация гиалуронана метакриловым ангидридом
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Запатентована реакция модификации гиалуронана с использовани-
ем октенил-янтарного ангидрида, которая протекает в щелочной сре-
де (рН = 9) (Toemmeraas, Eenschooten, 2007). Гидроксильные группы 
в структуре ГК реагируют с ангидридом с образованием сложноэфир-
ных связей (рис. 2.17). Авторы работы (Eenschooten et al., 2010) оптими-
зировали параметры реакции, получив продукт со степенью модифика-
ции 43%, используя 50-кратный избыток ангидрида.
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Рис. 2.17. Модификация октенил-янтарным ангидридом

В работе Mlbochov et al. (2007) получены растворимые в воде про-
дукты модификации полисахарида 2-алкилоксиметилоксираном в ще-
лочной среде (рис. 2.18).
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Рис. 2.18. Модификация гиалуронана 2-алкилоксиметилоксираном

Модификация макромолекул периодатом натрия (рис. 2.19) приво-
дит к окислению вицинальных гидроксильных групп гиалуронана до 
альдегидных с раскрытием сахаридного кольца (Вильданова и др., 2016; 
Vil’Danova et al., 2014; Ossipov, Piskounova, 2008; Yeo et al., 2006). По-
казано существенное уменьшение молекулярной массы биополимера 
в зависимости от времени проведения реакции.
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Рис. 2.19. Модификация полисахарида периодатом натрия



38 Глава 2. Структурная трансформация гиалуронана

Данный метод был использован для прививки пептидов (рис. 2.20) 
на альдегидные группы (Glass et al., 1996) или для сшивания с гидрази-
дом с образованием носителя для бупивакаина.
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Рис. 2.20. Прививка пептида к гиалуронану

Г. Реакции с участием ацетамидных групп
Деацетилирование ацетамидных групп ведет к восстановлению 

аминогрупп, которые далее способны взаимодействовать с кисло-
той, используя описанные выше методы амидирования. Crescenzi 
et al. (2002), Bulpitt, Aeschlimann (1999) в своих работах использовали 
более мягкие условия реакции, однако деградация цепи посредством 
β-элиминирования глюкуроновой части также имела место. Деацети-
лирование N-ацетамидных групп гиалуронана приводит к восстанов-
лению аминогрупп, которые могут реагировать с кислотами при ис-
пользовании методик амидации (рис. 2.21). Обычно деацетилирование 
проводят при взаимодействии с гидразинсульфатом в течение 5 сут 
при 55 °С (Collins, Birkinshaw, 2013). На основе деацетилированных 
производных ГК проводят ее дальнейшее сшивание различными реа-
гентами.

Исследована возможность получения конъюгатов на основе деа-
цетилированной ГК и 5-фторурацила (5-ФУ) (Wada, Chirachanchai, 
1994). К раствору 5-ФУ в диметилформамиде добавляли NaOH, за-
тем этиленкарбонат. Синтезированный продукт, 1-(2-гидроксиэтил)-
5-фторурацил, растворяли в тетрагидрофуране и обрабатывали N, 
N’-карбонилдимидазолом. Полученный 2-(5-фторурацил-1-ил)этил-
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О-имидазолид подвергали взаимодействию с деацетилированной кис-
лотой в диметилформамиде при 40 °С в течение 3 дней. Содержание 
5-ФУ составило порядка 14%.

2.1.2. Химическое сшивание
Наличие свободных гидроксильных групп в строении ГК обеспе-

чивает возможность структурного преобразования сахаридного ос-
нования, что позволяет проводить реакцию сшивания, например, с 
помощью бифункциональных реагентов, взаимодействующих одно-
временно с двумя функциональными группами, принадлежащими со-
седним макромолекулам. К бифункциональным реагентам относят 
химические соединения, содержащие две, обычно одинаковые, про-
странственно разделенные реакционноспособные группировки. Би-
функциональные реагенты широко используются для ковалентного 
сшивания пространственно сближенных участков полисахаридной ма-
кромолекулы. Полученные подобным образом сшитые гиалуроновые 
гидрогели приобретают ряд ценных свойств, что позволяет существен-
но расширить область их медицинского применения.

В водном растворе ГК образует гелеобразные структуры в результате 
межмолекулярного взаимодействия линейных макромолекул. В кол-
лоидной химии гели определяются как структурированные системы 
с жидкой дисперсионной средой, которые проявляют механические 
свойства, в большей или меньшей степени подобные свойствам твер-
дых тел. Частицы дисперсной фазы, соединенные между собой в про-
странственную сетку, которая содержит в своих ячейках дисперси-
онную среду (воду в случае гидрогелей), лишают систему текучести. 
Вполне очевидно, что свойства гидрогелей по большей части зависят от 
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Рис. 2.21. Модификация гиалуронана гидразином через стадию образования 
деацетилированного производного
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прочности связей и степени ретикуляции в перекрестно сшитой струк-
туре. Поперечные сшивки в биополимерах разделяют на физические, 
образованные в результате электростатического взаимодействия или 
водородных связей, и химические (ковалентные связи). В физических 
гелях при нагревании происходит разрушение узлов сетки, и это приво-
дит к уменьшению модуля сдвига. Химически сшитые гели значитель-
но более устойчивы к нагреванию, но при высоких температурах про-
исходит полное необратимое разрушение химической структуры геля. 
Уровень перекрестного сшивания определяется средней молекулярной 
массой полимерной цепи, расположенной между сшивками. Плотность 
поперечных сшивок напрямую влияет на фундаментальные свойства 
гидрогелей, такие как степень набухания, механическая прочность 
и эластичность, проницаемость, диффузионные характеристики (Ха-
баров и др., 2012). Гидрогели, образованные гиалуронаном в результате 
поперечного сшивания, являются амфифильными полимерными суб-
стратами, которые способны набухать в воде и формировать нераство-
римую объемную сеть. Сетка полимера остается в равновесии с водным 
окружением, при этом наблюдается баланс эластичных сил поперечно 
сшитых полимеров с осмотическими силами раствора. Химический со-
став и молекулярная масса отрезка макромолекулы между двумя сшив-
ками определяют плотность поперечных сшивок, которая, в свою оче-
редь, влияет на набухание и величину пор геля. Кроме того, именно 
перекрестное сшивание характеризует гидрогель как псевдотвердое ве-
щество, а не раствор, и придает ему вязкоэластичные свойства. Приро-
да поперечных сшивок влияет на формирование гидрогеля, его форму, 
размер и деградацию. Для биомедицинского применения гидрогелей 
необходим контроль образования поперечных сшивок. Большинство 
методов получения гиалуронана с поперечными связями относится 
к одной из двух схем: одностадийный процесс с бифункциональным 
реагентом, образующим поперечные мостики, либо двухстадийный 
процесс, при котором вначале синтезируются высокореакционноспо-
собные производные ГК, которые в последующей реакции приводят к 
образованию поперечных связей между макромолекулярными цепями.

Первыми провели сшивание гиалуронана Laurent, Hellsing и Gelotte 
в 1964 г. (Laurent et al., 1964). Они использовали 1,2,3,4-диметоксибу-
тан в качестве сшивающего агента и проводили реакцию в щелочных 
условиях при рН = 13–14 (0,2 М NaOH и 0,1% боргидрида натрия) при 
температуре 50 °С в течение 2 ч. Malson и Lindqvist запатентовали сши-
вание ГК с использованием бутандиолдиглицидилового эфира (БДДЭ) 
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в 0,25 М растворе NaOH (Malson, Lindqvist, 1986). Позже Piron улучшил 
данную методику, смешав БДДЭ и 0,25 М раствор NaOH перед реак-
цией для получения более однородного гидрогеля (Piron, Tholin, 2002). 
Данная реакция протекает с раскрытием эпоксидного кольца и обра-
зованием эфирных связей по гидроксильным группам полисахарида 
(рис. 2.22).
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Рис. 2.22. Сшивание бутандиолдиглицидиловым эфиром в щелочной среде

Для получения сшитых гелей использовали бисэпоксиды — диглици-
диловый эфир этиленгликоля и полиглицидиловый эфир полиглицери-
на (Yui et al., 1993). Диглицидиловые эфиры алкандиолов являются ма-
лотоксичными сшивающими агентами. При высоких значениях pH >13 
гидроксильные группы почти все депротонированы и, следовательно, 
более нуклеофильны, чем депротонированные карбоксильные группы 
полисахарида. Именно поэтому эпоксиды предпочтительно взаимодей-
ствуют с гидроксильными группами с образованием эфирных связей. 
Однако при значениях рН ниже значения pKa гидроксильных групп 
меньшее количество ОН-групп депротонировано и анионные карбо-
ксильные группы являются доминантными, что способствует образова-
нию сложноэфирных связей. Сшивание гиалуронана с использованием 
БДДЭ в кислых условиях (pH = 2,0–4,5) представлено на рис. 2.23.
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Рис. 2.23. Сшивание бутандиолдиглицидиловым эфиром в кислой среде

ГК химически сшивали с диглицидиловым эфиром ПЭГ, диэпокси-
соединением, в результате чего были получены пленки с низким содер-
жанием воды, медленно разлагающиеся при контакте с водой (Tomiha-
ta, Ikada, 1997). Реакцию сшивания проводили в кислых и нейт ральных 
условиях, поскольку эпоксидная группа легко гидролизуется в ще-
лочной среде. Обнаружено, что самое низкое содержание воды соста-
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вило 60 масс.% при набухании в физиологическом растворе (37 °С). 
Tomihata и Ikada (1997) наблюдали образование эфирных и неэфирных 
связей даже тогда, когда сшивание проводилось в слабокислых услови-
ях. Вероятно, это связано со значениями рН (4,7; 6,1 и 8), при которых 
депротонируется большее количество гидроксильных групп, чем при 
значениях рН ниже 4,5.

