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Впервые проведен анализ антиоксидантных свойств конъюгатов наночастиц СеО2 с сывороточным
альбумином человека (СеО2@САЧ), в том числе выделенных из плазмы крови и близких по составу
к плазме крови биологических жидкостей: перитонеальной (асцитическая) и синовиальной (су-
ставная). Антиоксидантная активность гибридных наноматериалов исследована по отношению к
алкилпероксильным радикалам методом люминолзависимой хемилюминесценции. Показано, что
при взаимодействии наночастиц СеО2 с очищенным сывороточным альбумином человека происхо-
дит снижение антиоксидантного и прооксидантного потенциала альбумина в ⁓1.5 раза. Предполо-
жительно, этот эффект обусловлен взаимодействием нанодисперсного СеО2 с сульфгидрильными груп-
пами белка. Конъюгаты наночастиц СеО2 с альбумином из биологических жидкостей (СеО2@САЧ)
проявляют синергетический антиоксидантный эффект. В этом случае реализуется принципиально дру-
гой механизм антиоксидантной активности по сравнению с золями СеО2, модифицированными очи-
щенным сывороточным альбумином человека. Согласно количественной оценке, антиоксидантная ем-
кость конъюгатов СеО2@САЧ в ⁓20 раз ниже, чем у водорастворимого аналога витамина Е – тролокса.
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ВВЕДЕНИЕ

Одним из важных направлений при анализе
неорганических нанобиоматериалов является ис-
следование их взаимодействия с различными
биомолекулами, в первую очередь с белками [1–4].
После введения наночастиц в биологическую
жидкость на их поверхности начинает формиро-
ваться слой адсорбированных белковых молекул,
известных также как белковая корона [5–8]. Со-
став короны зависит от размера наночастиц и ха-
рактеристик поверхности, определяющих специ-
фичность и степень сродства при связывании с
белком [9, 10]. Кроме того, из-за разнообразия
протеомного состава плазмы крови в норме и па-
тологии на одном и том же наноматериале могут
образовываться разные типы белковых корон
[11–13]. Образование белковой короны и проис-
ходящие при этом изменения размера, заряда по-
верхности и агрегационной стабильности нано-
материалов описаны для многих неорганических
наноматериалов [14–18]. Тем не менее число ис-
следований, посвященных особенностям взаи-

модействия одного из наиболее перспективных
неорганических нанобиоматериалов–нанодис-
персного диоксида церия – с биологическими
макромолекулами, до сих пор остается крайне не-
значительным.

Нанодисперсный диоксид церия занимает
особое место среди представителей нового класса
неорганических наноматериалов с энзимоподоб-
ными свойствами – нанозимов [19–23]. Наноча-
стицы СеО2 способны имитировать функции ши-
рокого класса ферментов, среди которых суперок-
сиддисмутаза [24–27], каталаза [28], пероксидаза
[29–32], липо- и фосфолипопероксидаза [33] и др.
В литературе описаны особенности взаимодей-
ствия наночастиц СеО2 с сывороточными альбу-
минами [34–36], иммуноглобулинами [34, 36],
фибриногеном [36]. Вместе с тем основное вни-
мание в этих работах уделяется изменениям фи-
зико-химических характеристик СеО2 и белковых
молекул, а вопрос влияния взаимодействия нано-
частиц СеО2 с белками на их антиоксидантные
свойства остается открытым.
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Одним из наиболее распространенных белков
плазмы крови, выполняющих множество важ-
нейших функций, включая антиоксидантную и
транспортную, является сывороточный альбумин
человека (САЧ) [37, 38]. Поскольку альбумин –
это белок-переносчик различных ионов и моле-
кул, всесторонний анализ его взаимодействия с на-
ночастицами СеО2 имеет важное значение для по-
нимания особенностей фармакодинамики и фар-
макокинетики при разработке препаратов на
основе наночастиц [39, 40].

