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Аннотация 
Работа направлена на разработку и исследование биокатализаторов на основе ассоциатов папаина с наночастицами 
хитозана. Получены наночастицы среднемолекулярного и высокомолекулярного хитозанов без и с добавлением 
аскорбиновой кислоты.
При образовании ассоциатов папаина с наночастицами, сформированными в присутствии аскорбиновой кислоты, 
его каталитическая способность увеличилась на 3 % для среднемолекулярного хитозана и на 16 % для 
высокомолекулярного хитозана. Свободный фермент после 168 часов инкубации в 0.05 М трис-HCl буфере (рН 7.5) 
при 37 °С сохранял 15 % каталитической активности, в то время как ассоциаты с наночастицами хитозана проявляли 
~ 30 %, а комплекс папаина с наночастицами хитозана, полученными с добавлением аскорбиновой кислоты, – 40 % 
своей каталитической способности.
Смоделированы связи и взаимодействия, образующиеся внутри комплекса хитозан-аскорбиновая кислота-папаин. 
Предлагаемые нами биокатализаторы обладают высокими возможностями для эффективного использования в 
области косметологии, биомедицины и фармации.
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1. Введение
Наночастицы представляют собой высоко-

дисперсные, как правило, сферические части-
цы с размерами, не превышающими 100 нм. На-
ночастицы обладают уникальными свойствами, 
благодаря которым их используют в биомедици-
не. Перспективным является применение поли-
мерных наночастиц в качестве носителей генов 
и лекарственных средств, способных контроли-
руемо высвобождать и доставлять адресно био-
логически активные вещества [1].

Свойства наночастиц отличаются от свойств 
макромолекул. Они обладают высокой удельной 
поверхностью, приводящей к увеличению дис-
персности, которая влияет на скорость и способ-
ность препарата усваиваться системами орга-
низма. Благодаря большой площади раздела фаз 
наночастицы характеризуются высокими пока-
зателями сорбции лекарственных препаратов, 
что способствует более рациональному исполь-
зованию последних [2, 3]. Наночастицы являют-
ся энергонасыщенными системами. Молекулы 
или атомы, находящиеся на поверхности разде-
ла фаз, приводят к возникновению избыточной 
поверхностной энергии. Наночастицы для ми-
нимизации поверхностной энергии эффективно 
взаимодействуют с любыми химическими сое-
динениями и быстро связываются друг с другом. 

Свойства наночастиц являются «коллектив-
ными» и определяются не отдельно взятой ча-
стицей, а ансамблем частиц, распределенных в 
среде диспергирования, поэтому особенности 
микроокружения являются определяющим фак-
тором свойств лекарственных средств [4].

Одним из перспективных материалов для со-
здания систем доставки является хитозан. Хито-
зан – модифицированный природный полиами-
но-b-гликозид, обладающий биодеградируемо-
стью, антибактериальным и противогрибковым 
действием [5–7]. Полимер характеризуется вы-
сокой мукоадгезивностью и является неимму-
ногенным [8].

Протеазы применяются во многих областях 
производства, например, пищевой и фармацев-
тической промышленностях, а также в медици-
не. Среди наиболее используемых протеаз ра-
стительного происхождения стоит отметить па-
паин [9, 10].

Папаин (КФ 3.4.22.2) – протеолитический 
фермент, выделяемый из кожуры плодов незре-
лой папайи (Carica papaya). Фермент относится 
к цистеиновым протеазам, стабилен в широком 
диапазоне условий даже при высоких темпера-

турах и значениях рН 3–12. Папаин обладает 
антибактериальным, антиоксидантным проти-
воопухолевым действиями. Комплексы папаи-
на применяются в качестве фармацевтическо-
го адъюванта [11–14].

Основным недостатком растворимых форм 
протеолитических ферментов является их быст-
рая инактивация вследствие протеолиза. Одним 
из способов повышения стабильности протеаз 
является их ассоциирование с наночастицами.

В связи с вышесказанным, цель настоящей 
работы – разработка биокатализаторов на ос-
нове ассоциатов папаина с наночастицами хи-
тозана и исследование их каталитической ак-
тивности. 

2. Экспериментальная часть
Объектом исследования в работе являлся па-

паин, в качестве субстрата для гидролиза был 
выбран азоказеин (Sigma, США). Наночастицы 
получали из хитозанов – среднемолекулярно-
го (СМ, 200 кДа) и высокомолекулярного (ВМ, 
350 кДа) (ЗАО «Биопрогресс», Россия).

