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Разработана биологически активная композиция хитозан–наночастицы селена. Наночастицы се-
лена характеризуются полимодальным распределением по размерам со средними радиусами 2–3 нм
и ~37 нм. Главными активными центрами комплексообразования с наночастицами являются ами-
но- и гидроксильные группы хитозана. В опытах по культивированию фибробластов клеточной ли-
нии hTERT BJ-5ta на пленках образцов показана высокая биосовместимость композиции. Компо-
зиция хитозан-наночастицы селена оказывала корригирующее действие на окислительные процес-
сы организма, снижая активность свободно-радикального окисления в крови животных. Свойства
комплекса делают его перспективным для использования в составе антиоксидантных и адаптоген-
ных препаратов.
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Селен – эссенциальный элемент антиокси-
дантной системы защиты организма человека,
обладающий иммуномодулирующим и антикан-
церогенным действием, участвующий в регуля-
ции метаболизма тиреоидных гормонов [1–6].
Селен включен в селенопротеины, которые име-
ют широкий спектр биологического действия, в
том числе антиоксидантного и противовоспали-
тельного. В геноме человека 25 генов селенопроте-
инов. Селен содержится в форме селеноцистеина в
различных антиоксидантных ферментах, таких как
глутатионпероксидаза, тиоредоксинредуктаза, а
также в селенопротеине P, участвующем в транс-
порте селена. Селен работает как окислительно-
восстановительный центр всех этих белков и необ-
ходим для их биохимической активности. Низкий
уровень селена в организме может привести к по-
вышенному риску смертности, снижению имму-
нитета и когнитивных функций [7]. У человека
хроническая недостаточность селена проявляется
кардиомиопатией, способной провоцировать при-
ступы стенокардии и инфаркт миокарда. Нередко
дисфункция щитовидной железы связана не с не-
достаточностью йода, а с дефицитом селена в ор-
ганизме. В последнее время высказываются пред-

положения о том, что дефицит селена коррелиру-
ет с тяжестью протекания или смертностью от
COVID-19 [8, 9]. Селен включается в пищевую
цепь через растения, потребляемые людьми и жи-
вотными. Растения поглощают селен непосред-
ственно из почвы, поэтому потребление его насе-
лением в значительной степени зависит от гео-
графического района [10, 11]. Недостаток селена в
организме является фактором риска развития
различных патологий. Соединения селена защи-
щают клеточные мембраны от воздействия сво-
бодных радикалов и предотвращают их генериро-
вание, снижая риск возникновения опухолей и
развития болезней сердца и кровеносных сосу-
дов. Важно отметить, что селен является незаме-
нимым элементом для функционирования мно-
гих биологических процессов у людей, он отно-
сится к микроэлементам и концентрационный
интервал между его функциональностью и ток-
сичностью очень узок [12, 13].

Микроэлемент применяется в терапии ряда
заболеваний, в том числе онкологических [14]. В
существующих препаратах селен представлен пре-
имущественно в виде оксианионов селената или
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селенита (селенометионин, селеноцистеин, ме-
тилселеносцистеин и селенит натрия), которые
при высоких концентрациях токсичны. Необхо-
димо подчеркнуть, что биологическая активность
селена зависит от его химической формы и струк-
туры. Например, элементарный селен нераство-
рим в воде и долгое время считался биологически
инертным. В настоящее время интенсивно изуча-
ется селен в наноструктурной форме, что нашло
отражение во многих современных исследовани-
ях [15–19]. По сравнению с органическими и не-
органическими формами селена, наночастицы
(НЧ) селена демонстрируют более низкую ток-
сичность и превосходную антиоксидантную, им-
муномодулирующую, бактерицидную и противо-
опухолевую активность. Основное преимущество
НЧ селена, по сравнению с другими формами, –
гораздо более низкая токсичность, что позволяет
применять его в дозах, значительно превышающих
суточную потребность. Кроме того, наноселен об-
ладает так называемым размерным эффектом, про-
являющимся в том, что частицы меньших размеров
являются биологически более активными, лучше
накапливаются в тканях [20, 21]. Ведется активная
работа по синтезу и изучению биологического дей-
ствия наноселена в различных матрицах-носите-
лях. В качестве матрицы для НЧ используют, сре-
ди прочих, бычий сывороточный альбумин [19],
каррагинан [22], пищевая добавка – гуммиарабик
[22, 23], полисахарид склероция съедобного гриба
Pleurotus tuber-redium [24].

