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ОЦЕНКА эФФЕКТИВНОСТИ СОРБЕНТА СФЕРОЦЕЛЛ С80  
В ДИНАМИЧЕСКОМ РЕЖИМЕ

Реализованы процессы адсорбционного связывания эндотоксина из физио-
логического и альбуминсодержащего растворов с помощью сорбента Сферо-
целл С80. Оценены его гидродинамические характеристики и сорбционные 
свойства при связывании эндотоксина в динамическом режиме из модельных 
сред. Показано, что Сфероцелл С80 по своим гидродинамическим и емкост-
ным характеристикам удовлетворяет как процессам финишной очистки био-
препаратов, так и процессу гемосорбции.

СОРБеНт, ЭНДОтОКСИН, БИОПРеПАРАты, ГеМОСОРБцИЯ.

В XXI веке одной из актуальных про-
блем современной медицины остается ле-
чение сепсиса. По данным исследований, 
проводившихся в двадцати странах мира, 
наблюдается тенденция к росту частоты за-
болеваний и возникновению инфекционно-
септических осложнений со стабильно вы-
сокой летальностью. Несмотря на прогресс 
в соответствующей области знаний, кото-
рый проявляется во внедрении в лечебную 
практику новых антибактериальных пре-
паратов с широким спектром действия, в 
развитии современных представлений в 
сфере реаниматологии и интенсивной те-
рапии, в совершенствовании методик экс-
тракорпоральной гемокоррекции, сепсис и 
септический шок остаются по-прежнему 
основными причинами смерти пациентов 
во всем мире. течение сепсиса в  58 % слу-
чаев завершается септическим шоком, и 
летальность при септических состояниях 
составляет, по данным различных авторов,  
20 – 50 % [1].

В качестве главного фактора, опреде-
ляющего развитие шоковых состояний и, 
далее, полиорганной недостаточности, вы-
ступает появление в кровяном русле эндо-
токсина. Радикальный путь борьбы с этим 
состоянием – элиминация этого компо-
нента в кровотоке. 

По своей химической природе эндоток-
син представляет собой  липополисахарид 
(лПС). Это структурный элемент бакте-
риальной стенки грамотрицательных бак-
терий. Ричард Пфайфер в 1892 году опре-
делил биологическое действие открытого 
им эндотоксина. Практически все звенья 
гомеостаза прямым или косвенным обра-
зом атакуются этим токсичным веществом. 
циркулируя в кровотоке, оно активирует 
множество биологических защитных си-
стем. В результате активации последних 
возникает тяжелая воспалительная реак-
ция, с дальнейшим формированием поли-
органной недостаточности. Высокая био-
логическая активность лПС бактериальной 
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стенки вызывает тяжелые осложнения в ре-
зультате интоксикации организма. 

В качестве факторов, способствующих 
развитию системной эндотоксинемии, 
медики выделяют антибактериальную те-
рапию с применением препаратов бакте-
рицидного действия; повреждение есте-
ственных защитных барьеров; замедление 
и шунтирование портального кровотока, 
приводящие к недостаточности детокси-
цирующей функции печени; повреждение 
элиминационных функций почек и легких. 
Формирующаяся системная энтодоксине-
мия является мощным стимулятором гене-
рализованной тяжелой воспалительной ре-
акции. На этом фоне селективное удаление 
эндотоксина из крови представляется край-
не перспективной процедурой, способной 
прекратить или, по крайней мере, ослабить 
стимуляцию выработки воспалительных 
медиаторов [2]. 

В России имеется опыт лишь единич-
ных процедур плазмафереза с использова-
нием селективных колонок для связывания 
эндотоксина у тяжелой категории больных 
с инфекционно-септическими осложне-
ниями [3]. такие процессы реализуются с 
помощью специальной аппаратуры и сор-
бентов зарубежных фирм. Отечественные 
разработки в настоящее время неконкурен-
тоспособны в связи с их низкой эффектив-
ностью. 

Все вышеизложенное дает основание 
полагать, что разработка высокоэффектив-
ных сорбентов для элиминации эндотокси-
на представляет собой актуальную задачу. 

цель данного исследования – оценка 
эффективности гемосовместимого сорбен-
та для элиминации эндотоксина (Сферо-
целл С80) в белковых препаратах терапев-
тического применения и плазме крови. И, 
в связи с этим, изучение кинетики и дина-
мики взаимодействия эндотоксина с гидро-
фобными сорбентами различной структур-
ной организации,  с таким расчетом, чтобы 
разработать сорбционный метод элимина-
ции эндотоксина.