Сегодня в промышленности БДДЭ чаще всего используется для по-
лучения большинства сшитых гиалуронановых гидрогелей. Помимо 
простоты синтеза таких гидрогелей, продукты их деградации не про-
являли цитотоксичности, а эпоксидные соединения гидролизуются до 
простых диолов (Nishi et al., 1995).

Zhao (2000) запатентовал метод двойного сшивания, основанный на 
последовательных реакциях эпоксидов сначала в щелочных условиях 
(pH = 10), затем в кислой среде (рН = 4). В качестве эпоксидов он ис-
пользовал эпихлоргидрин и 1,2,7,8-диэпоксиоктан.

Получен композитный материал на основе гиалуронана и агаро-
зы при применении эпихлоргидрина в качестве сшивающего агента 
(Zhang et al., 2012). Показано, что введение ГК в гидрогель агарозы зна-
чительно увеличивает размер ячеек, степень набухания и термическую 
стабильность гидрогеля. Сшитый композитный гидрогель проявлял 
низкую цитотоксичность in vitro и умеренный воспалительный ответ in 
vivo. Авторы установили, что чем больше гиалуронана в композитном 
гидрогеле, тем больше его скорость деградации. Таким образом, варьи-
рование соотношения «агароза–гиалуронан» позволяет регулировать 
скорость деградации гидрогеля.

Kim et al. (2012) в своей работе использовали диглицедиловый эфир 
этиленгликоля для создания гидрогеля на основе гиалуронана и колла-
гена для тканевой регенерации.

Сшивание ГК дивинилсульфоном (ДВС) было запатентовано Balazs 
и Leshchiner (Balazs et al., 2012). Реакция проводилась при высоких значе-
ниях pH >13 (0,2 М NaOH) с образованием сульфонил-бис-этильных свя-
зей между гидроксильными группами полисахарида (рис. 2.24). Данный 
способ сшивания имеет преимущество, поскольку реакция протекает 
при комнатной температуре, что ограничивает деградацию биополимера.
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Рис. 2.24. Реакция сшивания гиалуроновой кислоты дивинилсульфоном
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Было установлено, что реакция начинается через 5–10 мин после 
добавления ДВС и заканчивается через 1 ч. Обнаружено, что присут-
ствие солей, таких как NaCl в реакционной среде, увеличивает степень 
сшивания. Исследования других авторов подтвердили эффективность 
метода сшивания с помощью ДВС (Collins, Birkinshaw, 2007). Eun et al. 
(2008) показали, что сшитые гели ГК–ДВС деградировали быстрее, чем 
гидрогели ГК–АДГ. Несмотря на то что ДВС обладает высокой реакци-
онной способностью и токсичностью, гидрогели ГК–ДВС проявляли 
биосовместимость, что было подтверждено гистологическим анализом. 
При использовании ДВС получены также микропористые гидрогели на 
основе химически стабилизированной ГК и производных целлюлозы, 
гидроксиэтилцеллюлозы и карбоксиметилцеллюлозы (КМЦ) (Sannino 
et al., 2004). Авторами показано значительное увеличение сорбционной 
способности такого композитного геля.

В патентах (Balazs et al., 2012) сообщается о методе сшивания поли-
сахарида, основанном на реакции с альдегидами. Реакция формальде-
гида и гиалуронана при нейтральном рН затрагивает гидроксилы поли-
сахарида, амино- и иминогруппы протеина.

Несколько авторов использовали глутаровый альдегид (ГА) для 
сшивания гиалуронана (Tomihata, Ikada, 1997). Реакцию сшивания ГА 
необходимо инициировать в кислой среде (рН = 2), чтобы активиро-
вать альдегид. Методом ИК-спектроскопии показано образование по-
луацетальных связей между гидроксильными группами полисахарида 
(рис. 2.25). Авторы отмечают, что реакцию можно проводить в среде 
«ацетон–вода», но не в среде «этанол–вода», что указывает на ингибиро-
вание реакции сшивания, вызванной побочной реакцией с гидроксиль-
ными группами этанола. Обнаружено, что при использовании ГА обра-
зуются продукты с большим количеством поперечных связей (Tomihata, 
Ikada, 1997), чем в случае применения карбодиимидных реакций. Попе-
речное сшивание ГА использовали в целях получения материалов с вы-
сокой устойчивостью к расщеплению. Такие материалы представляют 
собой вариант гиалуронана с поперечными мостиками, которые в то же 
время являются более вязкими и эластичными, чем нативная ГК.
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Рис. 2.25. Сшивание глутаровым альдегидом
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Получены пленки на основе гиалуронана и итаконовой кислоты, 
сшитые ГА (Calles et al., 2016). Введение итаконовой кислоты увеличи-
вает адгезию пленок, уменьшает их набухание в воде, в то же время по-
лученный материал отличается хрупкостью.

Гидрогели на основе сукцината хитозана и диальдегида гиалуронана 
получены Tan et al. (2009). Возможность использования композитного 
гидрогеля в качестве инъецируемого каркаса была установлена путем ин-
капсулирования бычьих суставных хондроцитов в композитную гидроге-
левую матрицу in vitro. Показано, что клетки сохраняют хондроцитарную 
морфологию, а структура гидрогеля поддерживает их выживаемость.

Kuo et al. (1991) предложили использовать КДИ не как активато-
ры карбоксильных групп, а как реагенты. Бис-КДИ использовали для 
сшивания и образования стабильных бис-(N-ацилмочевины) сшитых 
гелей (рис. 2.26).
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Рис. 2.26. Сшивание гиалуронана бис-карбодиимидом

Были успешными попытки применения КДИ для реакции между кар-
боксильными группами полисахарида и аминами бифункциональных 
кросслинкеров. Bulpitt и Aeschlimann (1999) в своей работе использовали 
реакцию КДИ и 1-гидроксибензотриазола для образования связи между 
активированными аминами (pKa <8,0; например, дигидразид) и карбок-
сильными группами ГК. Для образования связи между ГК и простыми 
первичными аминами (pKa >9,0; например, дигидрохлорид 1,4-диами-
нобутана) использовался КДИ и N-гидроксисульфосукцинимид.

Предложена химическая модификация гиалуронана дигидрази-
дом с помощью КДИ (рис. 2.27). Реакция протекает в водной среде 
в мягких условиях (комнатная температура, рН = 4,75), что позволяет 
уменьшить деградацию природного полимера. Адипиновый дигидра-
зид использовали как бифункциональный реагент в реакциях нуклео-
фильного замещения и для последующего проведения поперечной 
сшивки (Pouyani, Prestwich, 1994).

Модифицированную ГК растворяли в буфере и добавляли гомо -
бифункциональные кросслинкеры (рис. 2.28, 2.29). Они взаимо-
действуют с гидразид-модифицированной при рН >5 и аминомодифи-
цированной кислотой при рН >8. Гелеобразование наблюдалось в тече-
ние 30–90 с (Hahn et al., 2007).
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Рис. 2.28. Сшивание производных гиалуронана, модифицированных дигидра-
зидами, при помощи гомобифункциональных кросслинкеров (X-линкер)

Получены поливалентные гидразид-сшитые гидрогели гиалуронана 
на основе синтезированных ди-, три-, тетра-, пента-, гекса- и полиги-
дразидов. Обнаружено, что при использовании HCl в качестве иници-
атора реакции гели образуются очень быстро (20–40 с), но затвердева-
ют за 5–30 мин. Гидрогели остаются устойчивыми в кислых средах, но 
постепенно разрушаются при рН >7,0. Обнаружено, что гидрофобные 
сшивающие агенты дают наиболее устойчивые гелиевые структуры 
(Vercruysse et al., 1997).

Гидрогелевая пленка на основе ГК, модифицированной адипино-
вым дигидразидом, сшитой гомобифункциональным реагентом поли-
этиленгликоль-пропиональдиальдегидом, представлена в работе Luo 
и Kirker (2000). Высушенная пленка увеличивается в объеме в 7 раз при 
набухании в буфере, достигая равновесного значения набухания ме-
нее чем за 100 с. Разработанные пленочные материалы предлагается 
использовать для контролируемого высвобождения терапевтических 
агентов на раневых участках.

Смешение растворов диальдегида гиалуронана и конъюгата (гидра-
зид + дексаметазон) приводит к формированию сшитого гидрогеля 
в течение 1 мин. Показано значительное уменьшение объема геля на 

Рис. 2.27. Сшивание гиалуронана дигидразидами [(EDC — 1-этил-3-(3-диметил
аминопропилкарбодиимид)]: n = 1 — янтарный дигидразид, n = 2 — адипиновый 

дигидразид, n = 3 — субер-дигидразид
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5-й день после его получения, при этом дексаметазон высвобождал-
ся из геля при относительно постоянной скорости в течение первых 
3 дней. Полученные гели показали биосовместимость при подкожной 
инъекции (Ito et al., 2007). Сшитые материалы на основе диальдегида 
и гидразида ГК использовали в качестве носителей для доставки ане-
стетика бупивакаина. Показано удвоение продолжительности сенсор-
ной нервной блокады при отсутствии увеличения миотоксичности при 
применении разработанных гелей по сравнению с раствором бупивака-
ина (Jia et al., 2004).

