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Аннотация 
Работа направлена на разработку и исследование биокатализаторов на основе ассоциатов фицина с наночастицами 
хитозана. Получены наночастицы среднемолекулярного и высокомолекулярного хитозанов без и с добавлением 
аскорбиновой кислоты. 
Дзета-потенциал всех типов наночастиц составил 0 мВ. Ассоциаты фицина и наночастиц хитозана, сформированные 
с добавлением аскорбиновой кислоты, показали более высокие значения протеолитической активности. При 
определении стабильности ассоциатов наночастиц хитозана и фицина выявлялось снижение протеолитической 
активности образцов в течение семи суток. Установлено, что наночастицы средне- и высокомолекулярного хитозанов, 
полученные в присутствии аскорбиновой кислоты, существенно отличаются по размерам от наночастиц, созданных 
без аскорбиновой кислоты.
Предлагаемые нами биокатализаторы обладают высокими перспективами для использования в области 
косметологии, биомедицина и фармации.
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1. Введение
В последнее время наночастицы, представ-

ляющие собой высокодисперсные материалы с 
размерами менее 100 нм, приобрели огромное 
значение в современной медицине. Их примене-
ние варьирует от контрастных веществ для визу-
ализации до носителей для доставки генов и би-
ологически активных веществ в целевые клетки. 
Эти уникальные наноматериалы обладают ря-
дом свойств, обусловленных их размерами и от-
личающих их от макроматериалов аналогично-
го состава. Среди этих свойств можно выделить 
высокую реакционную способность, поглощение 
энергии электромагнитного излучения, а также 
повышенную биологическую подвижность [1–3].

Наночастицы также называют «нульмерны-
ми» наноматериалами. Это определение возни-
кло из-за того, что сумма измерений их разме-
ров находится в наномасштабе, что отличает их 
от одномерных и двумерных наноматериалов 
(нанопроволоки, нанотрубки, самособирающи-
еся монослойные пленки и др.), которые имеют 
одно или два измерения, выходящих за преде-
лы понятия нано- [4]. 

Преимущества наночастиц для современной 
медицины многочисленны. Среди них особое ме-
сто занимают структурная стабильность и обес-
печение защиты биологически активного веще-
ства от деструкции в среде организма, дезакти-
вации и клиренса, тем самым создается возмож-
ность для поддержания требуемых терапевтиче-
ских концентраций веществ [5–7]. Кроме того, в 
процессе получения наночастиц можно добиться 
их желаемого распределения по размерам и по-
верхностному заряду. Кинетика высвобождения 
биологически активных веществ из комплексов с 
наночастицами является контролируемой и про-
исходит путем диффузии, набухания или деструк-
ции полимера, или комбинации этих процессов 
в зависимости от типа полимера, используемо-
го для получения матриц-носителей [8]. Таким 
образом, наночастицы – перспективные матери-
алы для современной медицины, а одним из мно-
гообещающих полисахаридов для их получения, 
сочетающим в себе различные механизмы выс-
вобождения лекарственных препаратов, являет-
ся хитозан – модифицированный природный по-
лиамино-b-гликозид. Помимо способности к би-
одеструкции и отсутствию иммунного ответа на 
его присутствие, хитозан характеризуется анти-
бактериальной активностью, обусловленной на-
личием свободных первичных аминогрупп [9–
10], и высокой мукоадгезивностью [11]. 

Протеазы являются одними из первых фер-
ментов, используемых человеком в биотехноло-
гической обработке пищевых продуктов. В на-
стоящее время протеазы применяются во мно-
гих областях производства, например, кожевен-
ной, пищевой и фармацевтической промышлен-
ностях, а также в медицине. Среди наиболее ча-
сто используемых протеаз растительного проис-
хождения стоит отметить фицин. 

