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Методом активированной хемилюминесценции в сочетании с математическим моделированием
впервые проведена количественная оценка антиоксидантных свойств и исследована супероксид-
дисмутазоподобная (СОД-подобная) активность цитрат-стабилизированного коллоидного раство-
ра ультрамалых наночастиц (3 нм) CeO2 в биохимических моделях. Антиоксидантная емкость
1 мкмоль/л золя CeO2 относительно тролокса – водорастворимого аналога витамина Е – составила
0.049 ± 0.004 мкмоль/л; таким образом, способность CeO2 выступать в качестве перехватчика сво-
бодных радикалов примерно в 20 раз ниже тролокса. Методом математического моделирования
оценена антиоксидантная активность. Константы скорости перехвата свободных радикалов равны
2000 нМ–1 мин–1 для тролокса и k1 = 300 нМ–1 мин–1, k2 = 4 нМ–1 мин–1 для диоксида церия. СОД-
подобная активность 1 ммоль/л СеО2 в единицах активности СОД составила 2.00 ± 0.03 нмоль/л.
Следовательно, активность CeO2 как миметика СОД примерно на 6 порядков ниже активности на-
тивного фермента.
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ВВЕДЕНИЕ
В последнее десятилетие одной из наиболее

динамично развивающихся областей науки явля-
ется наномедицина. Разработка нанотехнологий
и нанопрепаратов для профилактики, диагности-
ки и лечения заболеваний привлекает все боль-
шее внимание исследователей, о чем свидетель-
ствует резкий рост числа публикаций по данной
тематике. Так, начиная с 1999 г., когда был впер-
вые предложен термин “наномедицина” [1], в ба-
зе данных Pubmed появилось почти 48 тыс. ста-
тей, включающих слова “наномедицина” или
“наноматериалы”, при этом одних только обзо-
ров опубликовано более 2000. Вместе с тем число
официально зарегистрированных нанопрепара-
тов на порядок меньше, чем описано в литературе
[2], и составляет около 50 [3].

Нанопрепараты для медицинского примене-
ния можно классифицировать следующим обра-

зом: 1) инкапсулированные препараты на основе
давно и успешно применяющихся липосом,
2) неорганические наночастицы, 3) полимерные
наносистемы, 4) лекарственные конъюгаты с ан-
тителами или белками, 5) конструкции на основе
вирусов и фагов. Исследования структурных и
функциональных особенностей наноматериалов
расширяют область их биомедицинского приме-
нения не только в качестве лекарств, но и как
биосовместимых агентов для адресной доставки
лекарственных препаратов [4, 5], биосенсоров [6]
и составляющих компонентов при изготовлении
имплантов в тканевой инженерии [7, 8].

В 2009 г. экспертной группой по наномедици-
не Европейского медицинского агентства было
определено, что 90% предлагаемых исследовате-
лями наноматериалов непригодны для дальней-
шего биомедицинского использования, что свя-
зано с недостаточно полным анализом их без-
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опасности – как прямой токсичности, так и
воздействия на гомеостаз [9]. В этих вопросах, не-
смотря на большой объем исследований, остается
много белых пятен: плохо изучены механизмы
биодеградации, накопления и выведения из орга-
низма, краткосрочные и отложенные эффекты,
участие в метаболизме на клеточном уровне.

Повреждающее действие свободных радика-
лов (активных форм кислорода, АФК) по отноше-
нию к биомолекулам известно с 50-х гг. прошлого
века [10–13]. Окислительная модификация белков,
окислительное повреждение ДНК, перекисное
окисление липидов – все эти биохимические про-
цессы приводят к повреждению клеток и наруше-
нию их функции, что дало основание Г. Зису в 1985 г.
ввести понятие окислительного стресса [14]. В по-
следние годы роль свободных радикалов подверг-
лась существенному пересмотру – они привлека-
ют внимание не только в отношении патологиче-
ского процесса, но и с точки зрения их участия в
нормальной жизнедеятельности клеток. Следо-
вательно, любые потенциальные диагностиче-
ские или терапевтические фармацевтические
препараты должны быть охарактеризованы в от-
ношении их про- или антиоксидантной активно-
сти.