Актуальной остается проблема проникнове-
ния НЧ селена из полости кишечника в кровь при
пероральном применении, их направленной до-
ставки к различным органам и пролонгированно-
го выделения. Одним из наиболее перспективных
полимеров для создания такой биологически ак-
тивной композиции, способной к контролируе-
мой адресной доставке НЧ во внутреннюю среду
организма и их пролонгированному выделению
является полисахарид хитозан, в связи с его не-
токсичностью, транспортными и другими поли-
функциональными свойствами [25–27]. Можно
предположить, что сочетание антиоксидантных
свойств НЧ селена и хитозана позволит создать
высокоэффективные препараты широкого спек-
тра действия, а также разработать препараты для
перорального применения, обладающие эффек-
тивным иммуномодулирующим и антиоксидант-
ным действием.

Цель работы – синтез биосовместимых НЧ
селена, стабилизированных хитозаном, и оценка
влияния нанокомпозиций при их пероральном
введении на свободнорадикальные процессы в
организме экспериментальных животных.

МЕТОДИКА
В работе использовали хитозан с молекулярной

массой (ММ) 2.0 × 105, степень деацетилирования

85% (ООО “Биопрогресс”, Московская обл., Рос-
сия) без дополнительной очистки (массовая доля
нерастворимых веществ – 0.25%); янтарную кис-
лоту марки “ч”; натрий селенистокислый марки
“ч” (ТУ 6-09-17-209-88, Россия); аскорбиновую
кислоту; бромид калия марки “ч”.

НЧ селена получали путем окислительно-вос-
становительной реакции между аскорбиновой
кислотой и прекурсором НЧ – селенистокислым
натрием, в растворах стабилизатора полисахари-
да хитозана (3 мас. %) в 2%-ной янтарной кислоте.
Получение и формирование НЧ контролировали
спектрофотометрическим методом. Раствор поме-
щали под УФ-лампу мощностью 1600 мВт/м2 на
фиксированном расстоянии 15 см от лампы при
температуре 35°С для ускорения процесса восста-
новления НЧ. Пробы из раствора отбирали через
каждые 30 мин, разбавляли в 10 раз дистиллиро-
ванной водой и снимали спектр абсорбции образ-
ца относительно воды на УФ-спектрометре Shi-
madzu UV-1650PC (Япония). Максимум полосы
поглощения наблюдали при 250–280 нм, что со-
ответствовало абсорбции аскорбиновой кисло-
ты [28].

Размерные характеристики НЧ селена в рас-
творах хитозана были определены методом мало-
углового рассеяния рентгеновских лучей (РМУ)
на экспериментальной станции “БиоМУР” в НИЦ
“Курчатовский институт” (Россия).

Методом инфракрасной спектроскопии на
ИК-спектрометре Infralum-FT801 (“СИМЕКС”,
Россия) определяли функциональные группы хи-
тозана, участвующие в стабилизации НЧ селена,
в диапазоне частот 500–4000 см–1 с разрешением
2 см–1. Образцы исходного хитозана и композиции,
содержащей НЧ селена, сушили вакуумированием
до постоянной массы. Далее их измельчали и сме-
шивали с KBr при соотношении образец/KBr 1 : 20.
Смесь прессовали на ИК-гидравлическом прессе
при давлении 400 кг/см2.