Рис. 2.29. Гомобифункциональные сшивающие агенты: а — бис-сульфо-
сукцинимидилсуберат (BS3); б — 3,3’-дитиобис-сульфосукцинимидилпропи-
онат (DTSSP); в — этиленгликольбис-сульфосукцинимидилсукцинат (sulfo-

EGS); г — дигидрохлориддиметилсуберимидат (DMS)
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Схема формирования микрогелей на основе ГК, модифициро-
ванной дигидразидными, альдегидными группами методом обратной 
эмульсии, представлена на рис. 2.30. Такие микрогели более устойчивы 
к энзимной деградации, практически не токсичны, в отличие от гелей 
на основе ГК с дигидразидными группами и диальдегида ПЭГ (Jia et al., 
2004).
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Рис. 2.30. Схема формирования микрогелей, модифицированных адипиновым 
дигидразидом

Создан новый класс гидрогелевых материалов, содержащих гидро-
гелевые частицы гиалуронана, ковалентно связанные со вторичной 
сетью (Jha et al., 2009). Гидрогелевые частицы синтезировали методом 
мицеллярной полимеризации. ГК предварительно модифицировали 
окислением периодатом натрия, которое приводило не только к по-
явлению альдегидных групп, но и к уменьшению среднего размера ча-
стиц. Альдегидные группы использовались в качестве активных групп 
для дальнейшего сшивания с производными гиалуронана, содержащи-
ми гидразидные группы. В результате полученные макроскопические 
гидрогели содержали две сети: одну — без индивидуальных частиц, 
другую — со вставленными отдельными частицами (рис. 2.31). Первый 
гель получен путем прямого смешивания производных гиалуронана. 
Основная сеть находится между прочно сшитыми частицами полиса-
харида, а вторичная сеть формируется на поверхности гелевых частиц 
(Jha et al., 2009).

Методом обратной эмульсии на основе ГК, содержащей дигидра-
зидные и альдегидные группы, получены биосовместимые микрогели 
(Jia et al., 2006). Новые биосовместимые нетоксичные дермальные фил-
леры получены на основе гидрогелей гиалуронана и гексаметилендиа-
мина (Yeom et al., 2010), в результате чего образуются амидные связи 
(рис. 2.32).
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Рис. 2.32. Сшивание гиалуронана и гексаметилендиамина после активации 
1-этил-3-(3-(диметиламино)пропил)карбодиимидом и 1-гидроксибензотриазо-

ла моногидратом

Использование хлор-1-метилпиридиния иодида в карбодиимидной 
реакции для сшивания полисахарида приведено в работе Magnani et al. 
(2000). Сначала хлор-1-метилпиридиния иодид реагирует с карбок-
сильными группами гиалуронана, образуя промежуточное соединение 

Рис. 2.31. Схема дважды сшитых гелей с (1) внутренней и (2) внешней сшивкой
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пиридиния с высвобождением хлорид-иона, который нейтрализуется 
тетрабутиламмонием. Затем нуклеофильный диамин атакует активи-
рованную ГК с образованием амидной связи (рис. 2.33). Триэтиламин 
нейтрализует высвобождаемые иодид-ионы. Недостатком этого метода 
является необходимость использования органического растворителя. 
Показано, что степень сшивания близка к теоретическому значению, 
это указывает на практически полное использование реактива. Данный 
метод очень эффективен, поскольку для его реализации необходимо 
небольшое количество реагентов.
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Рис. 2.33. Сшивание гиалуронана, активированного хлор-1-метилпиридиния 
иодидом, с помощью диаминов

Если в реакционную смесь с хлор-1-метилпиридиния иодидом 
в карбодиимидной реакции не добавлять амин, то происходит этери-
фикация гидроксильных групп. Активированная таким образом ГК ре-
агирует со своими гидроксильными группами, образуя сшивку между 
цепями через сложноэфирную группу (рис. 2.34). Такие гели называ-
ются автосшитыми гелями. Реакция проводится в растворителе ДМСО. 
Однако эта реакция протекает не так быстро, как амидирование, по-
скольку гидроксильные группы являются менее нуклеофильными, чем 
аминогруппы. Активированные карбоксильные группы могут взаимо-
действовать с неактивированными карбоксильными группами, но по-
лученный неустойчивый ангидрид затем реагирует с гидроксильными 
группами с образованием также сложноэфирной связи. Уникальная 
особенность автосшивки по сравнению с другими методами сшивания 
заключается в том, что между сшитыми цепями полисахарида нет ино-
родных мостиков. Таким образом, во время их деградации в организме 
высвобождаются только продукты распада гиалуронана.

В работе Young et al. (2004) показано, что сшитые гидрогели этого 
типа более жесткие и устойчивые к ферментативной деградации in vitro 
по сравнению с гидрогелями, полученными при использовании КДИ.
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В работах Schante et al. (2011), Crescenzi et al. (2003) в качестве сши-
вающего агента для образования диамидных связей между полисаха-
ридными цепями используется диамин. Реакцию проводят в водных 
растворах при pH = 3 в присутствии формальдегида, циклогексилизо-
цианида. Прежде всего, диамин конденсируется с формальдегидом с 
образованием протонированного диимина, который далее реагирует с 
циклогексилизоцианидом. Затем карбоксильные группы ГК взаимо-
действуют с активированным цианидным промежуточным соединени-
ем с образованием амидной связи (рис. 2.35). Однако использование 
формальдегида, который, как известно, является канцерогеном, требу-
ет особого обращения.

Рис. 2.34. Сшивание гиалуронана, активированного хлор-1-метилпиридиния 
иодидом, с нативным полисахаридом
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Рис. 2.35. Сшивание гиалуронана с использованием реакции конденсации

Исследованы реакции сшивания гиалуронана алкилированием с 
применением тозилатной активации (Huin-Amargier et al., 2006). Ре-
акция протекает с образованием сложного эфира с использованием 
тетраэтиленгликоля, функционализированного двумя тозилатными 
группами (рис. 2.36). Реакцию проводят в ДМСО и соли тетрабутилам-
монийной ГК.
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Рис. 2.36. Реакция сшивания с использованием метода тозилатной активации

Дисульфид-сшитые гидрогели получены из тиол-модифицирован-
ной ГК. Сначала синтезировали дитиобис-пропановый дигидразид 
и дитиобис-масляный дигидразид и связывали с гиалуронаном по-
средством реакции с КДИ (Shu et al., 2002). Затем дисульфидные связи 
образованного гидрогеля редуцировались дитиотреитолом, давая соот-
ветствующие тиол-модифицированные производные (рис. 2.37).
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Рис. 2.37. Получение тиол-модифицированной гиалуроновой кислоты (DTT — 
дитиотреитол)

Гидрогели формировались в мягких условиях окислением на воздухе 
тиольных групп до дисульфидных (рис. 2.38). Данный тип реакции 
интересен тем, что не требует введения синтетических кросслинкеров.

O

NH2 ГК

O

NH SH

O

NHГК

O

NH S

O2 воздуха

O

NH ГК

O

NHS

Рис. 2.38. Сшивание тиол-модифицированной гиалуроновой кислоты
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В работе (Shu et al., 2002) сообщается о получении сшитых гидроге-
лей тиол-модифицированной ГК и диакрилата ПЭГ (рис. 2.39). Время 
гелеобразования находится в диапазоне от 2 до 6 мин.
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Рис. 2.39. Сшивание гиалуроновой кислоты, модифицированной тиольными 
группами, с помощью диакрилата полиэтиленгликоля

Описано образование гидрогеля при взаимодействии двойных свя-
зей конъюгата аминоэтилметакрилата — ГК или метакриламида ами-
нопропила — ГК и тиольных групп ГК (ГК–цистамин) (Oh et al., 2010). 
При этом не требуется использование дополнительных реагентов, а в 
результате реакции не образуются токсичные побочные продукты, что 
делает данный метод подходящим для получения гидрогелей in situ 
(рис. 2.40).
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Рис. 2.40. In situ сшивание гиалуроновой кислоты, модифицированной амино-
этилметакрилатом, и конъюгата гиалуроновая кислота — цистамин
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С помощью тиол-дисульфидной реакции обмена были синтезиро-
ваны инъецируемые гидрогели биополимера с дисульфидными связя-
ми (рис. 2.41). Реологические тесты показали, что гидрогели формиру-
ются в течение минуты при 37 °C. Сначала синтезировали производное 
гиалуронана, содержащее пиридилдитиол, которое реагировало с дити-
оловым кросслинкером, образуя гидрогели (Choh et al., 2011).

В результате реакции ковалентного присоединения цистамина к ма-
кромолекуле гиалуронана появлялись тиольные группы (Skardal et al., 
2010). После сушки некоторые биополимерные материалы в виде плен-
ки дополнительно сшивали перекисью водорода. Показано, что био-
полимерные пленки с низкой степенью сшивания растворялись в ис-
кусственной слезной жидкости в течение нескольких минут, тогда как 
сильно сшитые структуры были стабильны более недели. Дополнитель-
ное сшивание перекисью водорода приводило к образованию пленок 
с более низким поглощением воды. Высвобождение in vitro модельных 
препаратов диклофенака и бычьего сывороточного альбумина завер-
шалось через 2–3 ч.