В настоящей работе впервые проведен анализ
антиоксидантной активности конъюгатов нано-
частиц СеО2 как с очищенным сывороточным
альбумином человека, так и с белком, выделен-
ным из плазмы крови и близких по составу к
плазме крови биологических жидкостей. По дан-
ным хемилюминесцентного анализа удалось оце-
нить антиоксидантную емкость наноматериалов
по сравнению с тролоксом.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Методом термогидролиза водного раствора

гексанитратоцерата(IV) аммония (#215473, Sig-
ma) был получен электростатически стабилизи-
рованный золь диоксида церия [41]. Водный рас-
твор (NH4)2Ce(NO3)6 (100 г/л) нагревали при 95°C
в течение суток. Образовавшийся осадок трех-
кратно промывали изопропанолом и редисперги-
ровали в деионизованной воде. Для полного уда-
ления остатков изопропанола золь CeO2 кипяти-
ли в течение 1 ч при постоянном перемешивании.
Концентрация водного коллоидного раствора
СеО2, определенная термогравиметрическим ме-
тодом, составила 21 г/л (0.12 М).

Для приготовления раствора очищенного сы-
вороточного альбумина человека (САЧ, #А3782,
Sigma, без жирных кислот) навеску вещества рас-
творяли в фосфатном буферном растворе (KH2PO4,
100 мМ, рН 7.4). Из биологических жидкостей в
работе использовали плазму крови практически
здоровых доноров (n = 2), перитонеальную (асци-
тическую жидкость, n = 2) и синовиальную (су-
ставную жидкость, n = 2) жидкости. Альбумино-
вые фракции из биологических жидкостей выде-
ляли с помощью насыщенного раствора сульфата
аммония (#A4418, Sigma). Фиксированный объем
каждой жидкости (1.000 мл) смешивали с охлажден-
ным насыщенным водным раствором (NH4)2SO4
[42]. Осадок (глобулиновую фракцию) удаляли цен-
трифугированием. Использование сульфата аммо-
ния в качестве высаливателя не оказывало меша-
ющего влияния на результаты хемилюминесцент-
ных и спектрофлуориметрических измерений.
Концентрация альбумина, оцененная унифициро-
ванным колориметрическим методом по реакции с
бромкрезоловым зеленым (диагностический набор

Альбумин-Витал), составила для белковой фрак-
ции из плазмы крови – 48 г/л (проба 1) и 47 г/л
(проба 2), из перитонеальной жидкости – 43 г/л
(проба 1) и 22 г/л (проба 2), из синовиальной жид-
кости – 28 г/л (проба 1) и 27 г/л (проба 2).

Конъюгаты наночастиц СеО2 с альбумином
(СеО2@САЧ) получали постепенным добавлени-
ем электростатически стабилизированного золя
СеО2 к раствору белка с последующим перемеши-
ванием в течение 30 мин. Концентрация раствора
очищенного альбумина выбрана исходя из сред-
него содержания белка в плазме крови. Получен-
ные золи СеО2 инкубировали в течение 40 мин
при 37°C. Мольное соотношение СеО2 : лиганд
для конъюгатов с очищенным САЧ составляло 1 : 1
и 10 : 1, для конъюгатов СеО2 с альбумином из
биологических жидкостей – 1 : 1.

Рентгенофазовый анализ высушенного образ-
ца золя диоксида церия проводили на дифракто-
метре Bruker D8 Advance (Германия) (CuKα-излу-
чение, геометрия θ–2θ).

Электронные спектры поглощения коллоид-
ных растворов СеО2 регистрировали на спектро-
фотометре СФ-2000 в диапазоне длин волн от 200
до 700 нм.

Для регистрации спектров флуоресценции (λex =
= 260 и 490 нм) использовали спектрофлуориметр
FluoroLog 3.

Исследование коллоидных растворов СеО2 ме-
тодом динамического рассеяния света и анализ их
электрокинетических свойств осуществляли при
20°C на анализаторе Photocor Complex (мощность
излучения 25 мВт, диодный лазер, λ = 650 нм).

