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Введение. Альгинат — природный полисахарид, который зарекомендовал себя как перспективный нетоксичный материал для формирования 

раневых покрытий в виде гелей. Такие природные аминокислоты, как аргинин и лизин, являются важными составляющими при синтезе внекле-

точного матрикса, а также участвуют во многих жизненно важных процессах в организме.

Цель. Формирование альгинатных гелей, совместимых с фибробластами кожи и модифицированных природными аминокислотами аргинином 

и лизином, а также исследование скорости выхода данных аминокислот из геля.

Материалы и методы. Работа выполнена на 3 видах водных растворов 3% альгината натрия с содержанием аминокислоты аргинина или лизина 

в количестве 5, 10 и 20% от сухой массы альгината. Для оценки стабильности гелей с лизином во времени их инкубировали в течение 1, 3 и 7 сут 

в 600 мкл воды при комнатной температуре. Интенсивность выхода аминокислот из альгинатного геля оценивали спектрофотометрическим методом 

после проведения нингидриновой реакции. В качестве модельных объектов в работе была использована клеточная линия DF2 (фибробласты кожи 

человека, «Коллекция культур клеток позвоночных» ИНЦ РАН). На полученных гелях культивировали дермальные фибробласты человека. Оценку 

клеток на гелях проводили с помощью оптической микроскопии. Статистический анализ выполнен с использованием программного обеспечения 

Microsoft Excel, для оценки различий между образцами использовали t-тест Стьюдента. Различия считали статистически значимыми при p < 0,05.

Результаты. Установлено, что для геля с минимальной концентрацией лизина (5%) выход аминокислоты в первые сутки составил почти 16% от ис-

ходного ее количества, а при длительном инкубировании геля доля десорбированного лизина относительно исходного количества уменьшалась. 

Получены статистически достоверные отличия между образцами альгинатных гелей с содержанием лизина 5 и 20% (p ≤ 0,05). При увеличении 

доли лизина в геле его выход снижался: чем большая концентрация лизина была в геле, тем меньшее количество его обнаруживали по истечении 

7 сут инкубирования. Показано, что в образце геля с содержанием лизина 5% при инкубировании в большом объеме воды (соотношение геля 

по отношению к воде — 11%) уже за первый час инкубирования более 40% лизина десорбировалось в воду, т.е. лизин на 4,3% более интенсивно 

десорбируется из альгинатного геля по сравнению с аргинином. Установлена закономерность в виде снижения процента выхода лизина практи-

чески в два раза при увеличении соотношения геля к воде с 11 до 20%.

Выводы. В ходе выполнения исследования были сформированы альгинатные гели, модифицированные аминокислотами. Установлено, что чем 

больше концентрация аминокислоты в составе геля, тем менее интенсивно она выходит из него. Скорость выхода аминокислоты из геля прямо 

пропорциональна объему жидкости, в котором инкубировали гель. Фибробласты кожи человека лучше адгезировали на альгинатных гелях, мо-

дифицированных аминокислотами, по сравнению с клетками на альгинатных гелях без модификации. В результате исследования получены гели 

с контролируемой десорбцией аминокислот, способствующие адгезии фибробластов кожи человека.
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Introduction. Alginate is a natural polysaccharide that shows promise as a non-toxic material for the development of hydrogel wound dressings. Natural 

amino acids such as arginine and lysine are important components in the synthesis of the extracellular matrix and other vital bodily processes.

Objectives. Development of alginate gels modified with arginine and lysine and compatible with dermal fibroblasts. Study the release rate of these amino 

acids from the gel.

