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Аннотация 
Работа направлена на разработку и исследование биокатализаторов на основе комплексов цистеиновых протеаз с 
фуллеренами и углеродными нанотрубками.
При образовании комплекса фицина с фуллеренами и углеродными нанотрубками активность гибридных препа-
ратов составляла 70 и 45 % соответственно. При формировании комплексов папаина с фуллеренами и углеродны-
ми нанотрубками протеолитическая способность фермента осталась на прежнем уровне для образцов с фуллереном 
и уменьшилась на 27 % для препаратов с углеродными нанотрубками. Образование комплексов бромелина с фул-
леренами и углеродными нанотрубками способствовало уменьшению протеолитической активности биокатали-
затора на 18 и 48 % по сравнению со свободным энзимом. При определении стабильности комплексов наномате-
риалов и цистеиновых протеаз в ходе 7-дневной инкубации в 0.05 М трис-HCl буфере (рН 7.5) при 37 °С выявлялось 
снижение протеолитической активности образцов.
Комплексообразование с углеродными наночастицами и фуллеренами повышало устойчивость фицина и броме-
лина, в то время как стабильность папаина в комплексах оставалась на прежнем уровне.
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1. Введение
Углеродные материалы представляют ог-

ромный интерес для различных областей нау-
ки. В настоящее время наблюдается значитель-
ный рост исследований, направленных на уве-
личение сфер применения углеродных нанома-
териалов, в том числе фуллеренов и нанотру-
бок. Эти наноструктуры в той или иной степени 
рассматриваются как возможные синтоны при 
создании биологически активных веществ [1].

Фуллерены – это новая аллотропная моди-
фикация углерода. Молекула фуллерена явля-
ется полой каркасной молекулой сфероидаль-
ной формы, которая состоит из четного числа 
ковалентно связанных атомов углерода, распо-
ложенных в вершинах шести- или пятиугольных 
циклов [2]. Внутри молекулы имеется полость, в 
которую можно ввести атомы и молекулы других 
веществ [3]. Установлено, что фуллерены оказы-
вают стабилизирующее действие на ферменты, 
предохраняя их от термической инактивации и 
окисления [4]. Фуллерены могут оказывать в био-
логических системах как антиоксидантное дей-
ствие, присоединяя активные формы кислоро-
да, так и окислительное, благодаря фотосенси-
тизирующим свойствам. Обладающие мембра-
нотропным действием липофильные молеку-
лы фуллеренов взаимодействуют с различными 
биологическими структурами и могут изменять 
функции этих структур, увеличивая липофиль-
ность активной молекулы. Существуют приме-
ры адресной доставки фуллеренами некоторых 
терапевтических агентов [5], также известно их 
применение для рентгеновской визуализации, в 
качестве ингибиторов процессов размножения 
вируса иммунодефицита человека и химиоте-
рапевтических агентов. Отличительной чертой 
фуллеренов является способность сочетать не-
сколько функций, что делает их перспективны-
ми тераностиками. Тераностика открывает но-
вый путь к персонализированной наномедици-
не, когда ход лечения можно контролировать и, 
таким образом, адаптировать для каждого па-
циента индивидуально [6–8]. 

Углеродные нанотрубки представляют собой 
протяженные цилиндрические полые структу-
ры диаметром от одного до нескольких десят-
ков нанометров, длиной в десятки микрон, а 
в некоторых случаях до сантиметра, которые 
образованы одним или несколькими свернуты-
ми в бесшовную трубку графеновыми листами. 
Среди их достоинств стоит отметить большую 
удельную поверхность, высокую стабильность, 
прочность, теплопроводность, необычные элек-

тронные и эмиссионные свойства [5]. Удельная 
поверхность углеродных нанотрубок составляет 
от 150 до 1500 м2·г–1, что во много раз превосхо-
дит этот показатель у фуллеренов [9, 10]. Угле-
родные нанотрубки имеют высокий потенци-
ал в качестве безопасных и эффективных аль-
тернатив существующим методам доставки ле-
карств: могут проходить через мембраны вме-
сте с терапевтическими препаратами, вакци-
нами и нуклеиновыми кислотами вглубь клет-
ки к мишеням-субстратам; служат идеальными 
нетоксичными носителями, которые в некото-
рых случаях повышают растворимость лекарст-
венного средства, что приводит к его большей 
эффективности и безопасности [11]. На основе 
углеродных нанотрубок были разработаны тест-
полоски для определения эстрогена и прогесте-
рона, микроматрицы для обнаружения ДНК и 
белков, а также датчики NO2 и сердечного тро-
понина. Подобные сенсоры использовались для 
обнаружения газов и токсинов [12–14].