Антиоксидантную активность конъюгатов
СеО2 с альбумином (СеО2@CАЧ) анализировали
по отношению к алкилпероксильным радикалам
методом люминолзависимой хемилюминесцен-
ции [43]. Измерения проводили на 12-канальном
приборе Lum-1200 (DISoft, Россия). Образование
радикалов происходило в результате термолиза
2,2'-азо-бис(2-амидинопропан) дигидрохлори-
да (АБАП). Регистрацию хемилюминесценции
проводили в среде фосфатного буферного раство-
ра при 37°C. В кювету с буферным раствором до-
бавляли смесь АБАП (2.5 мкM, #123072, Sigma) с
люминолом (2.0 мкM, #123072, Sigma) и реги-
стрировали свечение. После выхода интенсивно-
сти хемилюминесценции на постоянный уровень
к смеси АБАП + люминол добавляли аликвоту
исследуемого образца. Для обработки хемилюми-
нограмм использовали программное обеспечение
PowerGraph (версия 3.3).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Физико-химические характеристики нанодис-

персного CeO2. По данным рентгенофазового ана-
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СОЗАРУКОВА и др.

лиза, электростатически стабилизированный золь
содержал однофазный СеО2 (PDF2 34-0394). По
уравнению Шеррера [44] был определен размер
частиц диоксида церия, равный 3.5 нм. Данные о
фазовом составе образца были подтверждены ре-
зультатами, полученными методами просвечива-
ющей электронной микроскопии и электронной
дифракции.

По данным динамического рассеяния света,
диаметр частиц СеО2 вместе с сольватной обо-
лочкой составил 12–14 нм. Золь диоксида церия
(pH 3.0) характеризовался высокой стабильно-
стью, о чем свидетельствовало значение ζ-потен-
циала, равное 40.1 ± 1.3 мВ.

Для конъюгата наночастиц СеО2 с очищенным
САЧ (1 : 1), индивидуального белка и нестабили-
зированного золя СеО2 были зарегистрированы
электронные спектры поглощения (рис. 1).

В электронном спектре индивидуального аль-
бумина присутствует полоса поглощения при
~280 нм. Электронный спектр коллоидного рас-
твора СеО2 содержит широкую полосу поглоще-
ния, край которой располагается при ~400 нм.
Появление полосы поглощения, характерной для
альбумина, в УФ-спектре модифицированного
золя СеО2 подтверждает формирование конъюга-
та СеО2@САЧ.

Антиоксидантные свойства конъюгатов
CeO2@САЧ. Первая серия экспериментов пре-
следовала задачу анализа антиоксидантной ак-
тивности конъюгатов наночастиц СеО2 с очи-
щенным сывороточным альбумином человека
(CeO2@САЧ). На втором этапе работы исследова-
ли конъюгаты наночастиц СеО2 с альбумином,
выделенным из плазмы крови и биологических
жидкостей, близких по составу к плазме крови –
перитонеальной (асцитической) и синовиальной
(суставной) жидкостей.

Хемилюминесцентные кривые, зарегистриро-
ванные для конъюгатов наночастиц CeO2 с очи-
щенным белком (CeO2@САЧ 1 : 1; 10 : 1), а также
для индивидуального коллоидного раствора СеО2
и альбумина, представлены на рис. 2.

Добавление альбумина и конъюгатов CeO2@САЧ
(1 : 1, 10 : 1) к раствору с алкилпероксильными ра-
дикалами приводит к усилению люминолзависи-
мой хемилюминесценции относительно началь-
ного уровня свечения. Подобный прирост сигнала
позволяет говорить о прооксидантной активности