Одной из наиболее изученных реакций для получения гидрогелей 
гиалуронана является реакция присоединения по Михаэлю. Тетра-
акрилат полиэтиленгликоля использовали для сшивания тиолиро-
ванной ГК и тиолированного желатина в экструдируемые гидрогели. 
Формирование гидрогеля происходило в течение 30 мин. Была показа-
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Рис. 2.41. Синтез дисульфид-сшитых гидрогелей путем тиол-дисульфидной 
реакции обмена между гиалуронаном, модифицированным пиридилдисульфи-
дом, и дитиоломполиэтиленгликолем, с выделением хромогенной молекулы 

пиридин-2-тиона
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на способность полученного геля поддерживать рост клеток и их про-
лиферацию (Jin et al., 2010). Тиолированная ГК и винилсульфон по-
лиэтиленгликоля были сшиты с помощью реакции присоединения по 
Михаэлю. Время гелеобразования варьировалось от 1 до 14 мин, в зави-
симости от молекулярной массы полимеров, степени модификации ги-
алуронана и общей концентрации полимеров. Полученные гидрогели 
показали хорошую биосовместимость для инкапсулированных хондро-
цитов, что указывает на высокий потенциал применения гидрогелей 
для тканевой инженерии хрящей (Lei et al., 2011), а сшитый инъеци-
руемый гиалуронановый гидрогель на основе ГК, модифицированной 
винилсульфоном, и тиолата декстрана предложен для контролируемой 
доставки бевацизумаба, который после инъекционного введения ги-
дрогеля находился в организме в течение 6 мес (Yu et al., 2015). Акрилат 
гиалуронана сшивали с использованием неразлагаемых и разлагаемых 
плазмином или тиолированных матричных металлопротеиназ в каче-
стве сшивающих агентов с образованием гидрогелей при помощи ре-
акции присоединения по Михаэлю. Полученные гели разлагались под 
действием гиалуронидазы либо сочетания гиалуронидазы и плазмина 
или гиалуронидазы и матриксных металлопротеиназ (Lei et al., 2011). 
Добавление гиалуронана к термочувствительным блок-сополимерам 
этиленоксида и пропиленоксида усиливает структуру геля, его му-
коадгезивные свойства, не затрудняя процесс самоорганизации по-
локсамеров, путем уменьшения температуры гелеобразования на 
несколько градусов Цельсия (Mayol et al., 2008). Гель на основе гиа-
луронана и поли-N-изопропилакриламида (ПНИПАМ) показал бо-
лее продолжительное высвобождение рибофлавина (in vitro, до 12 ч) 
и изотиоцианата флуоресцеин-меченого бычьего сывороточного аль-
бумина (до 60 ч при подкожной инъекцией in vivo) при увеличении 
степени прививания ПНИПАМ на полисахариде (Ha et al., 2006). Тер-
мообратимый инъекционный полимерный гидрогель ГК-g-(хитозан-
g-ПНИПАМ) получали двойной прививкой гиалуронана и ПНИПАМ 
с карбоновой группой на конце к хитозану путем ковалентного свя-
зывания. Показана усиленная пролиферация мезенхимальных ство-
ловых клеток (МСК) в разработанных гидрогелях (Chen, Cheng, 2008). 
Серия гидрогелей на основе термочувствительных сополимеров, ами-
нированных ГК, синтезирована за счет образования амидных связей 
(Tan et al., 2009). Ying и соавт. (Ren et al., 2015) разработали термо-
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чувствительный гидрогель на основе конъюгата ГК–тирамин, содер-
жащего пероксидазу хрена. Пероксидаза хрена была включена в смесь 
двух типов липосом: дипальмитоилфосфатидилхолина и димиристоил-
фосфатидилхолина.

Термочувствительные гидрогели (рис. 2.42), состоящие из ПНИ-
ПАМ, хитозана и ГК, получены в работе Fang et al. (2008). Показано 
пролонгированное высвобождение гидрофильных и липофильных ле-
карственных препаратов, таких как нальбуфин и индометацин. Термо-
обратимые гиалуронан-поли-N-изопропилакриламидные гидрогели 
(Mortisen et al., 2010) с определенной молекулярной структурой и свой-
ствами синтезированы путем «клик»-реакций и полимеризации RAFT 
(рис. 2.43).
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Рис. 2.43. Cинтез сшитых гелей гиалуроновой кислоты, модифицированной 
пропаргиламидом
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Модифицированную азидными группами ГК сшивали с помощью 
диалкиновых производных с образованием гидрогеля, используя реак-
цию 1,3-диполярного циклоприсоединения («клик»-реакция) в при-
сутствии Cu (I) около 1 мин при комнатной температуре (рис. 2.44). 
В полученные гели вводили in situ доксорубицин. Показано пролонги-
рованное высвобождение лекарственного препарата до 150 ч, в зависи-
мости от степени сшивания (Testa et al., 2009).

Синтезирован гидрогель, содержащий ковалентно связанное про-
изводное антипролиферативного препарата Митомицина С♠ (ММС). 
Предварительно проводили активацию ММС (рис. 2.45), а затем его 
связывание с гиалуронаном. На рис. 2.46 приведена схема реакции 
связывания ММС-азиридинил-N-акрилата с тиол-модифицирован-
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Рис. 2.44. Схема сшивания гиалуронана, модифицированного азидными 
группами
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ной ГК, за которой следовала сшивка диакрилатом полиэтиленгликоля 
(Li et al., 2004).

С помощью реакции Дильса–Альдера в водных растворах син-
тезированы гидрогели полисахарида (Nimmo et al., 2011). Фуран-
модифицированные производные гиалуронана сшивали PEGDA 
(рис. 2.47, 2.48).
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Рис. 2.47. Синтез фуран-модифицированной гиалуроновой кислоты при помощи 
4-(4,6-диметокси-1,3,5-триазин-2-ил)-4-метилморфолин хлорида (DMTMM) 

в 2-(N-морфолино)-этансульфонкислотном буфере (MES)

Рис. 2.48. Реакция Дильса–Альдера между фуран-модифицированной 
гиалуроновой кислотой и дималеимидполиэтиленгликолем. ПЭГ — поли-

этиленгликоль
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Синтезированы in situ сшитые гидрогели из тирамин-привитой ГК 
(Kurisawa et al., 2005) обработкой пероксидазой хрена и H2O2 (рис. 2.49). 
Сначала получали конъюгат тирамин–гиалуронан с помощью КДИ 
и гидроксибензотриазола. Образование гидрогеля происходило in situ 
при использовании двух шприцев, один из которых содержал тирамин–
гиалуронан и H2O2, а другой — пероксидазу хрена для индуцирования 
реакции сшивания, протекающей по С–С и С–О связям между фенола-
ми. Показано, что полученные гидрогели обладают биосовместимостью.

С участием фермента получены (Raia et al., 2017) гидрогели на ос-
нове шелкового фибрина и ГК (рис. 2.50). Механические свойства 
гидрогелей аналогичны свойствам нативных тканей. Формирование 
дитирозиновых мостиков между белками фибрина шелка при взаимо-
действии с пероксидазой хрена приводит к образованию высокоэла-
стичных гелей, однако их жесткость зависит от времени, что связано 
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Рис. 2.49. In situ сшивание конъюгата гиалуронан–тирамин окислением пере-
кисью водорода в присутствии пероксидазы хрена

Рис. 2.50. Сшивание гиалуронана и шелкового фибрина

H2O2

HRP

Раствор шелка и ГК Шелк ГК, составной 
гидрогель

с самоорганизацией и кристаллизацией шелка. Замена нативной ГК 
на конъюгат тирамин–ГК приводит к формированию гидрофильных, 
биологически активных гидрогелей, которые, однако, имеют ограни-
ченные механические свойства и быстро разлагаются. При увеличе-
нии концентрации полисахарида уменьшается время гелеобразова-
ния, увеличивается скорость деградации и улучшаются механические 
свойства материала.

Гидрогели гиалуронана, синтезированные путем каталитического 
окислительного связывания тирамина и полисахарида в виде конъю-
гата в присутствии пероксидазы хрена и H2O2, формируются в течение 
1 мин, а их эластичные свойства (модуль упругости от 1 до 3 кПа) за-
висят от концентрации перекиси. В зависимости от степени сшивания 
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показано полное высвобождение лизоцима в течение 1–2 дней. In vivo 
быстрое гелеобразование достигается подбором оптимальной концен-
трации пероксидазы хрена, которая предотвращает диффузию флуо-
ресцентных белков в месте инъекции (Lee et al., 2009). Гели на основе 
конъюгата гиалуронана и привитого декстран-тирамина быстро фор-
мируются в присутствии пероксидазы хрена и H2O2. Время гелеобразо-
вания (от 2 до 10 мин), модуль упругости геля (0,37–18 кПа) и скорость 
его деградации (от 4 до 21 дня) зависят от степени модификации и кон-
центрации полимера. Полученные гелевые системы показали биосов-
местимость по отношению к инкапсулированным хондроцитам и их 
усиленную пролиферацию (Jin et al., 2010).