Наночастицы диоксида церия обладают ком-
плексом уникальных физико-химических свойств,
среди которых особый интерес вызывает ферменто-
подобная активность [15]. Наночастицы СеО2 спо-
собны выполнять функции супероксиддисмутазы
(СОД) [16], каталазы [17], пероксидазы [18], оксида-
зы [19] и фосфатазы [20]. Одним из важнейших пер-
вичных радикалов является супероксид-анион-ра-
дикал, постоянно образующийся при дыхании ми-
тохондрий и участии ряда ферментов, таких как
ксантиноксидаза и НАДФН-оксидаза. Фермен-
том, метаболизирующим супероксид-анион-ра-
дикал, является СОД. СОД-подобная активность
была продемонстрирована для диоксида церия
одной из первых [16, 21–23]. С учетом низкой
токсичности СеО2 можно надеяться на сравни-
тельную безопасность применения этого препа-
рата in vivo.

Антиоксидантную ферментоподобную актив-
ность СеО2 целесообразно исследовать как по от-
ношению к дисмутации супероксидного анион-
радикала, так и с точки зрения радикал-перехва-
тывающих свойств наночастиц СеО2. Общепри-
нятым подходом к количественному описанию
антиоксидантных свойств низкомолекулярного
перехватчика радикалов является количествен-
ное определение какого-либо параметра относи-
тельно единиц концентрации стандартного со-
единения, отражающего способность веществ об-
рывать цепи свободнорадикальных реакций.
Такой подход использует, например, метод TRAP
(Total Radical-Trapping Antioxidant Potential), осно-

ванный на способности перехватывать радикалы,
образующиеся при распаде термолабильных азо-
соединений [24]. Вместе с тем такой подход явля-
ется неполным и не учитывает индивидуальных
физико-химических характеристик антиоксидан-
та. Разные по химической природе антиоксиданты
имеют различный характер хемилюминесцентных
кривых, что делает невозможным применение ка-
кого-либо универсального параметра для характе-
ристики количества или активности антиоксидан-
тов различной химической природы. Другой спо-
соб описания антиоксидантных свойств основан
на определении не только концентрации антиок-
сиданта, но и константы скорости перехвата ради-
калов [25, 26].

В настоящей работе для исследования антиокси-
дантных свойств диоксида церия впервые приме-
нен метод активированной хемилюминесценции
(ХЛ) в сочетании с математическим моделировани-
ем кинетических кривых. Антиоксидантная ем-
кость препарата в единицах водорастворимого ана-
лога витамина Е, тролокса, была определена мо-
дифицированным методом TRAP [27]. Для этого
использовали биохимическую модель, в которой
контролируемым источником свободных радика-
лов выступает 2,2'-азо-бис(2-амидинопропан) ди-
гидрохлорид (АБАП). Математическое моделиро-
вание кинетики полученных хемилюминограмм
проводили с помощью программы Kinetic Analyz-
er. В результате определяли константы скорости
перехвата радикалов, характеризующие антиок-
сидантную активность. Супероксиддисмутазную
активность оценивали в стандартной биохимиче-
ской модели генерации супероксидного анион-
радикала на основе фермента ксантиноксидазы и
субстрата ксантина, используя СОД в качестве
стандартного соединения.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Рентгенофазовый анализ образцов СеО2 про-
водили с использованием дифрактометра Bruker
D8 Advance (CuKα-излучение, геометрия θ–2θ).
Для расшифровки рентгенограмм использовали
банк данных ICDD PDF2. Средний гидродина-
мический диаметр наночастиц СеО2 оценивали
методом динамического рассеяния света с приме-
нением анализатора Photocor Complex. Анализ
образцов методом просвечивающей электронной
микроскопии (ПЭМ) был проведен с использова-
нием микроскопа Leo 912 AB Omega при ускоря-
ющем напряжении 100 кВ.