Рис. 1. УФ-спектры поглощения конъюгата
СеО2@САЧ 1 : 1 (1), раствора очищенного САЧ (2) и
коллоидного раствора СеО2 (3).
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Рис. 2. Хемилюминесцентные кривые для золя СеО2, сывороточного альбумина человека (САЧ) и конъюгатов
CeO2@САЧ 1 : 1 (a), 10 : 1 (б), полученные при добавлении исследуемых образцов к раствору с алкилпероксильными
радикалами и люминолом.
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образцов. Присутствие золя СеО2 в концентраци-
ях 0.65 и 6.50 мкМ не оказывает значительного
влияния на развитие люминолзависимой хеми-
люминесценции. Отметим, что обычные антиок-
сиданты приводят к подавлению сигнала в систе-
ме АБАП + люминол за счет того, что перехва-
тывают активные формы кислорода. Однако в
случае альбумина наблюдается необычный эф-
фект – повышение стационарного уровня свече-
ния после ожидаемого подавления сигнала. Это
свидетельствует об инициировании новых сво-
боднорадикальных реакций. Аналогичный харак-
тер изменения хемилюминесценции в системе
АБАП + люминол наблюдали ранее при регистра-
ции антиоксидантных профилей плазмы крови
[45, 46]. Предположительно, усиление хемилю-
минесценции альбумином обусловлено участием
в редокс-реакциях тиоловых групп белка. Имен-
но остатки цистеина в наибольшей степени опре-
деляют антиоксидантные свойства альбумина. В
литературе имеются свидетельства свободнора-
дикального окисления тиолов [47–49], при этом
проведенные нами ранее эксперименты с цистеи-
ном и глутатионом подтверждают, что подъем ин-
тенсивности хемилюминесценции на новый стаци-
онарный уровень обусловлен именно сульфгид-
рильными группами альбумина и пропорционален
их концентрации [50]. Таким образом, этот ана-
литический параметр (прирост хемилюминес-
ценции), с одной стороны, может быть использо-
ван для оценки содержания меркаптоальбумина
(восстановленный альбумин), а с другой – харак-
теризует не только антиоксидантный, но и про-
оксидантный потенциал альбумина, поскольку
SH-группа реагирует со свободными радикалами,
производя новые активные формы кислорода.

При сопоставлении экспериментальных кри-
вых для одинаковых концентраций САЧ и конъ-
югатов CeO2@САЧ (1 : 1, 10 : 1) было установлено,
что более выраженный эффект усиления свече-
ния демонстрирует индивидуальный белок, в то
время как связывание САЧ с наночастицами
СеО2 вызывает менее значимое повышение ин-
тенсивности свечения, обусловленного альбуми-
ном. Хемилюминесцентные кривые для конъюга-
тов CeO2@САЧ состава 1 : 1 и 10 : 1 практически
не различаются. Это качественно свидетельствует
о том, что изменение биохимических свойств аль-
бумина при взаимодействии с наночастицами
СеО2 происходит уже при мольном соотношении
1 : 1, а дальнейшее увеличение содержания нано-
дисперсного диоксида церия в составе конъюга-
тов CeO2@САЧ в 10 раз не оказывает влияния на
редокс-активность альбумина. На основании вы-
шеизложенного можно заключить, что связыва-
ние наночастиц СеО2 с САЧ снижает антиокси-
дантный и прооксидантный потенциал белка в
⁓1.5 раза. Вероятно, это происходит за счет взаи-

модействия нанодисперсного диоксида церия с
тиоловыми группами альбумина. Для подтвер-
ждения этого предположения было оценено со-
держание свободных SH-групп в альбумине с по-
мощью коммерчески доступной тест-системы для
определения тиолов флуоресцентным методом. Со-
гласно этой методике, концентрация тиоловых
групп в белке составила 11.25 ± 1.06 нмоль/л. Одна-
ко определить содержание SH-групп в конъюга-
тах CeO2@САЧ (1 : 1, 10 : 1) не удалось. В серии
контрольных измерений было обнаружено, что
индивидуальные наночастицы СеО2 при взаимо-
действии с реагентом для определения тиоловых
групп характеризуются собственной флуоресцен-
цией (рис. 3).

В литературе встречаются исследования окис-
лительной модификации протеинов и аминокис-
лот при взаимодействии с ионами Ce(IV) [51, 52].
На основе окислительной способности ионов
Ce(IV) был предложен простой, экспрессный и
чувствительный метод определения общего коли-
чества свободных SH-групп в биологических об-
разцах [52]. При изучении механизмов взаимо-
действия между металлотионеинами (семейство
низкомолекулярных белков с высоким содержа-
нием цистеина), индивидуальным цистеином и
наночастицами CeO2 было установлено образова-
ние стабильных комплексов дисульфидный мо-
стик–Ce(III), характеризующихся флуоресцен-
цией при 352 нм [52].