Наночастицы хитозана получали следую-
щим образом: 300 мг хитозана растворяли в 
100 мл 0.3%-го раствора уксусной кислоты при 
механическом перемешивании, далее добавля-
ли 3%-й раствор NaOH со скоростью 5 мл/мин 
при постоянном перемешивании до образова-
ния осадка белого цвета и значения рН среды 
выше 11. Раствор пропускали через фильтр (раз-
мер пор 0.45 мкм), осадок промывали дистилли-
рованной водой до нейтрального значения рН, 
помещали в 100 мл дистиллированной воды и 
обрабатывали ультразвуком на дезинтеграто-
ре Qsonica Sonicators (Япония) в течение 10 мин 
(40 кГц). Для получения наночастиц в присутст-
вии аскорбиновой кислоты добавляли 50 мг по-
следней в раствор хитозана в уксусной кислоте 
до внесения к нему раствора NaOH. Остальные 
манипуляции проводились аналогичным обра-
зом, как описано выше.

Ассоциаты наночастиц с папаином получа-
ли согласно методике, описанной в [15] и апро-
бированной в работах [16–18].

Протеазную активность полученных препа-
ратов измеряли, как описано в [19].

Для определения размеров и поверхностных 
зарядов ассоциатов наночастиц с папаином ис-
пользовали установку Nano Zetasizer ZS (Malvern 
Instruments, США), оснащенную He/Ne-лазером 
мощностью 4 мВт с l = 632.8 нм, угол рассеяния 
составлял 173°.
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In silico исследование связей и взаимодей-
ствий, образующихся внутри комплекса хито-
зан-аскорбиновая кислота-папаин, проводили 
путем гибкого молекулярного докинга в пакете 
Autodock Vina (https://sourceforge.net/projects/
autodock-vina-1-1-2-64-bit/) с использованием 
трехмерной структуры папаина (PDB ID: 9PAP, 
https://www.rcsb.org/structure/9PAP ). Подготов-
ку модели структуры энзима и оптимизацию ма-
трицы полимера-носителя проводили, как опи-
сано в [20]. 

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

лили размеры и дзета-потенциал ассоциатов на-
ночастиц хитозана до и после ассоциации с па-
паином. Параметры ассоциатов папаина с нано-
частицами представлены в табл. 1. Медианное 
значение дзета-потенциала всех типов наноча-
стиц составило 0 мВ. Отчетливо видно, что ассо-
циаты папаина с наночастицами средне- и вы-
сокомолекулярного хитозанов, полученными в 
присутствии аскорбиновой кислоты, существен-
но отличаются по размерам от ассоциатов с ча-
стицами, сформированными без аскорбиновой 
кислоты. При взаимодействии наночастиц сред-
немолекулярного хитозана с папаином размеры 
ассоциатов превышают размеры свободных на-
ночастиц в большей степени – в 42 и 13 раз для 
частиц, сформированных при отсутствии и в 
присутствии аскорбиновой кислоты соответст-
венно, тогда как для наночастиц высокомолеку-
лярного хитозана при ассоциировании с папаи-
ном увеличение размеров комплексов составило 
лишь 6 и 8 раз, по сравнению со свободными на-
ночастицами. Исходя из полученных значений 
размеров ассоциатов папаина с наночастицами 

хитозана, можно предположить, что адсорбция 
белка на поверхности наночастиц сопровожда-
ется образованием многослойных структур. 

При образовании комплекса папаина с на-
ночастицами средне- и высокомолекулярного 
хитозанов, полученными без добавления аскор-
биновой кислоты, активность ассоциированных 
препаратов составляла 94 и 97 % соответствен-
но от тех же значений для нативного энзима. 
При формировании комплексов папаина с на-
ночастицами, полученными в присутствии ас-
корбиновой кислоты, протеолитическая способ-
ность фермента увеличилась на 3 % для средне-
молекулярного хитозана и на 16 % для высоко-
молекулярного хитозана (рис. 1). Более высоко-
му проценту сохранения активности папаина в 
комплексе с наночастицами хитозана, сформи-
рованными в присутствии аскорбиновой кисло-
ты, по всей видимости, способствуют антиокси-
дантные функции этой кислоты по отношению 
к биокатализатору [21, 22].