Высокая специфичность ферментативно-
го катализа дает возможность получить боль-
шой выход целевого продукта и сделать прак-
тически безотходное производство. Протеоли-
тические ферменты растительного происхож-
дения часто используют в медицине, наибо-
лее популярными среди них являются фицин 
(КФ 3.4.22.3), бромелин (КФ 3.4.22.32) и папаин 
(КФ 3.4.22.2) [15, 16]. 

Фицин (КФ 3.4.22.3) получают из растений 
рода Ficus. Он относится к группе цистеино-
вых протеолитических ферментов. Молекуляр-
ная масса фермента – 25–26 кДа. Фицин имеет 
широкий диапазон значений pH (6.5–9.5), в ко-
торых он проявляет высокую активность [17]. 
Изоэлектрическая точка фермента равна 9.0. 
Молекула фицина состоит из одной полипеп-
тидной цепи с N-концевым остатком лейцина 
[18–20]. Фицин обладает антимикробной ак-
тивностью в отношении грамположительных 
и грамотрицательных бактерий. Кроме того, 
доказаны его противовоспалительные, анти-
гельминтные, антитромботические, фибрино-
литические, противораковые свойства и имму-
номодулирующие эффекты [21, 22]. 

Папаин (КФ 3.4.22.2) выделяют из дынного 
дерева – папайи (Carica papaya). Молекулярная 
масса папаина – 23 кДа. Энзим состоит из 212 
аминокислотных остатков, где на N-конце нахо-
дится изолейцин, а на C-конце – аспарагин. Па-
паин имеет высокую активность в разных сре-
дах: при pH 5.0–7.5 он гидролизует белки, пеп-
тиды, амиды. Наиболее благоприятная темпе-
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ратура для функционирования фермента нахо-
дится в диапазоне 50–60 °С. Изоэлектрическая 
точка равна 8.75 [23–25]. Папаин способен рас-
щеплять белки с большей скоростью и эффек-
тивностью, чем многие ферменты животного и 
бактериального происхождения, способен уве-
личивать скорость заживления ран, пролежней 
и трофических ран, обладает противовоспали-
тельными свойствами, позволяет другим лекар-
ственным препаратам проникать через кожные 
покровы, не нарушая их целостности [26–29].

Бромелин (КФ 3.4.22.32) относится к про-
теолитическим ферментам растительной при-
роды, которые получают из ананаса. Молеку-
лярная масса бромелина составляет 33 кДа, а 
изоэлектрическая точка – 9.55. Наиболее бла-
гоприятная температура для работы фермен-
та – 62 °С, а pH – 7.0 [30, 31]. Бромелин приме-
няют для улучшения пищеварения, смягчения 
симптомов воспалительных процессов, сниже-
ния отека и повышения скорости регенерации 
тканей. Он характеризуется противораковыми 
свойствами, может предотвращать возникно-
вение тромбов, ускоряет процессы репарации 
тканей при деполимеризации межклеточных 
структур, меняет проницаемость сосудов, обла-
дает иммуномодулирующим действием [32-35]. 

Однако есть несколько причин, препятст-
вующих масштабному применению фермен-
тов: неустойчивость препаратов при различ-
ных воздействиях, высокая себестоимость, не-
возможность их многократного использова-
ния. Эти проблемы можно в значительной мере 
преодолеть, если применять ассоциированные 
ферменты, которые более стабильны и облада-
ют пролонгированным действием [36, 37]. 

В связи с вышесказанным, цель настоящей 
работы – разработка биокатализаторов на ос-
нове комплексов цистеиновых протеаз с угле-
родными нанотрубками и фуллеренами и ис-
следование их каталитической активности. 

2. Экспериментальная часть
Объектом исследования в работе являлись 

фицин, папаин, бромелин в качестве субстра-
та для гидролиза был выбран азоказеин (Sigma, 
США). Для комплексообразования использова-

ли следующие сертифицированные углерод-
ные наноматериалы: нанотрубки Nanocyl-7000 
(NANOCYL S.A.) с длиной 0.7–3.0 мкм и диамет-
ром 5–35 нм; фуллерены С60 «НеоТекПродукт» 
с чистотой 99.5 %. 