По физиологическому действию эндо-
токсин относится к группе пирогенов – сое-
динений, вызывающих пирогенные эффек-
ты (лихорадку). По химической структуре 
эндотоксин представляет собой олигомер, 
в состав которого входят три различных 
по составу и функциональному поведению 
фрагмента: липидный участок (липид А), 
0-полисахарид (0-антиген) и олигосахарид, 
их соединяющий (рис. 1) [4]. 

Существенными для процесса элими-
нации лПС являются жесткие требования 
к его остаточной концентрации. Фарма-
копеи Всемирной организации здравоох-
ранения требуют лимитировать содержа-
ние эндотоксина в лекарственных формах 
внутривенного применения пределом  

Рис. 1. Схематическая структура бактериального липополисахарида:  
Hep – гептоза; Kdo – 2-кето-3-деоксиоктоновая кислота; Glcn – N-ацетилглюкозамин; P – фосфат;  

I, II – полисахаридная и липидная составляющие; I (1) – O-специфическая цепь (высоковариабельный уча-
сток); I (2) – внешнее ядро (умеренно вариабельный участок); I (3) – внутреннее ядро (низковариабельный 

участок); IIA – липид А (почти невариабельный участок) 
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0,05 ppm (млн–1). Согласно [5], превыше-
ние этого предела в препарате может при-
водить к развитию септического шока у па-
циентов. 

Сопоставительный анализ современных 
методов элиминации с точки зрения ми-
нимальной остаточной величины концен-
трации целевого компонента (лПС) пока-
зывает, что наилучшего результата можно 
достичь в рамках применения адсорбцион-
ного метода. В случае использования эффе-
рентной терапии, многократное повторение 
элементарного акта сорбции оказывается 
естественным образом включенным в тера-
певтическую процедуру [6].

таким образом, магистральным путем 
решения сформулированной задачи явля-
ется создание селективного высокоэффек-
тивного (с очень высоким значением рав-
новесного коэффициента распределения 
(КР)) сорбента для связывания эндотокси-
на. При этом также важен выбор матрицы 
носителя для корректной иммобилизации и 
доступности аффинанта и реализации эф-
фективного внутридиффузионного перено-
са лПС.

Поблочное рассмотрение структуры мо-
лекулы лПС показывает следующее:

О-специфическая (гидратируемая) часть 
абсолютно бесперспективна в плане эффек-
тивности адсорбционного связывания;

ядерная часть адсорбционно актив-
на, но не обладает достаточной степенью 
селективности и способна обеспечить  
КР ≤ 5;

липидная часть (невариабильный уча-
сток) в гидрофильных биологических си-
стемах, напротив, представляется в высшей 
степени специфичной и пригодной для 
селективного связывания лПС. К анало-
гичному выводу пришли авторы статьи [7], 
которые провели  компьютерное моделиро-
вание процесса сорбции.

В качестве экспериментального гидро-
фобного сорбента использовался синте-
зированный в ходе выполнения работы 
сорбент Сфероцелл С80 на основе регене-
рированной целлюлозы (микросферическая 
форма, макропористый вариант). Гидро-
фобные радикалы, выбранные в качестве 

аффинантов, по существу представляют 
собой функциональный аналог алифатиче-
ского фрагмента молекулы лПС и потому 
характеризуются повышенным сродством к 
этому фрагменту.

Как показано в работе [8], кратность 
снижения равновесной концентрации лПС 
в физиологическом растворе в интервале 
исходных концентраций 10 – 10 000 нг/мл  
в КР для данного сорбента находится в диа-
пазоне 1 800 – 3 000. Однако в тех же усло-
виях, в присутствии 10 %-го альбумина, 
кратность понижается до уровня 50 – 280. 
По-видимому, таким образом проявляется 
конкуренция сорбатов за центры сорбции. 
Максимальная емкость сорбента по лПС в 
условиях конкуренции с альбумином пре-
восходит 37 000 нг/мл сорбента. Величина 
КР позволяет оценить степень понижения 
содержания лПС в модельной среде, в том 
числе предельную; емкость – эффектив-
ность применения сорбента при очень вы-
соких концентрациях лПС в средах. 