Фицин (КФ 3.4.22.3) – протеолитический эн-
зим, выделяемый из млечного сока представи-
телей рода Ficus. Имеет мономерную структуру, 
состоящую из одной полипетидной цепи массой 
25–26 кДа. Является представителем цистеино-
вых папаиноподобных протеаз, характеризуется 
широкой субстратной специфичностью, макси-
мум каталитической активности достигается в 
диапазоне рН от 6.5 до 9.5 [12–16]. Фицин обла-
дает антимикробной активностью в отношении 
грамположительных и грамотрицательных бак-
терий. Кроме того, известны его противовоспа-
лительные, антигельминтные, антитромботи-
ческие и фибринолитические, отбеливающие 
свойства, обладает противораковой активностью 
и иммуномодулирующими эффектами [17–19].

Однако использование растворов нативных 
протеаз ограничено их низкой стабильностью и 
автолизом, приводящим к потере практически 
ценных свойств энзимов. Одним из способов их 
сохранения является получение гибридных фер-
ментных препаратов с использованием носите-
лей-наночастиц [20].

В связи с вышесказанным, цель настоящей 
работы – исследование каталитической (протео
литической) активности ассоциатов фицина с 
наночастицами хитозана.

2. Экспериментальная часть
Объектом исследования в работе являлся фи-

цин, субстратом для гидролиза был выбран азо-
казеин (оба – производства Sigma, США). Нано-
частицы получали из среднемолекулярного (СМ, 
200 кДа) и высокомолекулярного (ВМ, 350 кДа) 
хитозанов (ЗАО «Биопрогресс», Россия).

Хитозановые наночастицы с добавлением и 
без добавления аскорбиновой кислоты и их ас-
социаты с фицином получали согласно методи-
ке, описанной в [20–22].

Протеазную активность полученных препа-
ратов измеряли по известной методике, пред-
ставленной в [24]. Реакцию осуществляли с 
раствором азоказеина в концентрации 0.5 % в 
50 мМ трис-HCl буфере, pH 7.5 в течение 2 часов 
при 37 °C. За единицу каталитической активно-

Конденсированные среды и межфазные границы / Condensed Matter and Interphases	 2022;24(4): 523–528

С. С. Ольшанникова и др.	 Исследование протеолитической активности ассоциатов фицина...



525

сти принимали количество фицина (в мг белка), 
которое в условиях эксперимента гидролизует 
1 мкмоль субстрата за 1 мин.

Для определения размеров и поверхностных 
зарядов наночастиц и их ассоциатов с фицином 
использовали установку Nano Zetasizer ZS (Mal-
vern Instruments, США), оснащенную He/Ne-ла-
зером мощностью 4 мВт с l = 632.8 нм, угол рас-
сеяния составлял 173°.

3. Результаты и их обсуждение
В первой серии экспериментов мы опреде-

лили размеры и дзета-потенциал наночастиц 
хитозана. Параметры наночастиц представле-
ны в табл. 1. Отчетливо видно, что наночасти-
цы средне- и высокомолекулярного хитозанов, 
полученных в присутствии аскорбиновой кис-
лоты, существенно отличаются по размерам от 
наночастиц, сформированных без аскорбиновой 
кислоты. Медианное значение дзета-потенциала 
всех типов наночастиц составило 0 мВ.

При ассоциировании фицина с наночасти-
цами средне- и высокомолекулярного хитоза-
нов, полученными без добавления аскорбиновой 
кислоты, активность ассоциированных препара-
тов составляла 84 и 88 % соответственно от тех же 
значений для нативного энзима При образовании 
ассоциатов фицина с наночастицами, сформиро-
ванными в присутствии аскорбиновой кислоты, 
его каталитическая способность увеличилась на 
15 % для среднемолекулярного хитозана и 18 % 
для высокомолекулярного хитозана (рис. 1). Бо-
лее высокому проценту сохранения активности 
фермента в комплексе с наночастицами хитоза-
на, полученными в присутствии аскорбиновой 
кислоты, вероятно, способствуют протекторные, 
в том числе антиоксидантные, функции этой кис-
лоты по отношению к биокатализатору [25, 26].