Антиоксидантную емкость препаратов опреде-
ляли методом активированной ХЛ в системе гене-
рации свободных радикалов 2,2'-азо-бис(2-ами-
динопропан) дигидрохлоридом (АБАП, Sigma-
Aldrich, США) в присутствии активатора хемилю-
минесценции – люминола (Sigma-Aldrich, США)
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согласно методике, описанной нами ранее [27]. В
результате термолиза АБАП разлагается мономо-
лекулярно на два симметричных свободных ради-
кала, которые быстро вступают в реакцию с кис-
лородом с образованием алкилпероксильных ра-
дикалов (рис. 1) [28].

В качестве стандарта использовали водорас-
творимый аналог витамина Е – тролокс (Sigma-
Aldrich, США). Исходный 100 мМ раствор тро-
локса готовили в 100 мМ фосфатном буферном
растворе (ФБР, рН 7.4), рабочие концентрации
получали разбавлением исходного раствора бу-
ферным (100 мМ, рН 7.4).

СОД-подобную активность определяли мето-
дом активированной ХЛ в системе ксантин/ксан-
тиноксидаза. Фосфатные буферные растворы с
концентрацией 100 мМ и pH 7.4 или 8.6 готовили
растворением навески KH2PO4 (Sigma-Aldrich,
США) в 1.00 л дистиллированной воды с последу-
ющим доведением до нужного значения рН, кон-
тролируя кислотность при помощи pH-метра
HANNA pH-211 (США).

Ксантин (3,7-дигидропурин-2,6-дион, Sigma-
Aldrich, США) с концентрацией 1 мМ готовили
растворением соответствующей навески в ФБР
(pH 8.6). Рабочий раствор ксантиноксидазы (Sig-
ma-Aldrich, США, X4875-10UN) с активностью
a = 0.27 ед/мл получали разбавлением исходной
суспензии ФБР (рН 7.4). Ксантиноксидаза пред-
ставляет собой комплекс молибден- и железосо-
держащих нестабильных цитозольных ферментов
с широкой субстратной специфичностью, содер-
жащихся в различных органах и тканях. Ксанти-

ноксидаза участвует в метаболизме пуринов (ги-
поксантина и ксантина) с образованием мочевой
кислоты, а также в окислении пиримидинов,
жирных кислот, катехоламинов, глутатиона, де-
гидрировании восстановленных форм никотина-
мидадениндинуклеотида (НАД) и никотинами-
дадениндинуклеотидфосфата (НАДФ) [29]. По
определению каталитической активности, одна
единица фермента превращает 1.0 мкмоль ксан-
тина в мочевую кислоту за 1 мин при 25°C и рН 7.5
(рис. 2).

Селективный ХЛ-зонд на супероксид анион-
радикал, люцигенин (10,10'-диметил-9,9'-биак-
ридиния динитрат, Sigma-Aldrich, США), с кон-
центрацией 1 мМ готовили растворением навес-
ки в ФБР (pH 7.4).

В ХЛ-кювету помещали необходимое количе-
ство ФБР (рН 7.4) до конечного объема 1.000 мл,
аликвоту люцигенина (с = 100 мкМ), ксантина
(с = 40 мкМ) и пробы наночастиц СеО2 в разных ко-
нечных концентрациях и перемешивали. Регистри-
ровали фоновое свечение в течение 60–100 с, затем
добавляли ксантиноксидазу (а = 0.027 ед/мл). В ка-
честве аналитического сигнала использовали
площадь под ХЛ-кривой, пропорциональную ко-
личеству перехваченных радикалов. ХЛ-измере-
ния проводили при 37°С.

Градуировочную зависимость строили по су-
пероксиддисмутазе (Sigma-Aldrich, США). Ис-
ходный раствор активностью 4600 ед/мл получа-
ли растворением навески в дистиллированной
воде. Растворы с рабочими концентрациями по-
лучали разбавлением маточного раствора дистил-
лированной водой.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В результате синтеза по методике, основанной

на термогидролизе водного раствора гексанитра-
тоцерата(IV) аммония [30], был получен электро-
статически стабилизированный золь нанокри-
сталлического диоксида церия. Концентрация
полученного золя СеО2 составила 23 г/л (по диок-
сиду церия). По данным рентгенофазового ана-
лиза высушенного образца золя, он содержал од-

Рис. 1. Термолиз АБАП в присутствии кислорода [28].
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нофазный диоксид церия (PDF2 34-0394). Размер
частиц CeO2, определенный по соотношению
Шеррера, составил 3 нм. Методом динамическо-
го рассеяния света была определена величина
среднего гидродинамического диаметра наноча-
стиц, равная 10–11 нм. Результаты анализа образ-
ца золя СеО2 методом просвечивающей элек-
тронной микроскопии и электронной дифракции
подтверждают данные о размере частиц и фазо-
вом составе полученного материала (рис. 3).