Materials and methods. The study was performed using three types of aqueous solutions of 3% sodium alginate containing arginine or lysine in amounts of 

5, 10, and 20% of the alginate dry weight. To assess the stability of lysine gels over time, they were incubated for 1, 3, and 7 days in 600 µL of water at room 

temperature. The intensity of amino acid release from the alginate gel was evaluated by the spectrophotometric method after the reaction of ninhydrin. The DF2 

cell line (human dermal fibroblasts, the shared research facility “Vertebrate cell culture collection” RAS) was used as model objects. Human dermal fibroblasts 

were cultured on the gels obtained. The cells cultured on the gels were evaluated using optical microscopy. Statistical analysis was performed using Microsoft 

Excel software; Student’s t-test was used to evaluate the differences between the samples. The differences were considered statistically significant at p < 0.05.

Results. On the first day, the gel containing the minimal lysine concentration of 5% showed the amino acid release of almost 16% of its initial amount. A more 

prolonged incubation of the gel led to a decrease in the desorbed lysine proportion relative to the initial amount. Statistically significant differences were ob-

tained between the samples of alginate gels with the lysine content of 5 and 20% (p < 0.05). An increase in the lysine proportion in the gel was associated with 

a decrease in its release, i.e., the higher concentration of lysine the gel contained, the less amount of lysin was detected after seven days of incubation. It was 
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shown that when a gel sample with a lysine content of 5% was incubated in a large volume of water (the gel-to-water ratio of 11%), more than 40% of lysine was 

desorbed into water during the first hour of incubation. Therefore, lysine was 4.3% more intensively desorbed from the alginate gel compared to the arginine 

gel. The following pattern was established: a twofold decrease in the amount of lysine release under an increase in the gel-to-water ratio from 11% to 20%.

Conclusions. During the study, alginate gels modified with amino acids were obtained. It was found that the higher the concentration of an amino acid in 

the gel, the less intensively it leaves the gel. The rate of amino acid release from the gel is directly proportional to the volume of liquid in which the gel was 

incubated. Human dermal fibroblasts adhered better to alginate gels modified with amino acids compared to cells on alginate gels without modification. As a 

result of the study, gels with controlled desorption of amino acids were obtained, which promote the adhesion of human dermal fibroblasts.
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ВВЕДЕНИЕ

Заживление ран является серьезной проблемой для си-
стем здравоохранения во всем мире [1]. Использование 
раневых повязок может обеспечить физический барьер 
для предотвращения дальнейшего инфицирования в про-
цессе заживления ран [2]. Идеальные раневые повязки 
должны быть биосовместимыми и биоразлагаемыми, 
предотвращать потерю биологических жидкостей, уда-
лять экссудат, защищать рану от патогенов, демонстри-
ровать хорошую воздухопроницаемость и влагопроница-
емость, способствовать пролиферации клеток и ускорять 
заживление ран [3].

Альгинат  —  анионный линейный блочный поли-
сахарид, состоящий из повторяющихся мономерных 
единиц (1-4)-β-D-маннуроновой кислоты (M) и (1-4)-α-L-
гулуроновой кислоты (G), способный формировать до-
статочно удобные в применении гели [4]. Раневые по-
вязки из альгината доступны в форме гидрогелей, пен, 
пленок, нановолокон и губок. Альгинатные повязки по-
глощают раневую жидкость, в результате чего образуют-
ся гели, которые поддерживают физиологически влаж-
ную среду и минимизируют тем самым присоединение/
развитие бактериальных инфекций в ране [5]. Их можно 
адаптировать так, чтобы они были химически стабиль-
ными или разрушались при контакте с биологическими 
жидкостями в течение определенного периода времени. 
Гидрогели используются для заживления ран благодаря 
их биосовместимости, а также способности загружать 
и высвобождать биоактивные вещества умеренной пори-
стости, высокого содержания воды и гибкости [6].