Инъекционный костный цемент на основе нанокристалличе-
ского апатита и гиалуронан-тирамина также формируется в течение 
1 мин через окислительное связывание тираминовых фрагментов, ка-
тализируемых пероксидазой хрена и H2O2. Механическая прочность 
(G’max = 46,5 кПа при содержании апатита 0,5 г/мл) зависит от количе-
ства апатита и концентрации H2O2. Разработанный цемент вводили мы-
шам в дефекты суставов, при этом их полное восстановление наблюда-
лось в течение 8 нед (Pek et al., 2010). В статье Дроздовой и соавт. (2016) 
сообщается, что на основе хитозана, сшитого дженипином, и гиалуро-
нана получены макропористые гидрогели с размером пор 100–500 мкм 
двумя методами: по первому методу на поверхности гидрогеля форми-
ровался полиэлектролитный комплекс хитозан–ГК, по второму методу 
ГК была распределена по всему объему геля. Данные биодеградируе-
мые матриксы перспективны для применения в тканевой инженерии. 
Термочувствительный гидрогель для лечения остеоартрита получен 
на основе полисахарида и хитозана, сшитых дженипином (Patchornik 
et al., 2012). Полиэлектролитный гиалуронан + хитозан-гель, сшитый с 
использованием карбодиимидной реакции и высушенный лиофильной 
сушкой, представлен в работе Shanti et al. (2015).

Полоксамер, содержащий аминогруппы, был привит к гиалуроно-
вой кислоте с формированием самоорганизующейся сетки, которая 
медленно высвобождает низкомолекулярные биологически активные 
соединения, такие как ципрофлоксацин (Cho et al., 2003) и гормон ро-
ста (Kim et al., 2002). Прививка гиалуронана к полоксамерам уменьшает 
критическую концентрацию гелеобразования и скорость распада сетки 
in vivo. Гидрогель полисахарида, содержащий гидразоновые связи, обе-
спечивает пролонгированное высвобождение локальных анестетиков 
(Ying et al., 2007) и контролирует высвобождение активатора плазми-
ногена ткани (Ito et al., 2007) и будесонида (Ito et al., 2007) в брюшину. 



2.1. Химическая модификация полисахаридной макромолекулы  63

Смесь тиолата гепарина и тиолата ГК образует гидрогель в присутствии 
диакрилата полиэтиленгликоля, который пролонгирует высвобожде-
ние фактора роста фибробластов in vivo (Cai et al., 2005). Тиолирован-
ный пептид был сшит метакрилатом с гиалуронаном, при этом время 
гелеобразования составляло 30 мин (Hahn et al., 2006).

Усиление структуры гиалуронансодержащих гелей может быть реа-
лизовано не только в результате химического связывания, но и за счeт 
ионных взаимодействий между макромолекулами ГК и солями метал-
лов переменной валентности (рис. 2.51).

Узким местом в разработке инъекционных гиалуронановых гидро-
гелей является то, что достаточно жидкий для инъекции гель должен 
быть достаточно плотным по месту своей работы в организме (то есть
in situ). Сочетать в геле такие реологические свойства одновременно не-
возможно, поэтому была сформулирована и реализована на практике 
концепция двухкомпонентного прегеля, становящегося полноценным ге-
лем уже in vivo. Этот подход получил название «объятие гостя с хозяином». 
На наш взгляд, такой русский перевод оригинального термина guest-host 
interaction более удачно характеризует процесс гелеобразования, ибо в нeм 
физическое (нековалентное) объединение двух типов полимерных мо-
лекул происходит временно и обратимо. За последнее десятилетие были 
созданы разные типы гелей, у которых имелись различные недостатки, 
препятствующие их дальнейшему продвижению в доклинических испы-
таниях: слишком быстрое затвердевание уже в процессе инъекционного 
введения или необходимость добавки отдельного отвердителя. В 2016 г. 
был предложен оригинальный способ решения этих проблем с использо-
ванием только модифицированной ГК (Rodell et al., 2016) (рис. 2.52).
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железом (Khunmanee et al., 2017)
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Принципиальным свойством такого нового типа геля является его 
разжижение в шприце под действием механического сдвига (так назы-
ваемый Shear-thinning) и формирование плотного геля в первую минуту 
после введения (Wei et al., 2016; Chen et al., 2017). Однако сам процесс 
подготовки прегеля занимает 3–4 нед (Rodell et al., 2016; Loebel et al., 
2017). Апробация таких гелей пока происходит in vitro и показывает, что 
разные типы клеток, включая МСК, могут поддерживаться в таком геле 
в здоровом состоянии до 60 дней.

Физическое сшивание полимеров является одним из способов по-
лучения низкотоксичных гидрогелей. В основе физических сшивок 
лежат водородные связи, гидрофобные взаимодействия и ван-дер-
ваальсовы силы. Сшивки за счет ионных взаимодействий в литературе 
также относят к физически сшитым гелям. Прочность ионных связей 
зависит от влияния внешних факторов, таких как рН среды, ионная 
сила, температура (Lapcık et al., 1998; Burdick et al., 2005). Физическое 
связывание значительно слабее по сравнению с образованием прочных 
ковалентных химических связей. Известно, что гидрогели могут быть
сформированы путем ионного сшивания за счет образования поли-
электролитного комплекса. Во время формирования комплекса поли  -
электролит может образовывать компактный гидрогель; если взаимо-
действия очень сильные, образуется нерастворимый полиэлектролит-
ный комплекс и выпадает осадок. Выпадения осадка можно избежать 
путем ослабления электростатических взаимодействий. При этом 
фазовое разделение не происходит, и при понижении температуры 
формируется гель (Li, 2012; Краюхина и др., 2008). Факторами, влия-
ющими на свойства полиэлектролитного комплекса, являются рН рас-
твора, температура, ионная сила, порядок смешивания компонентов, 
гибкость полимера, молекулярная масса. Наконец, примером нового ме-
тода получения композитного геля является синтез, в котором гиалуронан 
и желатин связаны через контакт с наночастицами золота (Skardal et al., 
2010). Авторы назвали этот метод динамическим кросслинкингом.

Подводя итог этому разделу, сформулируем общий вывод: химиче-
ский кросслинкинг (поперечное 3D-сшивание и химическая конъю-
гация) формируется через ковалентное связывание линкеров (струк-
турообразующих элементов) с модифицированными реакционными 
группами в составе ГК: тиолами, акрилатами, альдегидами, гидрази-
дами и аминами. Конкретная химическая структура линкера влияет на 
способность модифицированной молекулы полисахарида образовы-
вать химические связи с другими молекулами (клеточными рецептора-
ми, белками или структурами гельсодержащего каркаса) (рис. 2.53).
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Кроме того, до недавнего времени процесс формирования сшивок 
был хаотичным. Современные технологии — электроспинниг (electro-
spinning) и электроспрэйинг (electrospraying) позволяют создавать ги-
алуронановый гидрогель с контролируемо ориентированными волок-
нами полисахарида (Vega et al., 2017). Таковым, в частности, является 
гидрогель Heprasil™, в котором тиол-модифицированные ГК и гепарин 
нанесены на остов, состоящий из фибрилл поли-ε-капролактона и кол-
лагена (PCL/Col). Такие ориентированные структуры способствуют 
более эффективному действию внедрeнных в гидрогель лекарственных 
препаратов или факторов роста.

2.2. ФИЗИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ СТИМУЛИРОВАНИЯ 
ХИМИЧЕСКИХ ПРЕВРАЩЕНИЙ ГИАЛУРОНАНА

Наряду с большим количеством процессов химической трансформа-
ции гиалуронановых гидрогелей, приведенных в предыдущем разделе, 
нельзя обойти вниманием методы физического стимулирования хими-
ческих превращений полисахаридов, такие как воздействие ионизиру-
ющего и УФ-излучения, механохимии (в частности, совместное воздей-
ствие высоких давлений и сдвиговых деформаций на сухие реакционные 
смеси). Как правило, подобные методы имеют ряд преимуществ, главное 
из которых — получение низкотоксичных конечных продуктов за счет 

Рис. 2.53. Основные линкеры, определяющие последующие методы присоеди-
нения биоактивных молекул к остову макромолекулы гиалуроновой кислоты
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отсутствия технологических бифункциональных сшивающих агентов, 
так как необходимость удалять непрореагировавшие реагенты из сшитых 
гелей медицинского назначения — непростая задача. Кроме того, подоб-
ные технологии очень часто реализуются в одностадийном режиме, что 
значительно упрощает технологический регламент производства.