Для проведения биохимических эксперимен-
тов полученный золь был дополнительно стаби-
лизирован цитратом аммония (мольное соотно-
шение цитрат аммония : CeO2 = 1 : 1).

Определение антиоксидантной емкости
Градуировочную зависимость строили по тро-

локсу – стандартному соединению, которое реаги-
рует со свободными радикалами в соотношении
1 : 2 в соответствии с наличием двух гидроксиль-
ных групп в структуре. Форма аналитического сиг-
нала и градуировочная зависимость по тролоксу
приведены на рис. 4а и 4б соответственно.

Расчет концентрации проводили по площади
области подавления свечения после добавления
антиоксиданта к системе (заштрихованная пло-
щадь на рис. 4а). Полученное уравнение градуи-
ровочной прямой имело вид:

Влияние тролокса на кинетику ХЛ выражается
в полном подавлении свечения в течение фикси-
рованного интервала времени, который опреде-
ляется как латентный период. Такое действие ха-
рактерно для сильных антиоксидантов, полно-
стью перехватывающих все свободные радикалы,
образующиеся в системе. Завершение латентного
периода связано с полным истощением антиок-
сиданта и характеризуется крутым ростом интен-
сивности ХЛ и возвращением на прежний стаци-
онарный уровень, наблюдаемый в отсутствие ан-
тиоксиданта (рис. 4а).

Для диоксида церия получили кривые другого
вида, когда после добавления антиоксиданта на-
блюдалось существенное, но неполное подавле-
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Рис. 3. Электронная микрофотография (ПЭМ) и дан-
ные электронной дифракции для наночастиц СеО2.
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Рис. 4. (а) – Хемилюминограммы тролокса в системе 2.5 мМ АБАП + 2.0 мкМ люминол, стрелкой показан момент до-
бавления тролокса, заштрихована область подавления свечения на ХЛ-кривой, пропорциональная количеству пере-
хваченных радикалов; (б) – градуировочная зависимость площади области подавления свечения (S, усл. ед.) от кон-
центрации тролокса (с, нмоль/л) в системе.
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ние интенсивности, что качественно свидетель-
ствует о более слабой антиоксидантной активно-
сти диоксида церия по сравнению с тролоксом
(рис. 5).

Площадь области подавления свечения (S) ли-
нейно зависит от концентрации диоксида церия,
уравнение градуировочной прямой имеет вид: S =
= (0.27 ± 0.01) × c (СеО2, мкмоль/л) + (69 ± 10),
r = 0.986 (P = 0.95, n = 5). По площади области по-
давления рассчитана антиоксидантная емкость
1 мкмоль/л диоксида церия в единицах концен-
трации тролокса, мкмоль/л (число параллельных
опытов n = 9), равная 0.049 ± 0.004. Таким обра-
зом, способность CeO2 выступать в качестве пе-
рехватчика свободных радикалов примерно в
20 раз ниже тролокса. В нашем исследовании
цитрат аммония обладал собственной незначи-
тельной антиоксидантной активностью, вклад
которой учитывали при расчете антиоксидантной
емкости наночастиц СеО2.