Эксперименты показали, что при хро-
матографии на Сфероцелле С80 потери ба-
зового белка не превосходят 5 % [8], в то 
время как соответствующие потери в про-
цессах с использованием сорбента Поли-
миксин Б сефарозы составляют более 25 % 
[4].

Одна из важнейших эксплуатационных 
характеристик сорбента – это его гидро-
динамическая жесткость, ограничивающая 
скорость потока в хроматографических 
процессах (что особенно существенно для 
процессов гемосорбции). Поэтому в работе 
изучали гидродинамическое сопротивление 
сорбента. Помимо этого, контролировали 
состояние гранул матрицы сорбента Сфе-
роцелл после динамического процесса. Ги-
дродинамические характеристики сорбента 
определяли в экспериментах in vitro с ис-
пользованием массообменного устройства 
фирмы «Покард». Экспериментальные ре-
зультаты представлены на рис. 2.

линейная скорость перфузии опреде-
лялась по величине объемной скорости 
фильтрации с учетом сечения колонки; 
она составила 30 мл/см2. Для определения 
максимально возможной скорости перфу-
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зии сорбент Сфероцелл С80 (фракционный 
состав – 500 – 800 мкм) загружали в сте-
клянную колонку объемом 50 мл и пропу-
скали  0,9 %-й раствор NaCl на скоростях  
100 – 400 мл/мин. При значениях до  
300 мл/мин наблюдался равномерный поток 
раствора, при повышении же скорости свы-
ше 300 мл/мин равномерность нарушалась: 
поток сохранялся по величине, но возникали 
пульсации, что свидетельствует о переходе 
к нестационарному режиму течения. таким 
образом экспериментально установлено, что 
сорбент обладает приемлемыми гидродина-
мическими характеристиками в диапазоне 
скоростей 0 – 300 мл/мин. 

Поскольку в дальнейшем  предполагается 
использование сорбента в неньютоновских 
жидкостях (плазма крови), особое внима-
ние уделялось анализу его деформационно-
прочностных характеристик. После извле-
чения сорбента из колонки образцы были 
изучены под микроскопом для выявления 
деформации и разрушения зерен сорбента. 
Констатировали отсутствие деформирован-
ных и  разрушенных гранул.

Особенность поровой структуры носи-
теля Сфероцелл состоит в бимодальном  
распределении пор по размерам. Для него 
характерны  как поры с размером 0,1 – 3,0 
мкм (транспортные поры), так и «хромато-
графические поры» с размерами  5 – 30 нм,  
при этом каждый тип пор дает определен-

ный удельный вклад в суммарный объем 
порового пространства: 0,8 – 0,9 для транс-
портных пор и 0,35 – 0,40 для пор хромато-
графического масштаба [8]. 

Ввиду большого количества транс-
портных пор, сорбент обеспечивает эф-
фективный массоперенос в каждом зерне 
для крупномолекулярных объектов, а ги-
дрофобные аффинанты конкурентным об-
разом разрушают ассоциаты лПС. такая 
структура носителя позволяет эффективно 
сорбировать молекулярные компоненты в 
широком интервале размеров: от индиви-
дуальных молекул до крупномасштабных 
ассоциатов без потери емкости сорбента; 
эта характеристика существенна при работе 
с крупномасштабными субстратами, в част-
ности, с ассоциирующимся лПС.

Динамические характеристики взаи-
модействия эндотоксина с гидрофобным 
сорбентом оценивали с использованием 
лабораторных колонок различного размера. 
Исследовали влияние скорости и времени 
перфузии на эффективность связывания 
лПС гидрофобным сорбентом Сфероцелл 
С80.

В рамках этих экспериментов 20 мл сор-
бента Сфероцелл С80 (фракция 125 – 315 
мкм) помещали в хроматографическую ко-
лонку. через нее в режиме рециркуляции 
пропускали водный раствор эндотоксина с 
концентрацией 10 нг/мл в течение полутора 

Рис. 2. Гидродинамические характеристики сорбента в экспериментах in vitro,  
полученные при перфузии 0,9 %-го раствора NaCl  при различных значениях гидродинамического 

коэффициента, торр: 0,33 (1), 0, 43 (2), 0,65 (3). 
Условия эксперимента: 1 – пустая колонка; 2, 3 – колонка с сорбентом, перфузия сверху вниз и снизу вверх, 

соответственно
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часов, на скорости 1 мл/с (60 мл/мин) об-
щим объемом 500 мл. В ходе эксперимента 
через каждые 10 мин отбирали пробы по 
100 мкл для анализа. В отобранных пробах 
хромогенным тестом LAL [9] определяли 
содержание эндотоксина. Результаты опи-
санного эксперимента приведены на рис. 3.  
Видно, что концентрация эндотоксина сни-
зилась более чем в 40 раз.