2.2.1. Фотосенсибилизированные реакции сшивания
Возможность протекания фотохимических реакций в органических 

соединениях напрямую зависит от спектральных характеристик облу-
чаемого вещества. Основной постулат фотохимических превращений 
гласит, что они могут происходить только под действием света, который 
поглотился веществом. В этом аспекте рассмотрим строение ГК в связи 
с ее спектром светопоглощения и возможностью первичных фотохими-
ческих процессов с ее участием. В структуре линейной макромолекулы 
чередуются остатки глюкуроновой кислоты и N-ацетилглюкозамина, 
и формально в строении полисахаридной молекулы имеются струк-
турные элементы предельных углеводородов, насыщенных спиртов, 
карбоксильные группы, замещенные ацетамиды. Таким образом, 
в молекуле ГК отсутствуют хромофорные группы с максимумом све-
топоглощения больше 240 нм. Наиболее длинноволновый максимум 
светопоглощения 214 нм имеет амидная группа, входящая в остаток 
N-ацетилглюкозамина (Свердлова, 1985). В работах Liu et al. (2006), 
Allen et al. (1985) приведены УФ-спектры поглощения мономерных зве-
ньев гиалуронана. В спектрах N-ацетилглюкозамина (Liu et al., 2006) нет 
максимумов поглощения при длинах волн больше 205 нм, коэффици-
енты экстинкции при длинах волн больше 225 нм практически равны 
нулю. В спектре глюкуроновой кислоты, по данным Allen et al. (1985), 
имеется плечо в поглощении при 212 нм, при длинах волн больше 
240 нм поглощение практически отсутствует. Вклад мономерных еди-
ниц в спектр поглощения происходит простым аддитивным способом, 
таким образом, что при каждой длине волны величина светопоглоще-
ния суммируется из светопоглощения мономеров. Приведенные в ра-
ботах Rehakova et al. (1994), Kim et al. (2008), Choi et al. (2010) спектры 
поглощения гиалуронана в целом соответствуют простой теоретической 
модели. В зависимости от способа получения полисахарида в основном 
веществе могут присутствовать трудноудаляемые примеси белков и/или 
фрагментов дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК). В УФ-спектре 
поглощения водного раствора гиалуронана, полученного из петушиных 
гребней (Rehakova et al., 1994), имеется сильный максимум при 258 нм, 
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который не исчезал даже после интенсивной очистки препарата. В спек-
тре поглощения полисахарида, полученного микробиологическим ме-
тодом из Streptococcus zooepidemicus, максимума при 258 нм не наблю-
дается (Rehakova et al., 1994; Kim et al., 2008). Следует заметить, что 
в ГК, подвергнутой ферментативному расщеплению в растворе (Alkrad 
et al., 2003), накапливаются продукты дегидратации концевого остатка 
глюкуроновой кислоты, содержащие двойную связь. Это приводит к 
появлению максимума поглощения в УФ-спектре при 226 нм для рас-
творов гиалуронана со средней молекулярной массой 31 кДа. Исследо-
ванные в той же работе образцы с молекулярной массой 235 и 1200 кДа 
не имеют такого максимума светопоглощения. Хромофорная группа с 
соответствующим максимумом поглощения представляет собой струк-
турный элемент c двойной связью углерод–углерод, сопряженной с кар-
боксильной группой в остатке глюкуроновой кислоты. По данным Xia 
et al. (2011), глюкуроновая кислота в определенных условиях может пре-
терпевать перегруппировку, приводящую к образованию кетогруппы, 
сопряженной с двойной связью углерод–кислород в альдегидной груп-
пе и, как результат, к появлению максимума поглощения при 270 нм с 
молярным коэффициентом поглощения около 10. Предложенный в ра-
боте Xia et al. (2011) механизм может иметь место для концевых групп 
глюкуроновой кислоты. Авторы работы (Buff a et al., 2015) показали, 
что α-, β-ненасыщенный альдегид гиалуронана, полученный окис-
лением оксиметильной группы без разрушения пиранозного кольца 
N-ацетилглюкозамина, имеет максимум поглощения при 252 нм, и, по 
данным справочника (DMS UV Atlas of Organic Compounds, 1968), ко-
эффициент молярного поглощения замещенного α-, β-ненасыщенного 
альдегида в максимуме с длиной волны 240 нм составляет 14 000. По-
скольку молярные коэффициенты поглощения в максимуме для 200 нм 
у амидной и карбоксильной группы невелики [приблизительно 20 и 40, 
соответственно (DMS UV Atlas of Organic Compounds, 1968)], небольшое 
количество образовавшихся непредельных связей, сопряженных с аль-
дегидной или карбоксильной группой, может вносить существенный 
вклад в поглощение реальных образцов (Drimalova et al., 2005) гиалуро-
нана. Согласно Bezakova et al. (2008), заметное увеличение поглощения 
в УФ-области при 240 нм было отнесено к непредельным карбониль-
ным соединениям, образующимся из ГК, подвергнутой окислительной 
деструкции при микроволновом облучении. При этом их количество 
недостаточно для проявления изменений в ЯМР и ИК-спектрах, в том 
числе для образцов, подвергнувшихся наибольшему воздействию.
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Приведенные выше результаты УФ спектроскопического исследо-
вания говорят в пользу малой эффективности фотоиндуцированной 
трансформации нативной ГК. Именно поэтому широкое распростране-
ние получили технологии полимеризации гиалуронановых гидрогелей 
в присутствии фотоактивных добавок (так называемый фотокросслин-
кинг) с помощью радикалов, образующихся при воздействии на такие 
смешанные гидрогели УФ-облучения. Наиболее активными группами, 
быстро связывающимися с радикалами, являются акрилаты и метакри-
латы. Простая реакция полисахарида с метакриловым ангидридом фор-
мирует метакрилат ГК. Метакрилат гиалуронана получали с помощью 
глицидилметакрилата или метакрилатного ангидрида. Реакция сшива-
ния проводилась по механизму свободнорадикальной полимеризации 
под действием УФ-облучения при 365 нм (рис. 2.54) с помощью фото-
инициатора 2-оксо-кетоглутаровой кислоты или 4-(2-гидроксиэтокси)
фенил-(2-гидрокси-2-пропил)кетона (Matsuda et al., 1978).

Другой функциональной формой гиалуронана является ГК-ГМА 
в результате его модификации глицидилметакрилатом (ГМА). Обе 
эти формы активно используются для присоединения других 
соединений. Фотокросслинкинг ГК-ГМА с акрилатом ПЭГ или 
N-диметилакриламида приводит к образованию плотного гидрогеля, 
в котором многочисленными линкерами служит диакрилат полиэти-
ленгликоля (PEGDA). Примерами такого типа фотосшитого геля явля-
ются Extracel и HyStem (Хабаров и др., 2012).

С помощью фотополимеризации под воздействием фотосенсибили-
зирующих катализаторов и света происходит преобразование жидкого 
раствора биополимера в гель. Фотополимеризация — реакция, которая 
происходит только при экспозиции светом нужной длины волны. Та-
ким образом, реагенты могут быть полностью смешаны до начала про-

Рис. 2.54. Сшивание метакрилата гиалуронана фотооблучением
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ведения реакции. Более того, реакции фотополимеризации можно про-
водить при физиологических условиях без неблагоприятных эффектов 
на участвующие в реакции биоактивные молекулы или инкапсулиро-
ванные клетки (Рахматуллин и др., 2011; Mensitieri et al., 1996). Была 
проведена фотополимеризация гиалуронана с несколькими группами 
веществ, в том числе с циннамоилом, кумарином, тимином, метакри-
ловым ангидридом, глицидилметакрилатом и стиролом. Кроме того, 
дальнейшая модификация сульфатированной ГК 4-азидоанилином по-
зволяет получить производное полисахарида, формируемое в объекты 
размером всего 100 мкм (Хасанов и др., 2005).

Светоотверждающаяся ГК была синтезирована с помощью различ-
ных подходов (Matsuda et al., 1978). Гидроксильные или карбоксильные 
группы полимера этерифицировались фотоактивным соединением. 
Затем светоотверждающаяся ГК облучалась УФ-светом при использо-
вании длин волн 260–400 нм. Фотоактивными хромофорами, которые 
реагируют с гидроксилами гиалуронана, являются коричные кисло-
ты, 1-карбоксиалкиловые замещенные урацилы и 7-карбоксиалкок-
силзамещенные кумарины. С карбоксилами гиалуронана реагируют 
1,2-О-этанотимин и производные 1,2-О-этаноурацила.

Известны комбинации полиэтиленгликолевых олигогликольакри-
латов и гиалуронана. Карбонилдиимидазол-активированный ПЭГ 
моноакрилатом применили для синтеза ПЭГ-акрилат-гиалуронана. 
Акрилированная ГК фотополимеризовалась под действием УФ-
облучения при использовании в качестве инициатора 2,2-диметокси-
2-фенилацетофенона (Desai et al., 1991). Сшитые гелевые матрицы на 
основе гиалуронана и полиглицеролполиглицедилового эфира были 
получены под действием видимого света (Yui et al., 1993). Реакция 
сшивания протекает в щелочной среде и температуре 60 °С, мгновенно 
после смешивания полисахарида с полиглицеролполиглицедиловым 
эфиром образуются непрозрачные гели с содержанием воды 99,5%.

Фотосшитые гиалуронановые гидрогели получены in situ. Для чего 
использовались гидрогелевые прекурсоры: ГК, модифицированная 
глицедилметакрилатом (HA-GMA), частично окисленная периодатом 
натрия (ГКox), за которой следовала конъюгация GMA (Haox-GMA), 
а также сшитая с синтетическим полимером перед введением GMA. Кро-
ме того, использовали олигомерный поли(2-гидроксиэтил метакрилат) 
(P(HEMA)) с 31% поли(N,N-диметилакриламид) (P(DMAM)) (рис. 2.55).