Применение нанодисперсного СеО2 в каче-
стве регулятора уровня АФК и акцептора свобод-
ных радикалов как in vitro, так и in vivo подробно
рассмотрено в обзорах [18, 31, 32]. Многочислен-
ные исследования были проведены на биохими-
ческих, субклеточных, клеточных и животных
моделях. В случае исследований в биологических
системах (субклеточный, клеточный, организ-
менный уровни) антиоксидантную активность
оценивали качественно по наличию или отсут-
ствию соответствующего эффекта. Так, в работе
Квона и соавт. [33] сообщается о подавлении ги-
бели нейронов у трансгенных мышей 5xFAD (мо-
дель болезни Альцгеймера) модифицированны-
ми трифенилфосфином наночастицами СеО2,
локализующимися в митохондриях. Продемон-
стрировано применение наночастиц СеО2 в усло-
виях окислительного стресса и при нарушениях
митохондриального метаболизма на первичной
культуре фибробластов кожи человека [34]. Пока-
зано значительное снижение роста опухоли яич-
ников при воздействии нанодисперсного СеО2,
модифицированного фолиевой кислотой (модель
ксенотрансплантата рака) [35]. В последнем иссле-
довании мышам делали внутрибрюшинные инъ-
екции нативных и модифицированных фолиевой
кислотой наночастиц СеО2, а также цитотоксиче-
ского препарата – цисплатина. Наилучший тера-
певтический эффект был получен в серии опытов
с введением модифицированных наночастиц
СеО2 в сочетании с цисплатином. Кроме того, мо-
дифицированные наночастицы СеО2 восстанав-
ливали экспрессию виментина, что указывает на
потенциальную способность ограничивать мета-
стазирование опухоли. Вонг и соавт. [36] исполь-
зовали крыс линии P23H-1 (модель аутосомно-
доминантной формы пигментного ретинита) для
анализа клеточных механизмов защитного дей-

ствия наночастиц СеО2, предотвращающих поте-
рю клетками фоторецепторной функции, и про-
должительности их каталитической активности.
После инъекции наблюдалось восстановление
функции клеток палочек и колбочек, а при систе-
матическом введении нанодисперсного СеО2 –
уменьшение числа апоптотических клеток и за-
медление процессов перекисного окисления липи-
дов в сетчатке. Это исследование дополняет собой
ряд известных моделей заболеваний сетчатки гры-
зунов, демонстрирующих эффективное защитное
действие наночастиц СеО2 против прогрессирова-
ния патологического процесса. Известны результа-
ты успешных исследований антиоксидантных
свойств наночастиц СеО2 при лечении ожирения
(на примере крыс линии Wistar) [37] и ишемическо-
го реперфузионного повреждения гепатоцитов
(крысы линии Sprague-Dawley) [38].

В экспериментах на биохимических моделях
проводились не только качественные, но и коли-
чественные оценки радикал-перехватывающей
способности наночастиц СеО2. В частности, было
изучено влияние диаметра наночастиц СеО2 и их
поверхностной модификации на реакционную
способность наночастиц в отношении пероксида
водорода (один из видов АФК) на молекулярной
и клеточной моделях [39]. Было обнаружено, что
наибольшей реакционной способностью облада-
ют частицы СеО2 диаметром 3.8 нм, модифици-
рованные олеиновой кислотой. Сравнительный
анализ антиоксидантной активности методом
ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) пока-
зал, что радикал-перехватывающая способность
наночастиц СеО2 превышает аналогичную харак-
теристику тролокса в 9 раз. Эти данные свиде-
тельствуют о том, что органические лиганды, ис-

Рис. 5. Хемилюминограммы цитрат-стабилизирован-
ного коллоидного раствора CeO2 в системе 2.5 мМ
АБАП + 2.0 мкМ люминол, стрелкой показан момент
добавления образца СеО2; I0 – начальный уровень
свечения до добавления образца, I – стационарный
уровень свечения после добавления образца.

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0 5 1510 20

I, усл. ед.

τ, мин

14 мкМ
70 мкМ 140 мкМ



ЖУРНАЛ НЕОРГАНИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 65  № 4  2020

КОЛИЧЕСТВЕННАЯ ОЦЕНКА РАДИКАЛ-ПЕРЕХВАТЫВАЮЩИХ СВОЙСТВ 559

пользуемые для стабилизации наночастиц СеО2,
не препятствуют проявлению последними анти-
оксидантных свойств. Тиан и соавт. [40] устано-
вили взаимосвязь между поверхностными свой-
ствами наночастиц СеО2 и их способностью ней-
трализовывать свободные радикалы на модели
окислительного стресса, вызванного доксоруби-
цином, являющимся противоопухолевым препа-
ратом. Было установлено, что пористые нано-
стержни СеО2 с большой площадью поверхности
(141 м2/г) и значительной концентрацией поверх-
ностных ионов Се3+ (32.8%) в 15.5 раз превосхо-
дят тролокс по своим антиоксидантным свой-
ствам.