Для исследования биосовместимости матери-
ала изготавливали пленки методом полива на
лавсановую подложку из растворов сукцината хи-
тозана и композиций с НЧ селена на его основе.
Пленки были получены в условиях равномерного
испарения растворителя до постоянной массы
при комнатной температуре, средняя толщина
пленок – 0.1 мм. Затем образцы отмывали от кис-
лоты спиртовым раствором щелочи и многократ-
ной промывкой водой доводили значение pH до
нейтрального. Пленки были исследованы на ад-
гезию, цитотоксичность и рост клеток на их по-
верхности при культивировании фибробластов
человека клеточной линии hTERT BJ-5ta. Пленки
материала помещали в лунки 6-луночного план-
шета для культивирования клеток и заполняли
500 мкл среды DMEM. Клетки высевали на по-
верхность пленки с плотностью 1.6 × 105/см2 и
культивировали в течение 24 ч. Визуализацию
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клеток и оценку их жизнеспособности оценивали
методом люминесцентной микроскопии. В каче-
стве красителя для окрашивания фибробластов
использовали раствор акридинового оранжевого
в фосфатном буфере 2 × 10–4%. Краситель изби-
рательно взаимодействует с ДНК и РНК в ядре и
митохондриях клетки, путем интеркаляции или
электростатического притяжения соответственно.
Это позволяет оценить общее состояние клеток –
активность, пролиферацию и апоптоз. Пленки
анализировали на инверторном микроскопе Olym-
pus IX71 (Япония/Германия) с использованием
“зеленого” фильтра (эмиссия 510–555 нм, возбуж-
дение 460–495 нм), что позволяло визуализиро-
вать ядра живых клеток зеленого цвета.

Антиоксидантные свойства композиции хито-
зан-НЧ селена исследовали in vivo на эксперимен-
тальных животных – нелинейных белых крысах.
Животных разделили на 4 группы по 3 особи в каж-
дой. К первой группе отнесли интактных живот-
ных, второй группе перорально вводили раствор
сукцината хитозана, третьей группе вводили рас-
твор сукцината хитозана, содержащий селен в ион-
ной форме в концентрации в 3 раза превышающей
LD50 для крыс [13], четвертой группе вводили НЧ
селена, стабилизированные хитозаном, в той же
концентрации, что и для третьей группы. Оценка
свободнорадикальной активности проводилась
по содержанию в плазме крови эксперименталь-
ных животных продуктов перекисного окисления
липидов (ПОЛ) – диеновых и триеновых конъ-
югатов (ДК, ТК), оснований Шиффа (ОШ) через
3 сут после ежедневного перорального введения
растворов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Синтез НЧ селена в растворах хитозана. В рабо-
те использовали метод химического синтеза НЧ
селена с одновременной их стабилизацией поли-
сахаридом хитозаном. Основным преимуще-
ством этого метода являются простота синтеза, а
используемые как восстановитель аскорбиновая
кислота и как стабилизатор хитозан, являются не-
токсичными и биосовместимыми компонентами.

НЧ селена образуются по следующей реакции:

Аскорбиновая кислота в процессе реакции пе-
реходит в дегидроаскорбиновую кислоту. Ход реак-
ции контролировали спектрофотометрическим
методом по изменению/возникновению и убыва-
нию полосы поглощения, характерной для аскор-
биновой кислоты в области длин волн 250–280 нм
(рис. 1) [28]. Показано, что пик полосы поглоще-
ния, соответствующий аскорбиновой кислоте,
полностью пропадал через 2.5 ч. При этом в про-
цессе восстановления ионов селена и образова-

− ++ + → + +2 0
6 8 6 3 6 6 6 2C H O SeO 4H Se C H O 3H O.

ния НЧ Se окраска раствора менялась с бледно-
желтой на ярко-красную.

Подтверждением того, что аскорбиновая кис-
лота расходуется на восстановление ионов селе-
на, являются результаты опыта, в котором в рас-
творе отсутствовал селенит натрия. В этом случае
изменение полос поглощения аскорбиновой кис-
лоты в растворах хитозана во времени не наблю-
далось.

Образование НЧ селена подтверждали следу-
ющим образом. При добавлении холодной кон-
центрированной серной кислоты к разбавленно-
му раствору хитозана, связанному с НЧ селена,
появлялась зеленая окраска, свидетельствующая
об образовании соли SeSO3. При разбавлении по-
лучившегося раствора образуется красный осадок
селена вследствие протекания реакций:

(1)

(2)

Определение размерных характеристик НЧ се-
лена. Размерные характеристики НЧ селена бы-
ли определены методом малоуглового рассеяния
рентгеновских лучей (рис. 2).