ГК модифицировали метакриловым ангидридом, затем фотополи-
меризовали с образованием гидрогеля с различной степенью сшивки 
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(Burdick et al., 2005). Этот процесс включает образование радикалов 
при воздействии света на инициирование и рост цепи по виниловым 
группам модифицированного гиалуронана.

Синтезирован макромер гиалуронан — молочная кислота — ме-
такрилат (рис. 2.56), фотополимеризация которого дает новый класс 
гидрогелей (Sahoo et al., 2008). Для контроля микроструктуры и меж-
цепочечных взаимодействий использовали три направления синтеза 
гидрогелей, модифицированных метакрилатными группами. Показа-
но, что эти направления позволяют регулировать реологические свой-
ства от вязкоэластичных, наблюдаемых в слабо сшитых гелях и кон-
центрированных растворах микросфер, до эластичных в микрогелях, 
которые ведут себя как псевдопластичные жидкости, имеющие опреде-
ленный, более высокий предел текучести. Сначала синтезировали гиа-
луронан-глицедилметакрилатные конъюгаты (рис. 2.57). Слабо сшитые 
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гидрогели получали растворением конъюгатов в буфере, добавлением 
фотоинициатора при УФ-облучении. Микросферы получали приго-
товлением эмульсий на основе конъюгатов. При центрифугировании 
микросфер получали эластичный микрогель (Prata et al., 2010).

Приводятся результаты синтеза полупроницаемого гиалуронаново-
го 3D-гидрогеля и гидроксиэтил-метакрилата-производного декстра-
на, сшитого фотополимеризацией (рис. 2.58) (Pescosolido et al., 2011).

Для пролонгированной доставки лекарств в офтальмологии 
предложены фотогели гиалуронана, совместимые с эпителиальными 
клетками пигмента сетчатки глаза. Предложена прививка антрацена, 
модифицированного ПЭГ, вдоль скелета макромолекулы ГК (рис. 2.59). 
Аминотерминированные ПЭГ-антраценовые молекулы синтезированы 
с помощью карбодиимидной реакции (Wells et al., 2011).
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Рис. 2.57. Модификация гиалуроновой кислоты глицедилметакрилатом

Рис. 2.58. Химическая структура декстрана, модифицированного гидроксиэтил-
метакрилатом



74 Глава 2. Структурная трансформация гиалуронана

Рис. 2.59. ПЭГ-антрацен, привитый на гиалуроновой кислоте

Модифицированная ГК, содержащая метакрилатные группы, мо-
жет быть переведена в эластичные гидрогели с помощью радикальной 
полимеризации в присутствии окислительно-восстановительных ини-
циаторов или фотоинициированием (Burdick et al., 2005). Фотоиници-
ированное радикальное сшивание позволяет осуществлять временной 
и пространственный контроль над геометрией и свойствами гидроге-
лей (Brigham et al., 2009). Свойства полученных гидрогелей изменяют-
ся в зависимости от молекулярной массы полисахарида, степени мета-
крилирования и концентрации (Brigham et al., 2009). С использованием 
аналогичного метода получены механически прочные гидрогели на 
основе коллагена и гиалуронана (Seidlits et al., 2011). Фотосшиваемый 
фибронектин может быть ковалентно интегрирован в гели на основе 
ГК, модифицированной глицедилметакрилатом, для усиления клеточ-
ной адгезии (Patterson et al., 2010).

Кроме плотности сшивания, специфическая реакция, применяемая 
для метакрилирования, определяет кинетику деградации радикально 
сшитых гидрогелей гиалуронана (Lei et al., 2011). Например, ГК, мо-
дифицированную глицедилметакрилатом, можно получить с исполь-
зованием реакции переэтерификации при низком или при высоком 
значении рН. Поскольку сложноэфирные связи подвержены гидроли-
зу, в то время как простые эфирные связи стабильны в водной среде, 
можно получить гидрогели с различной стабильностью в воде. Помимо 
радикальной фотополимеризации, метакриловая ГК может участвовать 
в реакции присоединения по Михаэлю.

Инъекционный гидрогель для хрящевой тканевой инженерии создан 
на основе метакрилированного гликолевого хитозана и ГК, фотосши-
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тых в присутствии фотоинициатора рибофлавина при УФ-облучении 
(Park et al., 2013). Минимальное время облучения, необходимое для 
проведения реакции, составляет 40 с, при этом жизнеспособность ин-
капсулированных хондроцитов составила 87–90%. Увеличение време-
ни облучения от 40 до 600 с значительно изменяло модуль упругости 
гидрогелей до 17 кПа, при этом жизнеспособность инкапсулированных 
клеток снижалась до 60–65%. Введение гиалуронана в композитных 
гидрогелях увеличивало пролиферацию и адгезию хрящевой внекле-
точной матрицы инкапсулированными хондроцитами.

Для лечения глаукомы получены микросферы на основе сопо-
лимера D, L-молочной и гликолевой кислот с инкапсулированным 
5-ФУ в гидрогеле ГК (Bora et al., 2016). Проведены два эксперимента: 
в первом использовался раствор гиалуронана, содержащий микросфе-
ры с 5-ФУ, во втором метакрилат гиалуронана и микросферы с 5-ФУ 
подвергались реакции сшивания под действием инициатора при УФ-
облучении. Показано, что во втором случае происходит замедление вы-
свобождения 5-ФУ — до 15 дней.

Описан синтез механочувствительных гидрогелей на основе гиа-
луронана с применением блок-сополимерных мицелл на основе ги-
дрофильной полиакриловой кислоты, частично модифицированной 
2-гидроксиэтилакрилатом, и гидрофобного поли-н-бутилакрилата, ко-
торые использовали, с одной стороны, в качестве лекарственных депо, 
с другой — в качестве сшивающих агентов (Xiao et al., 2013). Гидрогели 
получали радикальной полимеризацией глицидилметакрилата гиалу-
ронана в присутствии xBCM. Полученные гели имели модуль упруго-
сти 847±43 Па.

2.2.2. Радиационно-химическая модификация
Изменение физико-химических, структурных и антиоксидантных 

свойств радиационно-модифицированной ГК подробно освещено 
в работах Kim et al. (2008), Lal (1985), Zhaohui et al. (2011). Результа-
ты показали, что, кроме уменьшения молекулярной массы и вязкости, 
изменяется также рН водного раствора ГК и ее цвет, который стано-
вится интенсивно желтым. УФ-спектры облученных растворов гиалу-
ронана показали изменение в области 230–265 нм, что указывает на 
образование двойных связей (см. рис. 2.12). По-видимому, это анало-
гично действию бактериальных гиалуронатлиаз, которые осуществля-
ют внутримолекулярный гидролиз, в результате которого образуются 
ди сахаридные фрагменты с двойной связью между углеродными ато-
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мами С4 и С5 глюкуроновой кислоты (Хабаров и др., 2012; Хабаров, 
Бойков, 2016). Появление двойной связи дает возможность спектро-
фотометрически определять количество и кинетику деполимеризации 
гиалуронана (рис. 2.60), детектируя оптическую плотность на длине 
волны в области поглощения 230–265 нм.
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Рис. 2.60. УФ-спектры γ-облученной гиалуроновой кислоты. Верхняя кривая 
соответствует водному раствору гиалуронана, облученному дозой 50 кГр

Изучение ИК-спектров облученных образцов ГК свидетельствует об 
изменении в области поглощения 1800–1200 см–1 (Zhaohui et al., 2011). 
Различие в положении максимумов полос поглощения валентных ко-
лебаний С=О групп (1725 см–1 в необлученном образце и 1720 см–1 в 
облученном) связывают с превращениями карбоксильной группы по-
лисахарида. Максимум полосы поглощения двойной связи С=С, со-
пряженной в цикле с С=О (~1600см–1), смещается при облучении 
в длинноволновую область на 2 см–1, при этом наблюдается снижение 
интенсивности поглощения. Различия в высоте и форме отдельных по-
лос поглощения ИК-Фурье-спектров, наблюдаемые в диапазоне 1700–
1750 см–1, связывают с превращениями карбоксильной группы. Эти 
структурные изменения свидетельствуют о возможном формировании 
кольца пиранкарбоксильной кислоты (Zhaohui et al., 2011).
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Весьма интересными оказались результаты по разработке мето-
дов радиационно-индуцированного синтеза наночастиц золота при 
γ-облучении гиалуронановых гидрогелевых композиций (Hien et al., 
2012; Dang, Bui, 2013). Без дополнительного использования каких-либо 
восстановителей и поглотителей ОН-радикалов получали достаточно 
равномерное распределение наночастиц золота в гидрогелевых средах. 
В практическом плане, при разработке медицинских препаратов с на-
ночастицами золота, ГК является почти идеальной матрицей для ста-
билизации подобных систем (Успенский, Хабаров, 2013).

В некоторых работах ГК рассматривалась как носитель (конъюгат) 
диагностических или терапевтических радионуклидов, например 188Re 
(Antoccia et al., 2007). Одним из перспективных направлений исследо-
ваний в этой области радиобиологии является разработка препаратов 
на основе конъюгатов ГК и стабильного изотопа бора-10 для нейтрон-
захватной терапии онкологических заболеваний (Волков и др., 2012; 
Иванов и др., 2013; Koryakin et al., 2014; Khabarov et al., 2013; Uspeskii 
et al., 2014). Сравнительный анализ результатов накопления полихелат-
ных соединений бора с гиалуронаном в опухоли мышей с меланомой 
В-16 после внутриопухолевого введения дает обнадеживающие резуль-
таты для лечения радиорезистентных новообразований.