В настоящей работе нам впервые удалось надеж-
но оценить антиоксидантные свойства наночастиц
СеО2 с применением оригинального подхода, за-
ключающегося в использовании модифицирован-
ного метода TRAP в сочетании с математическим
моделированием. Необходимо отметить, что пред-
шествующие работы, основанные на измерении
длительности латентного периода, степени подав-
ления интенсивности свечения или угла наклона
начального участка хемилюминесцентной кривой,
не позволяют проводить достоверное сравнение ак-
тивности антиоксидантов различной химической
природы, даже если такую активность выражают в
единицах активности эталонного антиоксиданта.
Использованный нами способ позволяет опреде-
лить действительную начальную концентрацию
антиоксиданта в реакционной смеси, а значение
константы скорости реакции взаимодействия ан-
тиоксиданта с радикалом является универсаль-
ной мерой антиоксидантной активности любого
вещества, независимо от химической природы.
Константа скорости реакции позволяет удовле-
творительным образом предсказать характер вли-
яния антиоксиданта с известной начальной кон-

центрацией на протекание свободнорадикальных
процессов, в частности, позволяет рассчитать пе-
риод защитного действия и степень окисленно-
сти компонентов реакционной смеси в зависимо-
сти от длительности свободнорадикального про-
цесса и т.п.

Оценка антиоксидантной активности методом 
математического моделирования

Для оценки антиоксидантной активности ди-
оксида церия был применен метод математиче-
ского моделирования, включающий построение
математической модели системы химических
реакций и вычисление констант скоростей этих
реакций путем решения прямой задачи и поиска
констант, при которых совпадение рассчитан-
ной по предложенной модели кинетической и
экспериментальной кривых будет удовлетвори-
тельным.

Для упрощения математического моделирова-
ния брали временной участок длительностью 40
мин. Экспериментальные кривые, полученные
для 100 нМ тролокса и диоксида церия, использо-
ванные для математического моделирования,
приведены на рис. 4а и 5 соответственно.

Для моделирования стационарного уровня ХЛ
(контроль без антиоксидантов) была использова-
на простая математическая модель, состоящая
из двух реакций: 1) реакция генерирования сво-
бодных радикалов и 2) хемилюминесцентная ре-
акция:

1) АБАП + Lum → R• (константа kR),
2) R• → P + свет (константа kLum),

где R• – свободный радикал или продукт реак-
ции в электронно-возбужденном состоянии, с
которым реагирует антиоксидант.

Для моделирования действия антиоксидантов
в систему уравнений добавляли реакцию для од-
ного антиоксиданта. Такая модель удовлетвори-
тельно описывала кинетику антиоксидантного
действия тролокса, для которого известен меха-
низм перехвата радикалов 1 : 1:

3) R• + In→ P (константа kIn).
Для диоксида церия эта модель оказалась не-

достаточной, поэтому учитывали две независи-
мые реакции перехвата радикалов:

4) R• + In1→ P (константа kIn1),
5) R• + In2→ P (константа kIn2).
На рис. 6 приведены совмещенные расчетная

и экспериментальная кривые для СеО2.
Для тролокса оценена константа скорости

перехвата свободных радикалов, равная
kIn = 2000 нМ–1 мин–1. Для диоксида церия бы-
ли получены следующие константы скорости:
kIn1 = 300 нМ–1 мин–1, kIn2 = 4 нМ–1 мин–1.

Рис. 6. Экспериментальная (сплошная линия) и рас-
четная (пунктирная линия) хемилюминограммы для
диоксида церия.

70

50

60

40

30

20

10

0 10 20 30 40

v, нМ/мин

τ, мин



560

ЖУРНАЛ НЕОРГАНИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 65  № 4  2020

СОЗАРУКОВА и др.