Исследования, направленные на оцен-
ку сорбции эндотоксина в условиях конку-

ренции с сывороточным альбумином про-
водили с помощью хроматографической 
колонки объемом 5 мл, заполненной 2 мл 
сорбента крупной фракции (500 мкм). че-
рез нее пропускали 500 мл раствора эндо-
токсина в концентрации 100 нг/мл в 10 %-м 
сывороточном альбумине человека. Поток 
обеспечивался перистальтическим насосом. 
Скорость потока выбиралась исходя из тре-
бований к процессу экстракорпоральной 
гемокоррекции (120 мл/мин). Опыт прово-

Рис. 3. Зависимость концентрации эндотоксина (лПС) на выходе хроматографической колонки  
от времени перфузии водного раствора эндотоксина (10 нг/мл) через сорбент Сфероцелл С80; 

скорость 1 мл/с

Рис. 4. Сравнение эффективностей сорбентa С80 (1)  
и гемосорбента на основе ПС-ДВБ (2) по динамике перфузии раствора смеси эндотоксина 

с сывороточным альбумином (100 нг/мл + 10 %).  
Представлены зависимости, аналогичные приведенной на рис. 3
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дили при постоянной температуре. Пробы 
для анализа отбирали каждые 20 мин в те-
чение двух часов. Количество эндотоксина 
в отобранных пробах определяли хромоген-
ным тестом LAL [9]. Результаты приведены 
на рис. 4 (кривая 1).  Анализ полученных 
результатов показал, что по истечении 120 
мин перфузии концентрация эндоксина в 
пробе снизилась в 5,7 раза, по сравнению 
с исходной.

Сравнительный эксперимент с исполь-
зованием макропористого гидрофобного 
гемосорбента отечественной разработки на 
основе полистиролдивинилбензола (ПС-
ДВБ), проведенный аналогичным образом, 
показал, что концентрация лПС в пробе 
за два часа перфузии снижается лишь в 3,9 
раза (рис. 4, кривая 2). 

В результате проведенного исследования 
показано, что при использовании сорбента 

Сфероцелл С80 в ходе сорбционного про-
цесса, реализованного в режиме, характер-
ном для финишной очистки  биопрепаратов 
генно-инженерного генеза, концентрация 
липополисахарида снижается в 40 раз, тог-
да как  в ходе такого процесса, реализован-
ного в режиме, характерном для процессов 
гемосорбции, концентрация липополисаха-
рида снижается более чем в 5 раз.

таким образом, реализованный процесс 
показывает, что сорбент Сфероцелл С80 в 
силу своих селективных, емкостных и ги-
дродинамических характеристик с успехом 
обеспечивает переход к динамическому 
режиму и по эффективности элиминации 
лПС не уступает конвенциональным сор-
бентам, обеспечивая при этом необходимый 
уровень элиминации лПС как в биопрепа-
ратах, так и в биологических жидкостях.
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The crucial factor of septic shock and subsequent multiple organ failure is the contamination of circulating 
blood with a bacterial endotoxin. The most straightforward approach to mitigating this condition is to remove 
the endotoxin from the bloodstream. 

The hydrophobic Spherocel S80 sorbent has been used as an experimental one in the present work. It was 
synthesized on the basis of regenerated cellulose. The dynamic characteristics of endotoxin interactions with 
the hydrophobic sorbent under flow conditions were studied using chromatographic columns of different sizes. 
The effects of the rate and perfusion duration on LPS binding by Spherocel S80 were evaluated. The endotoxin 
quantity in every taken sample of the perfusate was determined through a chromogenic LAL test.  

The implemented process showed that the sorbent Spherocel S80 proved successful under flow conditions 
due to its selective, capacitive, and hydrodynamic characteristics. Moreover, the sorbent was as efficient 
in LPS elimination as the conventional ones, ensuring the required degree of LPS elimination both in 
biotechnological preparations and biological liquids.  
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