Успешное заживление ран сопровождается синтезом 
внеклеточного матрикса. Аргинин и лизин — незамени-
мые аминокислоты, которые участвуют в синтезе внекле-
точного матрикса. Аргинин является α-аминокислотой, 
причем L-форма является одной из двадцати наиболее 
распространенных природных аминокислот. L-аргинин 
обладает множеством биологических активностей [7]. 
Аргинин выступает в роли одного из ключевых метаболи-
тов, участвующих в процессах азотистого обмена, в част-
ности в орнитиновом цикле, характерном для млекопи-
тающих. Аргинин участвует в процессе синтеза оксида 

азота (NO), оказывающего множественные эффекты, на-
чиная от противовоспалительного действия до влияния 
на сосуды (вазодилатация) и стимуляции процесса анги-
огенеза. Благодаря биосовместимости и биоразлагаемо-
сти L-аргинин используют при разработке компонентов 
многих биомедицинских матриц [8]. Показано, что пере-
дозировка L-аргинина не сопровождается развитием 
серьезных побочных эффектов, поскольку избыток вы-
водится с мочой в течение нескольких часов [8]. В то же 
время L-аргинин принимает активное участие в регене-
рации ран, поэтому пролонгированное и контролируемое 
введение этой аминокислоты является актуальной зада-
чей регенеративной медицины [9].

Необходимо отметить, что аминокислота лизин так-
же может улучшить заживление ран в организме. Лизин 
принимает участие в формировании коллагена, белка, 
который действует как каркас: поддерживает и прида-
ет структуру коже и костям. Лизин может действовать 
как связующее вещество, увеличивая количество новых 
клеток в ране [10].

Процесс восстановления поврежденных тканей до-
статочно длительный; в этой связи повысить эффек-
тивность регенерации, в том числе синтез нового вне-
клеточного матрикса, возможно путем дозированного 
ввода аминокислот в раневое ложе. Создание раневого 
покрытия, которое бы обладало не только барьерными, 
бактерицидными, но и регенерирующими свойствами, яв-
ляется актуальной задачей современной регенеративной 
медицины.

Цель исследования  —  формирование совместимых 
с фибробластами кожи альгинатных гелей, модифициро-
ванных природными аминокислотами аргинином и лизи-
ном, а также исследование скорости выхода данных ами-
нокислот из геля.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Формирование гелей

Для экспериментов было подготовлено 3 вида водных 
растворов 3% альгината натрия (Sigma-Aldrich, США) 
с содержанием аминокислот аргинина или лизина 
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(Sigma-Aldrich, США) в количестве 5, 10 и 20% от сухой 
массы альгината.

Аминокислоты добавляли в сухом виде, полученный 
раствор тщательно перемешивали на магнитной мешал-
ке (Tagler MM 135H, Россия) при комнатной температуре 
на протяжении 10 мин. Далее раствор альгината с амино-
кислотой вносили в 24-луночную плату по 300 мкл геля 
на лунку. Для образования геля альгинат в лунках опры-
скивали 10% раствором хлорида кальция (CaCl

2
) из рас-

пылителя и оставляли на 20 мин. при комнатной темпе-
ратуре.

После желирования гели трижды промывали деиони-
зированной водой для удаления неабсорбированных ге-
лем аминокислот. Затем гели заливали фиксированным 
объемом воды (600–2500 мкл) для последующего инкуби-
рования и измерения количества вышедших из них ами-
нокислот.

Для оценки стабильности гелей с лизином во времени 
их инкубировали в течение 1, 3 и 7 сут в 600 мкл воды 
при комнатной температуре.

Для оценки влияния объема жидкости, в котором на-
ходился гель, на скорость выхода аргинина из геля каж-
дый образец объемом 300 мкл с содержанием аргинина 
5, 10 и 20% от массы альгината выдерживали в 600, 1200 
и 2500 мкл воды при комнатной температуре в течение 
1 часа; альгинатный гель по отношению к воде занимал 
33, 20 и 11%. Для сравнения выхода аргинина и лизи-
на гели инкубировали в течение 1 часа в 600 мкл воды 
при комнатной температуре.