Комплекс фермента с углеродными нано-
трубками и фуллеренами получали следующим 
образом: раствор фермента (2 мг/мл в 50 мМ гли-
циновом буфере, рН 10.0 и 9.0 для фицина и па-
паина, в 50 мМ трис-глициновом буфере, рН 9.0 
для бромелина) смешивали в равных объемах с 
раствором углеродных нанотрубок и фуллере-
нов, выдерживали при комнатной температуре 
в течение 2 ч. Протеазную активность получен-
ных препаратов измеряли, как описано в [38].

Для определения размеров и поверхност-
ных зарядов наночастиц использовали установ-
ку Nano Zetasizer ZS (Malvern Instruments, США), 
оснащенную He/Ne-лазером мощностью 4 мВт 
с l = 632.8 нм, угол рассеяния составлял 173°.

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

лили размеры и дзета-потенциал фуллеренов 
и углеродных нанотрубок. Параметры наноча-
стиц представлены в табл. 1. Средний размер 
фуллеренов составил 113 нм, а углеродных на-
нотрубок 153 нм. Медианное значение дзета-
потенциала составило –12 мВ для фуллеренов 
и –20 мВ для углеродных нанотрубок.

При образовании комплекса фицина с фул-
леренами и углеродными нанотрубками актив-
ность комплексированных препаратов состав-
ляла 70 и 45 % соответственно от тех же значе-
ний для нативного энзима. При формировании 
комплексов папаина с фуллеренами и углерод-
ными нанотрубками протеолитическая способ-
ность фермента осталась на прежнем уровне 
для фуллерена и уменьшилась на 27 % для угле-
родных нанотрубок. Образование комплексов 
бромелина с фуллеренами и углеродными на-
нотрубками способствовало уменьшению про-
теолитической активности на 18 и 48 % по срав-
нению со свободным энзимом (рис. 1). 

В ходе выполнения экспериментов по опре-
делению остаточной активности цистеиновых 
протеаз при 37 °С в 0.05 М трис-HCl буфере с 

Таблица. 1. Параметры наночастиц 

Наночастицы Средний размер, 
нм

Диапазон  
размеров, нм

Медианное  
значение дзета-
потенциала, мВ

Диапазон  
дзета-потенциалов, 

мВ
Фуллерены 113.8 91.2-141.8 –12.3 от –25.8 до 13.9
Углеродные нанотрубки 153.4 122.4-190.1 –20.1 от –35.7 до –5.99
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pH 7.5, свободных и в комплексе с фуллеренами 
и углеродными нанотрубками в течение 7 дней 
происходило снижение активности всех испы-
туемых образцов.

Раствор нативного фицина после инкуба-
ции продолжительностью 7 дней сохранял 8 % 
от своей первоначальной протеолитической 
активности, его комплексы с фуллеренами и 
углеродными нанотрубками проявляли соот-
ветственно 46 и 43 % своей способности гид-
ролизовать азоказеин. Нативный папаин по-
сле инкубации в течение 7 дней сохранял 15 % 
своей активности, а образцы папаина с фул-
леренами и углеродными нанотрубками про-
являли 27 и 22 %. Раствор бромелина сохранял 

13 % своей протеолитической активности по-
сле 7 дневной инкубации, в то время как ком-
плексы с фуллеренами и углеродными нано-
трубками – 26 и 29 % (рис. 2).

4. Заключение
Таким образом, в ходе проделанной работы 

нам удалось получить комплексы цистеиновых 
протеаз с фуллеренами и углеродными нано-
трубками. Папаин в комплексе с фуллеренами 
показал более высокие значения протеолити-
ческой активности по отношению к азоказеину, 
чем другие изучаемые нами биокатализаторы.

При определении стабильности комплек-
сов наноматериалов и цистеиновых протеаз 

Рис. 1. Каталитическая активность фицина, папаина, бромелина, ед/мл (А) и ее изменение, % (Б): рас-
творимый фицин (1); фицин в комплексе с фуллереном (2); фицин в комплексе с углеродными нано-
трубками (3); растворимый папаин (4); папаин в комплексе с фуллереном (5); папаин в комплексе с 
углеродными нанотрубками (6); растворимый бромелин (7); бромелин в комплексе с фуллереном (8); 
бромелин в комплексе с углеродными нанотрубками (9). За 100 % принята активность свободных фер-
ментов при оптимальных условиях гидролиза

A

Б
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 выявлялось снижение протеолитической ак-
тивности образцов в течение 7 дней. Комплек-
сообразование как с фуллеренами, так и с угле-
родными нанотрубками повышало устойчи-
вость фицина и бромелина, в то время как ста-
бильность папаина в комплексах оставалась на 
уровне свободного фермента.
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