Известно, что активный центр папаина со-
держит остаток цистеина, сульфгидрильная 
группа которого совершает нуклеофильную ата-
ку на субстрат в процессе его гидролиза. Кроме 
того, SH-группа является мощным восстанови-
телем и поэтому легко подвергается окислению 
под действием кислорода воздуха. В литературе 
имеется информация об активации папаина пу-
тем введения различных восстановителей, на-
пример, цистеина [23] и других SH-содержащих 
соединений [24]. Таким образом, более высокую 
активность ассоциатов папаина с наночастица-
ми хитозана, полученными в присутствии ас-
корбиновой кислоты, можно связать с ее восста-
навливающим действием на сульфгидрильную 
группу активного центра. Более того, есть со-

Таблица. 1. Параметры наночастиц и ассоциатов папаина с наночастицами средне- 
и высокомолекулярного хитозанов

Исследуемый образец Средний размер, нм Диапазон размеров, нм

Наночастицы хитозана
среднемолекулярного 12 7–21
среднемолекулярного с аскорбиновой кислотой 21 14–59 
высокомолекулярного 33 18–79
высокомолекулярного с аскорбиновой кислотой 38 28–79

Ассоциаты папаина с наночастицами хитозана
среднемолекулярного 499 164–1281
среднемолекулярного с аскорбиновой кислотой 267 91–712
высокомолекулярного 200 105–396

высокомолекулярного с аскорбиновой кислотой 321 105–825
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общения о влиянии аскорбиновой кислоты [25] 
или ее сочетания с ионами Fe2+ [26] или Cu2+ [27] 
на протеолитическую активность нативного па-
паина. Также стоит отметить, что аскорбиновая 
кислота низкотоксична, широко используется в 
медицинской практике, что делает возможным 
применение содержащих ее ферментных пре-
паратов в биомедицине и фармации.

В ходе выполнения экспериментов по опре-
делению остаточной активности папаина при 
37 °С в 0.05 М трис-HCl буфере с pH 7.5 свободно-
го и ассоциированного с наночастицами средне- 
и высокомолекулярного хитозанов, полученны-
ми без и с добавлением аскорбиновой кислоты, 
в течение 7 дней происходило снижение актив-
ности всех испытуемых образцов.

Раствор нативного папаина после инкубации 
продолжительностью 168 часов сохранял 15 % от 

своей начальной протеолитической активности, 
его комплексы с наночастицами средне- и вы-
сокомолекулярного хитозанов, сформированны-
ми без добавления аскорбиновой кислоты, про-
являли соответственно 29 и 34 % своей способ-
ности гидролизовать азоказеин, в то время как 
ассоциаты с наночастицами средне- и высоко-
молекулярного хитозанов, созданными с добав-
лением аскорбиновой кислоты, сохраняли 40 и 
43 % их протеолитической активности соответ-
ственно (рис. 2).

Ассоциаты папаина и наночастиц обоих ти-
пов хитозана, созданных как без, так и с до-
бавлением аскорбиновой кислоты, были более 
стабильны, чем свободный фермент, начиная 
с 4 часов инкубации в 0.05 М трис-HCl буфере 
с pH 7.5 при 37 °С. Таким образом, комплексо-
образование с наночастицами хитозана более 

Рис. 1. Каталитическая активность папаина, ед/мл (А) и ее изменение, % (Б): растворимый папаин (1); 
папаин, ассоциированный с наночастицами среднемолекулярного хитозана (2); папаин с наночастица-
ми среднемолекулярного хитозана, полученными с добавлением аскорбиновой кислоты (3); папаин, 
ассоциированный с наночастицами высокомолекулярного хитозана (4); папаин с наночастицами вы-
сокомолекулярного хитозана, полученными с добавлением аскорбиновой кислоты (5). За 100 % приня-
та активность свободного папаина при оптимальных условиях гидролиза

а

б
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эффективно повышает стабильность папаина, 
чем ассоциирование фермента в аналогичных 
условиях с микрочастицами хитозана, при кото-
ром эффекты стабилизации протеолитической 
активности выявляются как минимум после 96 
часов инкубации в 0.05 М трис-HCl буфере с pH 
7.5 при 37 °С [16].