Для приготовления конъюгатов наночастиц
СеО2 с САЧ, выделенным из биологических жид-
костей (плазма крови практически здоровых до-
норов, перитонеальная и синовиальная жид-
кость), было выбрано мольное соотношение ди-
оксида церия и альбумина, равное 1 : 1. Одной из
важнейших функций альбумина в организме яв-
ляется транспортная [38, 53]. Являясь уникаль-
ным белком-носителем, альбумин в биологиче-
ских жидкостях, в отличие от раствора очищенного
белка, связан с различными лигандами, среди кото-
рых жирные кислоты, фармацевтические субстан-
ции и другие вещества [39, 54, 55]. Можно ожи-
дать, что хемилюминесцентные кривые такого
белка и конъюгатов наночастиц СеО2 с ним будут
выглядеть иначе, чем для очищенного альбумина.
На рис. 4 приведены хемилюминограммы золя
СеО2, альбумина, выделенного из биологических
жидкостей, и конъюгатов на его основе с наноча-
стицами СеО2 (CeO2@САЧ = 1 : 1).

В отличие от раствора очищенного альбумина,
который в диапазоне исследованных концентра-
ций усиливает люминолзависимую хемилюминес-
ценцию (рис. 2), добавление белка, высаленного из
биологических жидкостей, к смеси АБАП + люми-
нол приводило либо к появлению области подав-
ления свечения (рис. 4а, 4б), либо несколько сни-
жало уровень хемилюминесценции (рис. 4в). В
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исследованном диапазоне концентраций исход-
ный золь СеО2 оказывал аналогичный эффект на
свечение АБАП + люминол. Для конъюгатов на-
ночастиц CeO2 с альбумином из биологических
жидкостей (1 : 1) наблюдали другой вид хемилю-
минесцентных кривых. Добавление конъюгатов
CeO2@САЧ (1 : 1) вызывало значительное подав-
ление свечения, после которого хемилюминес-
центная кривая выходила на прежний уровень.
Подобный вид кривых характерен для сильных

антиоксидантов типа тролокса [56]. Поскольку в
биологических жидкостях альбумин может быть
связан с различными веществами, можно заклю-
чить, что антиоксидантные свойства конъюгатов
CeO2@САЧ (1 : 1) обусловлены в том числе соче-
танным действием СеО2 и альбумина. По причи-
не того, что альбумин в реальных образцах связан
с различными лигандами, объяснить природу на-
блюдаемого синергетического эффекта наноча-
стиц диоксида церия и выделенной альбумино-

Рис. 3. Спектры флуоресценции конъюгатов CeO2@САЧ (1 : 1, 10 : 1), золя СеО2 и альбумина (САЧ) после взаимодей-
ствия с реагентом для определения тиоловых групп.
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Рис. 4. Хемилюминесцентные кривые для золя СеО2 (3.50 мкМ), альбумина из плазмы крови (3.50 мкМ, проба 1) и
конъюгата СеО2@САЧ (1 : 1) (а); золя СеО2 (3.25 мкМ), альбумина из перитонеальной жидкости (3.25 мкМ, проба 1)
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вой фракции затруднительно. В качестве гипоте-
тического механизма можно предположить, что
усиление антиоксидантных свойств конъюгатов
CeO2@САЧ обусловлено взаимодействием нано-
частиц СеО2 с полиненасыщенными жирными
кислотами – одними из связываемых и транспор-
тируемых альбумином соединений, проявляю-
щих антиоксидантную активность [57]. Вероятно,
жирные кислоты могут выступать в качестве хо-
роших стабилизаторов для наночастиц СеО2, что
дополнительно препятствует фосфатированию
поверхности наодисперсного диоксида церия и,
соответственно, ингибированию его радикал-пе-
рехватывающих свойств [58].

Для количественного описания антиоксидант-
ных свойств конъюгатов CeO2@САЧ был использо-
ван параметр S (антиоксидантная емкость), пред-
ставляющий собой площадь области подавления
люминолзависимой хемилюминесценции и про-
порциональный количеству перехваченных ради-
калов (рис. 5а).

На основании значений параметра S (рис. 5б, 5в)
антиоксидантная емкость 1 мкмоль/л раствора

конъюгатов CeO2@САЧ была оценена в единицах
концентрации тролокса, мкмоль/л (табл. 1).

Таким образом, способность конъгатов
СеО2@САЧ выступать в качестве перехватчика сво-
бодных радикалов в среднем в ⁓20 раз ниже тролокса.