На рис. 2a точками (1) и (2) представлены экс-
периментальные кривые малоуглового рассеяния
I(q), где q – модуль вектора рассеяния. Точки (1)
соответствуют образцу раствора хитозана с НЧ
селена и (2) без НЧ, (3) – разностная от них кри-
вая, из которой вычислялось распределение НЧ
селена – DV. На рис. 2б представлено распределе-
ние НЧ селена по объемам DV, как функция их ра-
диусов – R, вычисленное из разностной кривой (3)
на рис. 2а. Точкам (1) в полученном распределе-
нии (DV) на рис. 2б соответствует кривая (4) на
рис. 2а. Показано, что дисперсия НЧ селена ха-
рактеризуются полимодальным распределением

+ → +2 4 3 2Se H SO SeSO H O,

→ + +3 2 22SeSO 2SO SeO Se.

Рис. 1. Кривые поглощения аскорбиновой кислоты в
процессе формирования НЧ селена в растворе хито-
зана: 1 – 0, 2 – 30, 3 – 60, 4 – 90 мин.
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по размерам со средними радиусами 2–3 нм
(33.4 мас. %) и ~37 нм (66.6 мас. %), при этом уз-
кодисперсная часть состоит из двух компонент,
широкодисперсная — из шести компонент.

Методом ИК-спектрометрии определили, ка-
кие функциональные группы хитозана участвова-
ли в стабилизации НЧ селена. Из рис. 3 видно ха-
рактерное смещение полос хитозана с 1570 см–1

до 1536 см–1 соответствующее валентным колеба-
ниям N-H аминогрупп полисахарида, а также
смещение полос в области 3400 см–1, отвечающие
колебаниям гидроксильных групп полимера, что
свидетельствовало об их участии в стабилизации
НЧ селена.

Таким образом, главными активными центра-
ми комплексообразования с НЧ селена являются
амино- и гидроксильные группы полисахарида.

Исследование биосовместимости композиции.
Были проведены исследования биосовместимости
образцов пленок in vitro по адгезии и пролиферации
клеток фибробластов как предшественников со-
единительной ткани после 24 ч их инкубации на
поверхности пленок. На рис. 4б наблюдалось рав-
номерное распределение фибробластов, их рост и
деление на поверхности пленки композита хито-
зан-НЧ селена, что указывало на высокую степень
биосовмесимости данного образца. В то же вре-
мя, на образце, содержащем ионный селен в той
же концентрации (рис. 4а) клетки после их куль-
тивирования погибли и не просматриваются.

Изучение антиоксидантных свойств. Известно,
что повышенное продуцирование свободных ради-
калов кислорода и накопление продуктов ПОЛ вы-
зывают ряд изменений в мембранах клеток орга-
низма, приводящих к ослаблению гидрофобных
связей мембран, увеличению проницаемости и в
итоге нарушению работы клеток или их гибели. В
работе провели исследование влияния препаратов
хитозана; хитозана, содержащего Na2SeO3 в кон-
центрации, в 3 раза превышающей LD50 для крыс
[13] и нанокомпозиции хитозан-НЧ селена в той же
концентрации на активность ПОЛ. Оценка прово-
дилась по содержанию в плазме крови экспери-
ментальных животных продуктов ПОЛ – диеновых
и триеновых конъюгатов (ДК, ТК), оснований
Шиффа (ОШ) через 3 сут после ежедневного пе-
рорального введения (табл. 1).

Было установлено, что введение раствора хи-
тозана не приводило к существенным изменени-

Рис. 2. Экспериментальные кривые РМУ (а) раствора хитозана, содержащего НЧ селена (1), без НЧ (2), разностная от
них (3), кривая распределения НЧ селена по размерам (4); б – вычисленные распределения по размерам НЧ селена в
растворе хитозана: распределение (DV) НЧ селена (1) соответствует кривой (4) на рис. 2а; 2 – кривая суммы разложе-
ния DV на гауссовы компоненты (3).
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ям в активности процессов ПОЛ. Хитозан может
рассматривается как потенциальный антиокси-
дант и “ловушка” для свободных радикалов. Не-
ферментативные системы антиоксидантной защи-
ты включают вещества, которые выполняют, в ос-
новном, роль ловушек (перехватчиков) свободных
радикалов. Они “тушат” свободные радикалы, за-
бирают избыток энергии, тормозят развитие цеп-
ной реакции образования новых радикалов.