Для объяснения эффектов сохранения актив-
ности папаина в комплексе с наночастицами хи-
тозана, сформированными в присутствии аскор-
биновой кислоты, на более высоком уровне и по-
вышения стабильности фермента в названном 
комплексе при инкубации при 37 °С нами были 
смоделированы связи и взаимодействия, обра-
зующиеся внутри конъюгата хитозан-аскорби-
новая кислота-папаин (рис. 3). Из результатов 

in silico исследования взаимодействия тройной 
системы хитозан-аскорбиновая кислота-папа-
ин также следует, что непосредственно с ци-
стеином, входящим в состав активного центра 
(Cys25), аскорбиновая кислота не взаимодейст-
вует. Однако тот факт, что она вступает посред-
ством углеродного скелета в гидрофобные вза-
имодействия с каталитически значимым остат-
ком гистидина (His159), указывает на близость 
расположения молекулы потенциального вос-
становителя к сульфгидрильной группе и также 
подтверждает гипотезу о восстанавливающем 
эффекте аскорбиновой кислоты по отношению 
к активному центру папаина. Кроме того, аскор-
биновая кислота имеет некоторые преимущест-
ва перед другими типами восстановителей для 

Рис. 2. Остаточная каталитическая активность папаина после инкубации образцов при 37 °С (А – в ед/мл 
раствора или суспензии, Б – в % от первоначального уровня):  1 – свободный папаин; 2 – папаин, ассо-
циированный с наночастицами среднемолекулярного хитозана; 3 – папаин, ассоциированный с нано-
частицами среднемолекулярного хитозана, полученными с добавлением аскорбиновой кислоты; 4 – 
папаин, ассоциированный с наночастицами высокомолекулярного хитозана; 5 – папаин, ассоцииро-
ванный с наночастицами высокомолекулярного хитозана, полученными с добавлением аскорбиновой 
кислоты. Протеолитическую активность образцов, наблюдаемую без их предварительной инкубации и 
при оптимальных условиях гидролиза, принимали за 100 %

а

б
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косметологии, биомедицины и фармации: явля-
ется кофактором для ряда ферментов, участву-
ющих в биосинтезе коллагена, необходима для 
заживления ран и восстановления костей [28], 
вовлечена в синтез тироксина, метаболизм ами-
нокислот [21], играет важную роль в системе ан-
тиоксидантной защиты, иммунной компетент-
ности и в укреплении устойчивости организ-
ма к инфекции, предотвращает мутации ДНК 
и может быть важным элементом при лечении 
некоторых видов рака и хронических заболева-
ний [29]. Известно, что аскорбат хитозана обла-
дает более высокой антибактериальной актив-
ностью против Staphylococcus aureus и Escherichia 
coli, чем хитозан, что, вероятно, замедляет ми-
кробную деградацию папаина при физиологи-
ческих условиях (37 °С, pH 7.5) [30]. 

4. Заключение
Таким образом, в ходе проделанной работы 

нам удалось получить ассоциаты папаина с нано-
частицами среднемолекулярного и высокомоле-
кулярного хитозанов, сформированными без и с 
добавлением аскорбиновой кислоты. Последние 

показали более высокие значения протеолити-
ческой активности по отношению к азоказеину. 

Установлено, что ассоциаты папаина с на-
ночастицами обоих типов хитозанов, получен-
ными в присутствии аскорбиновой кислоты, су-
щественно отличаются по размерам от ассоци-
атов с частицами, сформированными без нее, а 
комплексы папаина с частицами среднемоле-
кулярного хитозана превышают размеры сво-
бодных наночастиц в большей степени, чем ас-
социаты фермента с частицами высокомолеку-
лярного хитозана.

При определении стабильности комплексов 
наночастиц хитозана и папаина выявлялось сни-
жение протеолитической активности образцов в 
течение семи суток. Ассоциирование с наноча-
стицами хитозана, особенно с частицами, полу-
ченными в присутствии аскорбиновой кислоты, 
повышало устойчивость папаина.

Для объяснения эффектов сохранения ак-
тивности папаина в комплексе с наночастицами 
хитозана in silico были изучены взаимодействия 
тройной системы хитозан-аскорбиновая кисло-
та-папаин. Установлено, что непосредственно с 

Рис. 3. Топология комплекса хитозан-аскорбиновая кислота-папаин (А) и связи и взаимодействия между 
компонентами названной системы, пунктирными линиями обозначены водородные связи, длина 
которых приведена в Å (Б)

а

б
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Cys25 в составе активного центра папаина аскор-
биновая кислота не образует связей, но вступает 
в гидрофобные взаимодействия с каталитически 
значимым аминокислотным остатком – His159, 
что доказывает близость расположения молеку-
лы потенциального восстановителя к сульфги-
дрильной группе и подтверждает гипотезу о вос-
станавливающем эффекте аскорбиновой кисло-
ты по отношению к активному центру папаина.
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