При взаимодействии альбумина с разнообраз-
ными лигандами и ионами, в том числе с неорга-
ническими наночастицами, молекула белка пре-
терпевает изменения, которые могут в первую
очередь затронуть конформацию макромолекулы
или изменить ее заряд [7, 10, 59]. Определяющую
роль здесь играют химические свойства лигандов
и ионов и природа образующихся связей. При
этом происходят изменения физико-химических
свойств не только белка, но и самих лигандов. Из-
вестно, что параметры собственной флуоресцен-
ции белков – это информативный инструмент
для анализа изменений структуры белковых мак-
ромолекул [60]. Помимо тиоловой группы (оста-
ток Cys34), придающей альбумину уникальные
антиоксидантные свойства, в структуре белка
присутствуют природные флуорофоры, аромати-
ческие аминокислоты – тирозин и триптофан.

Рис. 5. Хемилюминесцентная кривая для конъюгата наночастиц СеО2 с альбумином плазмы крови (проба 1) (а), ги-
стограммы распределения параметра S для разных концентраций конъюгатов наночастиц СеО2 с альбумином из: 1 –
плазмы крови, 2 – перитонеальной жидкости, 3 – синовиальной жидкости; проба 1 (б), проба 2 (в).
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Таблица 1. Антиоксидантная емкость конъюгатов наночастиц СеО2 с альбумином из биологических жидкостей,
выраженная в единицах концентрации тролокса

Конъюгат Антиоксидантная емкость, мкмоль/л

Альбумин из плазмы крови
СеО2@САЧ (проба 1) 0.042 ± 0.001
СеО2@САЧ (проба 2) 0.041 ± 0.002

Альбумин из перитонеальной жидкости
СеО2@САЧ (проба 1) 0.021 ± 0.004
СеО2@САЧ (проба 2) 0.130 ± 0.010

Альбумин из синовиальной жидкости
СеО2@САЧ (проба 1) 0.052 ± 0.004
СеО2@САЧ (проба 2) 0.038 ± 0.002
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Для понимания влияния формирования конъюга-
тов CeO2@САЧ (1 : 1) на структуру САЧ были заре-
гистрированы спектры флуоресценции (рис. 6).

Из рис. 6 видно, что для ряда образцов конъюга-
тов при связывании альбумина с нанодисперсным
СеО2 интенсивность триптофановой флуоресцен-
ции САЧ увеличивается. Это свидетельствует о
том, что результатом взаимодействия наночастиц
СеО2 с альбумином может быть как окисление
сульфгидрильных групп (которые вносят суще-
ственный вклад в поддержание нативной кон-
формации альбумина), так и конформационные
изменения белковой макромолекулы. Предполо-
жительно, усиление интенсивности флуоресцен-
ции альбумина можно объяснить уменьшением ту-
шащего действия полярных групп аминокислотных
остатков, локализованных вокруг триптофана
[61, 62]. Иными словами, конформационные
изменения в структуре альбумина, обусловлен-
ные взаимодействием белка с наночастицами
СеО2, влияют на полярность окружения трип-
тофановых остатков в САЧ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Выполнен анализ антиоксидантной активно-

сти конъюгатов наночастиц СеО2 с сывороточ-
ным альбумином человека, в том числе выделен-
ным из биологических жидкостей. Показано, что
связывание наночастиц СеО2 с очищенным аль-
бумином может снижать его антиоксидантный и
прооксидантный потенциал. Выдвинуто предпо-
ложение о том, что этот эффект возникает за счет
взаимодействия нанодисперсного диоксида це-
рия с сульфгидрильными группами белка. Конъ-
югаты СеО2 с альбумином, выделенным из плазмы
крови, перитонеальной и синовиальной жидко-
стей, по отношению к алкилпероксильным радика-
лам проявляют антиоксидантный эффект. По-
скольку альбумин, являясь транспортным бел-
ком, может быть связан с разными лигандами,
объяснить природу этого эффекта затруднитель-
но. Вид хемилюминесцентных кривых конъюга-

тов схож с хемилюминограммами тролокса, что
может указывать на схожесть механизмов их ан-
тиоксидантной активности. При этом антиокси-
дантная емкость конъюгатов СеО2 с альбумином
значительно ниже, чем у тролокса. Результаты
данного исследования позволяют оценить воз-
можные биологические последствия попадания
наночастиц СеО2 в организм.
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