В 3 экспериментальной группе (хитозан +
+ Na2SeO3, в концентрации в 3 раза превышаю-
щей LD50 для крыс) отмечалось увеличение содер-
жания продуктов ПОЛ – ДК, ТК, ОШ в 3–5 раз.
Это может быть обусловлено тем, что биологиче-
ские эффекты соединений селена являются дозо-
зависимыми, то есть селен может выступать в ро-
ли и прооксиданта. Он способен активировать
ПОЛ и снижать активность супероксиддисмутазы
[5]. Селен косвенно участвует в образовании АФК
при окислении тиолов, так как способен образо-
вывать внутримолекулярную связь S–Se с тиоль-
ными группами [6]. Также соединения селена при
взаимодействии с глутатионом образуют промежу-
точные метаболиты (GS–SeH, GS–Se–SG), кото-

рые в конечном итоге могут взаимодействовать с
кислородом с образованием свободных радика-
лов [4].

В 4 группе экспериментальных животных, ко-
торым был введен нанокомплекс “хитозан + НЧ
селена”, содержание ДК соответствовало интакт-
ным животным, а содержание ТК и ОШ уменьши-
лось в 2 и 4 раза соответственно, что может быть
связано с антиоксидантным действием НЧ селена.
Селен выступает в роли активатора ферментов ан-
тиоксидантной защиты, которые способны эф-
фективно блокировать реакции свободно-ради-
кального окисления.

Таким образом, полученные результаты сви-
детельствовали о том, что применение наноком-
плекса “хитозан + НЧ селена” оказывало влияло
на окислительные процессы организма, снижая
активность свободно-радикального окисления в
крови животных. Это позволяет рекомендовать
использование нанокомплекса в качестве компо-
нента в составе адаптогенных нанокомплексов
для повышения их эффективности.

Исследование выполнено при частичной фи-
нансовой поддержке Российского научного фонда

Рис. 4. Пленки образцов, после нанесения на поверхность фибробластов клеточной линии hTERT BJ-5ta: а – компо-
зит на основе хитозана, содержащий ионный селен, [Se+4] = 0.012 моль/л; б – композит на основе хитозана, содержа-
щий НЧ селена, [Se0] = 0.012 моль/л.

200 мкм 100 мкм

(а) (б)

Таблица 1. Содержание продуктов ПОЛ в плазме крови крыс через 3 сут после перорального введения растворов:
хитозана, хитозана с Na2SeO3 и нанокомпозита

* p < 0.05 – по отношению к группе интактные; ** p < 0.05 – по отношению к группе хитозан; *** p < 0.05 – по отношению к
группе хитозан + Na2SeO3.

Препарат
Продукты ПОЛ

ДК ТК ОШ

Без введения препаратов 0.171 ± 0.09 0.438 ± 0.35 35.39 ± 17.72
Хитозан 0.163 ± 0.051 0.634 ± 0.39 85.15 ± 36.31
Хитозан+Na2SeO3 0.7054 ± 0.48** 2.73 ± 0.48 144.6 ± 20.8*
Хитозан + НЧ селена 0.175 ± 0.021*** 0.119 ± 0.05*** 15.93 ± 9.47**
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Synthesis of a Bioactive Composition of Chitosan-Selenium Nanoparticles
K. V. Apryatinaa, *, E. I. Murachb, S. V. Amarantovc, E. I. Erlykinab, V. S. Veselova, and L. A. Smirnovaa
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Institute of Crystallography named after A. Shubnikov RAS, Moscow, 119333 Russia
*e-mail: apryatina_kv@mail.ru

A biologically active composition of chitosan-selenium nanoparticles has been developed. Selenium nanoparti-
cles are characterized by a clear bimodal size distribution: 2–3 nm and ~37 nm. The main active centers of com-
plexation with nanoparticles are the amino and hydroxyl groups of chitosan. In experiments on culturing fibro-
blasts of the hTERT BJ-5ta cell line on sample films, a high biocompatibility of the composition was shown. It
was shown that the composition of chitosan-selenium nanoparticles has a corrective effect on the oxidative pro-
cesses of the body, reducing the activity of free-radical oxidation in the blood of animals. This opens up pros-
pects for the use of this complex in the composition of antioxidant and adaptogenic drugs.

Keywords: nanocomposite, chitosan, selenium nanoparticles, biocompatibility, antioxidant properties
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