Определение СОД-подобной активности
СОД-подобную активность определяли в мо-

дельной системе, содержащей ксантин (40 мкМ),
ксантиноксидазу (0.027 ед/мл) и люцигенин
(100 мкМ) в ФБР 100 мМ (рН 7.4). Добавление к
системе диоксида церия приводило к снижению
стационарного уровня хемилюминесценции, что
свидетельствует о его СОД-подобной активности
(рис. 7а).

Разности площадей под кривыми для кон-
трольного опыта и эксперимента (с добавлением
диоксида церия) линейно зависели от концентра-
ции СеО2 (рис. 7б):

Добавление супероксиддисмутазы к системе ге-
нерации супероксидного анион-радикала приводи-
ло к подавлению ХЛ, аналогичному действию диок-
сида церия (рис. 7а). Уравнение аппроксимирую-
щей функции: ΔS = (22 ± 3) × c (СОД, нмоль/л) +
+ (7.33 ± 0.84), r = 0.996 (P = 0.95, n = 5).

Анализ зависимостей ∆S(c) позволяет прове-
сти сопоставление диоксида церия и супероксид-
дисмутазы по их антиоксидантной активности по
отношению к супероксидному анион-радикалу
(табл. 1).

Антиоксидантная активность 1 ммоль/л диок-
сида церия в единицах активности СОД, нмоль/л
(n = 5) составила 2.00 ± 0.03.

Таким образом, экспериментально показана и
количественно оценена активность наночастиц
стабилизированного золя диоксида церия по от-
ношению к первичному свободному радикалу
живых систем – супероксидному анион-радика-
лу. По сравнению с СОД его активность была
примерно на 6 порядков ниже. Сам по себе су-

( ) ( )
( )

0 2– 52 9 СеО ,  ммоль/л –
4.58 0.84 , 0.992.

S S S c
r

Δ =
± =

×±
−

=

пероксидный анион-радикал не проявляет силь-
ных деструктивных или модифицирующих
свойств по отношению к биомолекулам, однако
он может реагировать, например, с NO с образо-
ванием чрезвычайно токсичного пероксинитри-
та. С другой стороны, дисмутация супероксидно-
го анион-радикала приводит к образованию пе-
роксида водорода – соединения, играющего
ключевую роль в поддержании редокс-статуса и
редокс-зависимых клеточных сигнальных путей.
Таким образом, поддержание определенного
уровня генерации супероксидного анион-ради-
кала является важным компонентом в обеспече-
нии нормальной жизнедеятельности клетки. При
патологии его продукция может резко возрастать.
Это случается, например, при реперфузионном
повреждении, когда поступление кислорода к тка-
ням после ишемии ведет к реэнергизации элек-
трон-транспортной цепи в митохондриях, ее акти-
вации и неконтролируемой продукции большого
количества супероксидного анион-радикала, ли-
пидному окислительному стрессу и, как следствие,
повреждению мембран и апоптозу клеток.

Единственным природным ферментом, ката-
лизирующим дисмутацию супероксидного ани-
он-радикала, является супероксиддисмутаза.
Многочисленные исследования доказали эффек-
тивность использования этого фермента при те-

Рис. 7. (а) – Хемилюминограммы коллоидного раствора диоксида церия (концентрации указаны на рисунке) в систе-
ме 40 мкМ ксантин + 0.027 ед/мл ксантиноксидаза + 100 мкМ люцигенин; (б) – разность площадей под хемилюми-
несцентными кривыми, пропорциональная числу перехваченных супероксидных анион-радикалов, как функция
концентрации коллоидного раствора диоксида церия.
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Таблица 1. Антиоксидантная активность диоксида це-
рия и СОД, приводящая к одинаковому подавлению
свечения ∆S = 100 усл. ед.