В ходе выполнения экспериментов по опре-
делению остаточной активности фицина при 
37 °С в 0.05 М трис-HCl буфере с pH 7.5 свободно-
го и ассоциированного с наночастицами средне- 

Таблица 1. Параметры наночастиц средне- и высокомолекулярного хитозанов

Наночастицы хитозана Средний  
размер, нм

Диапазон 
размеров, нм

Медианное 
значение 

дзета-потен
циала, мВ

Диапазон 
дзета-потен
циалов, мВ

среднемолекулярного 12 7–21 0 0
среднемолекулярного с 
аскорбиновой кислотой 21 14–59 0 0

высокомолекулярного 33 18–79 0 0
высокомолекулярного с 
аскорбиновой кислотой 38 28–79 0 0

                                                       а                                                                                               б
Рис. 1. Каталитическая активность фицина, ед/мл (а) и ее изменение, % (б): растворимый фицин (1); 
фицин, ассоциированный с наночастицами среднемолекулярного хитозана (2); фицин с наночастицами 
среднемолекулярного хитозана, полученными с добавлением аскорбиновой кислоты (3); фицин, ассо-
циированный с наночастицами высокомолекулярного хитозана (4); фицин с наночастицами высоко-
молекулярного хитозана, полученными с добавлением аскорбиновой кислоты (5). За 100 % принята 
активность свободного фицина при оптимальных условиях гидролиза
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и высокомолекулярного хитозанов, полученны-
ми без и с добавлением аскорбиновой кислоты, 
в течение 7 дней происходило снижение актив-
ности всех испытуемых образцов.

Раствор нативного фицина после инкубации 
продолжительностью 168 часов сохранял 8 % от 
своей начальной каталитической активности, 
его ассоциаты с наночастицами средне- и высо-
комолекулярного хитозанов, полученными без 

добавления аскорбиновой кислоты, проявляли 
соответственно 27 и 16 % своей способности ги-
дролизовать азоказеин, в то время как ассоциаты 
с наночастицами средне- и высокомолекулярно-
го хитозанов, созданными с добавлением аскор-
биновой кислоты, сохраняли соответственно 39 
и 18 % их протеолитической активности (рис. 2).

Ассоциаты фицина и наночастиц обоих типов 
хитозана, созданных как без, так и с добавлени-

б
Рис. 2. Остаточная каталитическая активность фицина после инкубации образцов при 37 °С (а – в ед/мл 
раствора или суспензии, б – в % от первоначального уровня):  1 – свободный фицин; 2 – фицин, ассоции-
рованный с наночастицами среднемолекулярного хитозана; 3 – фицин, ассоциированный с наночастица-
ми среднемолекулярного хитозана, полученными с добавлением аскорбиновой кислоты; 4 – фицин, ассо-
циированный с наночастицами высокомолекулярного хитозана; 5 – фицин, ассоциированный с наноча-
стицами высокомолекулярного хитозана, полученными с добавлением аскорбиновой кислоты. За 100 % 
принята ферментативная активность непосредственно полученных образцов в оптимальных условиях

а
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ем аскорбиновой кислоты, были более стабильны, 
чем свободный фермент, начиная с 4 часов инку-
бации при 37 °С в 0.05 М трис-HCl буфере с pH 7.5.

4. Заключение
Таким образом, в ходе проделанной работы 

нам удалось получить наночастицы среднемо-
лекулярного и высокомолекулярного хитоза-
нов без и с добавлением аскорбиновой кисло-
ты. Ассоциаты фицина и наночастиц хитозана, 
сформированных с добавлением аскорбиновой 
кислоты, показали более высокие значения про-
теолитической активности. При определении 
стабильности ассоциатов наночастиц хитозана 
и фицина выявлялось снижение протеолитиче-
ской активности образцов в течение семи суток. 
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