Определение количества вышедших из гелей 
аминокислот

Количество вышедших из гелей аминокислот оценивали 
спектрофотометрическим методом (спектрофотометр 
ПЭ-5400УФ, «Экрос», Россия). Для этого проводили нин-
гидриновую реакцию, в ходе которой происходило вза-
имодействие аминогрупп с нингидрином. Далее измеря-
ли оптическую плотность продукта реакции: фиолетово 
окрашенного комплекса при длине волны 400 нм. Данный 
метод очень чувствителен и позволяет определить ами-
нокислоты в малых концентрациях [11].

Для построения калибровочных графиков зависимо-
сти оптической плотности от концентрации аминокислоты 
были приготовлены следующие растворы: 0,2% раствор 
нингидрина (Sigma-Aldrich, США) в деионизированной 
воде, 0,2% растворы лизина и аргинина в деионизирован-
ной воде. Растворы лизина и аргинина в концентрации 
0,2% использовали по пять проб объемом 50, 100, 200, 
300 мкл, в которых содержалось 0,1; 0,2; 0,4; 0,6 мкг ами-
нокислоты соответственно. В каждую пробирку добав-
ляли по 250 мкл раствора нингидрина. Затем пробирки 
помещали в термостат и инкубировали при температуре 
100 °С на 3 мин. Объем растворов в каждой пробирке до-
водили до 6 мл деионизированной водой и измеряли оп-
тическую плотность растворов при длине волны 400 нм. 
По полученным значениям строили калибровочные кри-
вые зависимости оптической плотности раствора от ко-
личества аминокислот в растворе.

Количество вышедших из гелей аминокислот в экс-
периментах было рассчитано с помощью калибровочных 
кривых, для этого в каждом опыте отбирали по 500 мкл 
жидкости, в которой инкубировали гели. В пробирки 
с жидкостью добавляли по 250 мкл раствора нингидри-
на, далее пробирки помещали в термостат при t = 100 °С 

на 3 мин. Объем растворов в каждой пробирке доводили 
до 6 мл деионизированной водой и измеряли оптическую 
плотность растворов на спектрофотометре при длине 
волны 400 нм.

Исследования in vitro

В качестве модельных объектов в работе была исполь-
зована клеточная линия DF2 (фибробласты кожи чело-
века, «Коллекция культур клеток позвоночных» ИНЦ 
РАН). Для экспериментов с клетками альгинат предва-
рительно стерилизовали под действием озона. После 
приготовления стерильных гелей с 5% содержанием 
аминокислот на гели диаметром 1 см наносили суспен-
зию клеток объемом 300 мкл, содержание клеток в ко-
торой составило 30 000 клеток на лунку, и инкубирова-
ли в среде DMEM/F-12 («Биолот», Россия) с содержанием 
10% эмбриональной телячьей сыворотки (FBS) (Gibco, 
США) в течение 3 сут. Фиксацию результатов проводили 
фотосъемкой с помощью инвертированного микроско-
па (Nikon eclipse, TS 100, Япония).

Статистический анализ выполнен с использованием 
программного обеспечения Microsoft Excel, для оценки 
статистически значимых различий между конкретными 
образцами использовали t-тест Стьюдента. Различия 
считали статистически значимыми при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние сроков инкубирования на процент выхода 
лизина из альгинатного геля

Первоначально исследовали кинетику десорбции ли-
зина из альгинатных гелей. Гели с разным содержани-
ем лизина (5, 10 и 20%) инкубировали в воде в течение 
7  сут. При сравнении влияния сроков инкубирования 
на количество связанного с гелем лизина было выявле-
но, что для геля с минимальной концентрацией лизина 
(5%) выход аминокислоты в первые сутки составил почти 
16% от исходного ее количества; соответствующие дан-
ные представлены на рисунке 1. При более длительном 
инкубировании геля доля десорбированного лизина от-
носительно исходного количества уменьшалась. Однако 
статистически достоверные отличия обнаружили между 
образцами с содержанием лизина 5 и 20%. Очевидно, 
этот результат обусловлен концентрационным равнове-
сием, которое возникает в системе при длительном инку-
бировании гелей в воде.