Как было сказано выше, радиационное воздействие на водные 
растворы ГК не способно инициировать химическое сшивание ма-
кромолекул с образованием сетчатых структур, но в смеси с другими 
соединениями может приводить к образованию устойчивых трех-
мерных полимерных сеток — гелевых структур. В работе Zhang (2012) 
γ-излучение от источника кобальта 60Со было использовано для при-
вивки глицидилметакрилата на ГК в целях формирования GMAHA-
конъюгата. В результате облучения был получен сшитый гидрогель, 
обладающий значительными водопоглощающими свойствами. Анти-
оксидантные возможности и устойчивость к ферментативному разло-
жению сшитого геля были значительно выше, чем у самой ГК. Эти же 
авторы сделали успешные попытки привить метакрилатные группы на 
ГК по той же технологии. Было показано, что степень сшивки увеличи-
валась с увеличением дозы γ-излучения. Как доказали авторы, данный 
метод обеспечивает новый способ получения гидрогелей гиалуронана с 
контролируемым сшиванием.

Влияние γ-облучения на взаимодействие гиалуронана с 1,2-дипаль-
митоил-Sn-глицеро-3-фосфатидилхолином при реакции в эмульсион-
ных пузырьках было исследовано в работе Ahmad et al. (2014). Радиа-
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ционно сшитые композиции ГК с подобными добавками проявляют 
повышенную стабильность к воздействию свободных радикалов (на-
пример, ОН). Такие материалы могут в дальнейшем служить радио-
протекторами и антиоксидантами, а также в качестве вязкопротектор-
ной матрицы при поражении суставного хряща (Al-Assaf et al., 1995). 
Комплексные гидрогели для тканевой инженерии кожных покровов на 
основе хондроитинсульфата, синтетического поливинилового спирта 
и ГК были получены с применением радиационной технологии в ра-
боте Zhao et al. (2014). Были синтезированы гидрогели с различными 
соотношениями компонентов и исследованы их физико-химические 
свойства. Полученные образцы гидрогелей показали 85–88% степень 
гелирования при поглощенной дозе облучения, составляющей 15 кГр. 
Все гидрогели имели содержание воды на уровне более 90% и достиг-
ли равновесного набухания в течение 24 ч. Кроме содержания воды 
и кинетики набухания, была также исследована кинетика фермен-
тативного разложения гелей, а также динамика выхода in vitro лекар-
ственного средства из подобных объектов, их цитотоксичность и рост 
кератиноцитов человека в композитном геле. На основе данных экс-
периментов была оценена целесообразность использования подобных 
гидрогелей в искусственных заменителях кожи. Сходные по задачам 
исследования по тканевой инженерии провели Acevedo et al. (2013), 
Хабаров и Сафоян (2009) для композитных гелей состава желатин–хи-
тозан–гиалуронан и силикон–гиалуронан. Основной целью данных 
работ было исследование возможности радиационной стерилизации 
подобных продуктов. Для стерилизации авторы использовали три 
дозы γ-излучения: 1, 10 и 25 кГр. Микроструктурные изменения облу-
ченных полимеров были оценены с помощью сканирующей электрон-
ной микроскопии, дифференциальной сканирующей калориметрии 
(Acevedo et al., 2013) и измерения диффузионных параметров газопро-
ницаемости (Хабаров, Сафоян, 2009). Доза излучения в 25 кГр приво-
дила к огрублению микроструктуры геля (рис. 2.61), уменьшению по-
ристости (с 99 до 96%), размера пор (от 160 до 123 нм) и изменению 
температуры стеклования от 31,2 до 42,10 °C (при дозе облучения от 1 
до 25 кГр соответственно) (Acevedo et al., 2013). Радиационная обработ-
ка материала силикон–гиалуронан приводила к трехкратному сниже-
нию коэффициента диффузии для кислорода и водяного пара (Хаба-
ров, Сафоян, 2009), что благоприятно сказывалось при использовании 
такого гелеобразного материала при лечении келоидных и гипертрофи-
ческих рубцов.
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Рис. 2.61. Различие в текстуре композиционного гидрогеля: а — до облучения; 
б — после облучения дозой 25 кГр 

На полученных облученных образцах изучали поведение фибробла-
стов кожи человека. Человеческие клетки кожи, выращенные на об-
лученном 10 и 25 кГр исследуемом гелевом каркасе, распространялись 
в течение 48 ч и секретировались трансформирующим фактором роста 
(TGF β3-B3). Дозы 0 кГр (необлученный) или 1 кГр не стимулирова-
ли TGF-β3-секрецию или пролиферацию клеток. Удельная скорость 
роста клеток увеличилась пропорционально дозе облучения. Авторы 
пришли к выводу, что γ-излучение изменяет пористую структуру об-
разцов и улучшает рост клеток в дозах облучения до 10 кГр.

Еще один вариант подобных гелевых матриксов на основе биосов-
местимых биоразлагаемых гидрогелей поливинилпирролидона (ПВП), 
желатина и ГК был рассмотрен в работе Lim et al. (2011). Данный тип ги-
дрогелей, полученный при полимеризации под действием γ-излучения, 
был разработан для использования при пероральной доставке лекар-
ственных средств. Авторы варьировали как соотношение компонентов, 
так и дозу γ-облучения. Смеси «гиалуронан–желатин» и «гиалуронан–
ПВП» образуют гели с различной степенью сшивания в зависимости от 
состава мономера и дозы облучения. Увеличение степени сшивки при 
облучении было подтверждено методом термогравиметрического ана-
лиза и изучением кинетики набухания. Эти гидрогели при набухании 
имели самое высокое содержание воды при соотношении компонентов 
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«гиалуронан–желатин» 1:10 и 1:5 для композиции «гиалуронан–ПВП» 
(доза облучения составляла 30 кГр).

Все эти данные показывают, что радиационная модификация гиа-
луронановых гидрогелей является весьма перспективным методом, ис-
пользование которого поможет открыть новые перспективы в дальней-
шем развитии тканевой инженерии биоматериалов.

Несколько слов скажем о механохимических превращениях гиалу-
ронана в контексте обсуждаемой темы этого раздела. Начиная с 70-х гг. 
прошлого века проводятся систематические исследования совместного 
воздействия высокого давления и сдвиговых деформаций на твердые 
вещества органической природы. Твердофазный метод модификации 
твердых реакционных смесей имеет ряд особенностей, и главная из 
них — это распределение компонентов на молекулярном или кластер-
ном уровне, а для полимерых соединений — на сегментальном уровне. 
Одно из основных преимуществ твердофазного метода состоит в смеше-
нии и проведении реакций несовместимых в жидких средах реагентов. 
Идентификация активных состояний при различных условиях механи-
ческого воздействия позволяет установить возможности протекания хи-
мических процессов и прогнозировать пути их эффективного исполь-
зования. Деформирование твердых тел, независимо от их химической 
природы, сопровождается глубокой разупорядоченностью твердого ве-
щества с образованием наноразмерных структур и большого количества 
активных центров [электронно- и колебательно-возбужденные связи, 
электроны и ионы, стабилизированные в ловушках, низкокоординиро-
ванные атомы в ядре дислокаций и других структурных дефектах, ме-
тастабильные атомные и молекулярные структуры (Барамбойм, 1978)]. 
Именно поэтому твердотельные механопроцессы имеют большое сход-
ство с фотохимическими и радиационно-химическими процессами.

При ориентирующем действии деформирования на макромоле-
кулы полисахарида сшивание ГК протекает на поверхности и внутри 
отдельной твердотельной частицы. Процесс протекает с высокой ско-
ростью и, что особенно важно, в отсутствие жидкой среды. При твер-
дофазном процессе не происходит образование монолитного геля, как 
в жидкофазном процессе, а размер гелевых частиц задается средним 
размером исходного порошка; это микронный уровень распределе-
ния по размерам. Высокая скорость сшивания показана на примере 
реакции гиалуронана с диэпоксидами, где время деформирования на 
наковальне Бриджмена не превышало 30 с, а при сшивании ГК в экс-
трудере — 4 мин. Полученную таким образом сшитую ГК исследова-
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ли ИК-Фурье- и ЯМР-спектроскопическими методами и подвергали 
рентгеноструктурному анализу (Хабаров, Зеленецкий, 2008; Хабаров 
и др., 2008, 2012).

Реакции с участием химически активных групп гиалуронана с раз-
личными биосоединениями протекают при твердофазном деформиро-
вании посредством физического и ковалентного связывания полиса-
харида с введенными биодобавками. Поскольку совмещение исходных 
веществ и их распределение по объему протекает в момент деформиро-
вания, то введение в структуру биоактивных добавок происходит в мо-
мент сшивания полимера. Как показано в работе по иммобилизации 
трипсина на полисахариде (Зеленецкий и др., 2003), активность доба-
вок при этом практически не снижается, а продолжительность выделе-
ния из препарата увеличивается. Достаточно обратиться к списку па-
тентов за последний период для различных биоактивных композиций 
гиалуронана, полученных методом твердофазного смешения под давле-
нием (Волков и др., 2008–2012), чтобы убедиться в эффективности это-
го способа создания препаратов широкого медицинского назначения.
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