Антиоксидант Концентрация или 
активность

СОД 4.13 ± 0.04 нМ
СеО2 2.00 ± 0.02 мМ
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рапии воспалительных заболеваний респиратор-
ного тракта, при повреждении нервной ткани (на
модели крыс), при воспалении суставов, инфек-
ционных и токсических поражениях [41]. Сход-
ное действие оказывают миметики СОД – соеди-
нения, обладающие СОД-подобной структурой,
например, комплексы Cu(II), Zn, Mn(II), Co(II),
Co(III) [42]. Как правило, СОД-миметики обла-
дают более низкой (на два–четыре порядка) ак-
тивностью, чем нативный фермент [43], однако
легче проникают в клетку вследствие меньшего
размера (что очень важно, поскольку главным ис-
точником супероксидного анион-радикала явля-
ются клеточные органеллы – митохондрии), а
также обладают меньшей иммуногенностью.

СОД-подобная активность нанодисперсного
СеО2 была впервые оценена Корсвиком и соавт. с

использованием феррицитохрома С in vitro (  +
+ Ce4+ → O2 + Ce3+,  + Ce3+ + 2H+ → H2O2 +
+ Ce4+) [16]. Было установлено, что наночастицы
СеО2 с высоким соотношением Ce3+/Ce4+ демон-
стрируют более высокую СОД-подобную актив-
ность, что было впоследствии подтверждено ра-
ботой Селардо и соавт. [44]. Были рассчитаны
константы скоростей восстановления феррици-
тохрома С СОД и наночастицами СеО2, которые
оказались равными 1.1 × 105 и 3.6 × 109 М–1 с–1 со-
ответственно [16]. Результаты этого исследования
позволили сделать вывод о большей энзимопо-
добной активности наночастиц СеО2 в сравнении
с нативным ферментом. Батинич–Хаберле и со-
авт. [45] подробно исследовали и сопоставили
СОД-подобную активность диоксида церия с ря-
дом СОД-миметиков, включая соединения мар-
ганца, производные порфирина и металлопорфи-
рины, фуллерены, оксиды металлов и др. СОД-
подобная активность наночастиц диоксида церия
оказалась практически сопоставима с активно-
стью нативного фермента. Следует отметить, что
наноматериалы могут взаимодействовать с био-
молекулами, что вызывает модификацию их по-
верхности и приводит к снижению каталитиче-
ской активности [46, 47]. Взаимодействие нано-
частиц СеО2 с культуральными средами и
различными буферными растворами было все-
сторонне изучено в [47]. Было показано, что вза-
имодействие наночастиц СеО2 с фосфатным бу-
ферным раствором, обычно используемым для
работы с клеточными культурами и животными
моделями, приводит к потере СОД-подобной ак-
тивности и дозозависимому возрастанию катала-
зоподобной активности. Использование суль-
фатных и карбонатных буферных растворов не
оказывало влияния на ферментоподобную актив-
ность наночастиц. С учетом того, что фосфат-ио-
ны в значительном количестве присутствуют в
цитоплазме клетки, фосфатный буферный рас-

2O−

2O−

твор (ФБР) был выбран нами с целью исследова-
ния свойств наночастиц СеО2 в условиях, макси-
мально приближенных к организму. Можно ви-
деть, что использование ФБР действительно
приводит к сравнительно невысокой СОД-по-
добной активности СеО2, которая, тем не менее,
оказывается сопоставимой с активностью других
СОД-миметиков.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Методом активированной хемилюминесцен-

ции в сочетании с математическим моделирова-
нием впервые выполнена количественная оценка
антиоксидантных свойств и исследована СОД-
подобная активность стабилизированного цитра-
том аммония коллоидного раствора ультрамалых
наночастиц (3 нм) CeO2. Антиоксидантная ем-
кость 1 мкмоль/л золя CeO2 относительно тро-
локса – водорастворимого аналога витамина Е –
составила 0.049 ± 0.004 мкмоль/л. На основании
математического моделирования предложен ме-
ханизм антиоксидантного действия и оценены
константы скорости перехвата свободных ради-
калов, равные 2000 нМ–1 мин–1 для тролокса и
k1 = 300 нМ–1 мин–1, k2 = 4 нМ–1 мин–1 для на-
ночастиц диоксида церия. Количественно про-
анализирована СОД-подобная активность СеО2:
активность 1 ммоль/л коллоидного раствора ди-
оксида эквивалентна активности 2.00 ± 0.03
нмоль/л СОД.
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