Далее в течение 7 сут количество вышедшего из геля 
лизина не менялось. При увеличении доли лизина в геле 
его выход снижался в течение всей недели: чем больше 
лизина было в геле, тем меньшее количество его обна-
руживали по истечении 7 сут инкубирования. Это можно 
объяснить тем, что между гелем и раствором установи-
лось концентрационное равновесие.

При изучении влияния объема жидкости, в которой 
инкубировали гель, на процент выхода лизина установле-
но, что чем больше объем воды, в которой инкубировали 
гель, тем больше аминокислоты десорбируется из геля. 
На рисунке 2 показано, что выход лизина из геля увели-
чивался при увеличении объема жидкости, в которой его 
инкубировали.

Так, в образце геля с содержанием лизина 5% 
при инкубировании в большом объеме воды (соотноше-
ние геля по отношению к воде  —  11%) уже за первый 
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час инкубирования более 40% лизина десорбировалось 
в воду. Однако при увеличении доли геля по отношению 
к воде в три раза, до 33%, наблюдали уменьшение ин-
тенсивности выхода лизина до 15%, что приблизительно 
в три раза меньше по сравнению с образцом, где соот-
ношение геля к воде составило 11%. В данном случае 
также прослеживается закономерность снижения про-
цента выхода лизина в два раза при увеличении соотно-
шения геля к воде с 11 до 20%. Отмеченные изменения 
можно объяснить тем, что в процессе выхода лизина 
из геля происходило насыщение окружающего водного 
раствора аминокислотой и уменьшение скорости де-
сорбции лизина.

Сравнение процента выхода лизина и аргинина 
из геля спустя 1 час инкубации

В организме человека есть две аминокислоты, которые 
участвуют в метаболизме и построении новых белков. 
Поэтому присутствие обеих аминокислот может способ-
ствовать более быстрой регенерации тканей. Поскольку 
лизин и аргинин имеют разные структурные особенности, 
следует ожидать, что способность их десорбироваться 
из гелей также будет различной.

При инкубировании гелей как с лизином, так и с ар-
гинином в 600  мкл воды установлено, что лизин выхо-
дил из геля интенсивнее, чем аргинин (рис. 3). Причем 
выход лизина варьировал от 15 до 11% в зависимости 

от исходного его содержания, а выход аргинина — с 14 
до 7% для образцов гелей с содержанием аминокислоты 
от 5 до 20%.

При увеличении объема воды с 600 до 2500 мкл при ин-
кубировании гелей разницы в интенсивности десорбции 
между аргинином и лизином обнаружено не было.

На основании результатов, представленных на рисун-
ках 3 и 4, установлено, что при инкубировании гелей в не-
большом объеме воды (600 мкл) лизин из геля выходил 
быстрее, чем аргинин, в среднем на 4,3%. При увеличении 
объема воды до 2500 мкл статистически достоверных от-
личий между десорбцией аргинина и лизина обнаружено 
не было. Также следует отметить, что для обеих амино-
кислот интенсивность их десорбции из альгинатного геля 
увеличивается в несколько раз при увеличении объема 
воды с 600 до 2500 мкл.

Для объяснения полученных результатов необходи-
мо рассмотреть структуру молекул этих аминокислот. 
Благодаря своему строению молекула аргинина способ-
на придавать белкам бóльшую стабильность, чем лизин 
[10]. Гуанидиновая группа аргинина обеспечивает взаи-
модействие с другими молекулами в трех различных на-
правлениях, в то время как дополнительная аминогруппа 
лизина — только в одном направлении. Эта особенность 
позволяет аргинину образовывать множество электро-
статических и водородных связей и обеспечивать более 
прочное взаимодействие, чем лизин [12].
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 1. Кинетика выхода лизина из гелей
Примечание: * уровень статистической значимости p ≤ 0,05.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 3. Динамика выхода аминокислот из геля с различным соотношени-
ем аминокислоты и альгината спустя 1 час инкубации в 600 мкл жидкости
Примечание: * уровень статистической значимости p ≤ 0,05.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 2. Влияние соотношения геля и воды на количество десорбирован-
ного лизина из геля
Примечание: * уровень статистической значимости p ≤ 0,05.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 4. Динамика выхода аминокислот из геля с различным соотношением 
аминокислоты и альгината спустя 1 час инкубации в 2500 мкл жидкости
Примечание: * уровень статистической значимости p ≤ 0,05.
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 5. Оптическая микроскопия клеток линии DF2 на альгинатных гелях
Примечание: стрелкой показаны клетки на поверхности чашки и внутри геля.

Следует принять во внимание также ионное взаимо-
действие, которое у аргинина должно быть более ста-
бильным, особенно при высоких значениях pH, в связи 
с более высокой константой диссоциации кислоты (pKa) 
по сравнению с лизином [13].

Нужно отметить, что дальнейшее увеличение содер-
жания аминокислот в растворе альгината препятство-
вало образованию геля. При проведении эксперимента 
необходимо было учесть, что вязкость альгината зависит 
от кислотности среды. Так, по данным KY Lee & Mooney, 
она увеличивается при уменьшении кислотности, дости-
гая максимума при значении pH 3–3,5 [14].

При физиологических условиях (pH = 7) аминокис-
лоты L-аргинин и L-лизин имеют положительный за-
ряд. Однако при измерении pH растворов альгината 
с этими аминокислотами оказалось, что его значение 
равно 11. Несмотря на большое значение pKa, особен-
но для аргинина, это могло оказать влияние как на за-
ряд аминокислот, так и на стабильность альгинатного 
геля [15, 16].

Фибробласты кожи человека наносили на поверх-
ность альгинатных гелей и анализировали гели с помо-
щью оптической микроскопии (рис. 5). В качестве контро-
ля использовали поверхность культурального пластика. 
Как видно на рисунке 5, после 3  сут культивирования 
клетки на пластике имели веретеновидную форму, ха-
рактерную для фибробластоподобных клеток. При на-
несении суспензии клеток на альгинатные гели без мо-
дификации мы не наблюдали клеток на гелях, все клетки 
мигрировали на поверхность культурального пластика 
и пролиферировали только на поверхности культураль-
ного сосуда. При нанесении клеточной суспензии на аль-
гинатные гели, модифицированные аминокислотами, 

клетки адгезировали на гели, однако их морфология 
имела сферическую форму. Действительно, такая фор-
ма типична для клеток, культивируемых на альгинат-
ных гелях, поскольку отрицательный заряд альгината 
препятствует распластыванию клеток, но присутствие 
в гелях таких положительно заряженных аминокислот, 
как лизин и аргинин, способствовало достаточно высо-
кой адгезии клеток к модифицированным альгинатным 
гелям. Следовательно, внесение аминокислот в альги-
натные гели, модифицированные аминокислотами, спо-
собствует адгезии клеток.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проведенных исследований были сфор-
мированы гели, модифицированные природными ами-
нокислотами  —  аргинином и лизином. Было показано, 
что варьирование содержания аминокислот в составе 
модифицированного альгинатного геля может контро-
лировать скорость десорбции аминокислоты из геля: 
чем выше концентрация аминокислоты, тем меньше 
аминокислоты выходит из геля. Также интенсивность 
десорбции аминокислоты можно повысить, увеличивая 
объем воды. Скорость десорбции лизина выше скорости 
десорбции аргинина из альгинатного геля. Достаточно 
высокая адгезионная способность фибробластов кожи 
человека к альгинатным гелям, модифицированным 
аминокислотами, позволяет сделать предположение, 
что такие раневые покрытия могут быть использованы 
не только как носители для трансплантируемых клеток, 
но и будут способствовать миграции собственных кле-
ток пациента из граничащих с раневым ложем окружа-
ющих тканей.

Контроль  Альгинат  

Альгинат + Лизин  Альгинат + Аргинин  
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