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Активные формы кислорода (АФК) – высоко- 
реакционноспособные химические частицы, к 
которым относят синглетный кислород, суперок-
сидный анион-радикал, гидроксильный радикал, 
пергидроксильный радикал, пероксид водорода. 
АФК повреждают многие биологические молеку-
лы путем их неспецифического окисления. Таким 
образом, даже при очень низких исходных кон-
центрациях АФК свободные радикалы способны 
инициировать цепные реакции, что обусловливает 
развитие обширных повреждений биологических 
молекул [1, 2]. В настоящее время роль свобод-
норадикального окисления под действием АФК 
(окислительный стресс) доказана в патогенезе бо-
лее чем 100 заболеваний и патологических состо-
яний. У человека окислительный стресс становит-
ся причиной или важной составляющей многих 
серьезных заболеваний, таких как атеросклероз, 
ишемическая болезнь сердца, артериальная гипер-
тония, болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона, 
диабет, аутоиммунные заболевания, различные 
воспалительные заболевания и др. [3–10].

Система антиоксидантной защиты организма 
включает неферментные и ферментные антиокси-
данты, к которым относятся супероксиддисмута-
за (СОД), дисмутирующая супероксид-радикал в 
кислород и пероксид водорода, а также каталаза, 
окисляющая пероксид водорода до молекулярно-
го кислорода и воды. Развитие окислительного 
стресса при воспалительных заболеваниях обу-
словлено, прежде всего, снижением активности 

естественных антиоксидантных ферментов и де-
фицитом природных антиоксидантов. В этой связи 
весьма перспективно совместное использование 
этих ферментов для снижения окислительного 
стресса при разных патологиях. При этом важно 
получение формуляций, предохраняющих вклю-
ченные ферменты от действия защитных систем 
организма и способствующих их доставке в целе-
вые органы и ткани [11].

Создание фермент-полиэлектролитных ком-
плексов (нанозимов) [12] – одна из наиболее про-
стых методик получения таких формуляций. В ее 
основе лежит самоорганизация комплексов между 
противоположно заряженными амфифильными 
полимерами и ферментами. Изменение состава по-
лимерного ядра и морфологии подобных образо-
ваний позволяет добиваться большей биодоступ-
ности и направленной доставки лекарственного 
средства при терапии различных заболеваний. Их 
стабилизация достигается ковалентным сшивани-
ем комплексов в конъюгаты [13, 14].

В большинстве работ по созданию нанозимов 
на основе СОД [15–18] и каталазы [19] исполь-
зовали различные поликатионы. Биферментные 
наночастицы, содержащие СОД и каталазу, были 
также получены путем комлексообразования 
с положительно заряженным блок-иономером 
полиэтиленимин-полиэтиленгликолем [20]. На 
модели крыс было показано, что двухслойное 
покрытие СОД полиэлектролитами (поликати-
он-полианион) улучшает свойства препарата при 
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лечении травмы спинного мозга [21]. Известно, 
что эффективность проникновения подобных фор-
муляций в тонкие капилляры обусловлена разме-
рами получаемых комплексов. 

С учетом вышесказанного в настоящей работе 
была поставлена задача отработать условия по-
лучения стабильных двухслойных полиионных 
биферментных конъюгатов СОД1/каталаза мини-
мального размера.

Материалы и методы

В работе были использованы следующие ре-
активы: субстанция рекомбинантной СОД1 (ООО 
«НПП Ферментные технологии», Россия), блок-
иономер полиэтиленгликоль113-полиглутаминовая 
кислота50 (ПЭГ-ПГ) («Alamanda Polymers», США), 
набор для определения белка «Micro BCA™ Protein 
Assay Kit» («Thermo Scientifi c», США), каталаза, 
протамин, Н2О2 (0,196 М), глутаровый альдегид 
(ГА), соли и компоненты буферных растворов – 
все производства фирмы «Sigma-Aldrich» (США).

Запасные растворы СОД1, каталазы, протамина 
и ПЭГ-ПГ (5 мг/мл) готовили в буферных раство-
рах HEPES или натрий-фосфатном (ФБ). Варьи-
ровали концентрацию (10 и 50 мМ) и рН (5,8–7,8) 
исходного буфера. Смешивали аликвоты запасных 
растворов ферментов, требующиеся для достиже-
ния необходимого мольного соотношения СОД1 
и каталазы (от 1:1 до 1:5), конечный объем смеси 
0,5 мл. Затем вносили 220 мкл раствора протамина 
и инкубировали 30 мин при комнатной температу-
ре. Далее добавляли 250 мкл раствора ПЭГ-ПГ и 
инкубировали в течение 30 мин при 4 °С. 

Для ковалентного сшивания белков с поли-
мерами в смесь вносили 200 мкл 5%-го рас-
твора ГА и выдерживали при перемешивании 
в течение 12–14 ч при 4 °С. Восстановление 
оснований Шиффа проводили добавлением 
по каплям 100 мкл свежеприготовленного во-
дного раствора боргидрида натрия (1 мг/мл) при 
комнатной температуре. Побочные продукты и 
непрореагировавшие реагенты удаляли центри-
фугированием на центрифуге «Beckman Coulter 
Allegra X-30» с использованием фильтрующих 
систем «Amicon» (отсечение молекулярных масс 
300 кДа). Смесь разводили 3 мл используемого 
буфера и центрифугировали при 2000 об/мин в 
течение 10 мин. Раствор над фильтром переноси-
ли в новую пробирку, разводили 3 мл буфера и по-
вторяли центрифугирование. Конечный раствор 
конъюгатов-СОД1/каталазы над фильтром пере-
носили в пробирки и хранили при 4 °С.

За активностью нативной каталазы и фермента 
в составе конъюгата следили по разложению пе-

роксида водорода. В типичном эксперименте в кю-
вету вносили 820–870 мкл 0,1 М фосфатного бу-
фера (рН 7,0), 100 мкл (0,196 М) Н2О2 и 30–80 мкл 
разведенного раствора фермента. Уменьшение 
поглощения субстрата регистрировали спектро-
фотометрически (длина волны 240 нм, комнатная 
температура). Активность (А, Ед/мл) и удельную 
активность каталазы (Ауд, Ед/мг) рассчитывали по 
формулам (Ед – количество фермента, трансфор-
мирующего 1 мкМ субстрата в 1 мин при данных 
условиях):

А = [(ΔА240ˑ1000)/(0,0436ˑVал)]ˑP,                     (1)
Ауд. = А/Скат.,                                                        (2) 

где ΔА240 – изменение поглощения субстрата за        
1 мин, о.е./мин; Скат. – весовая концентрация фер-
мента в исходном анализируемом растворе, мг/мл; 
Vал. – объем аликвоты раствора каталазы в кювете, 
мкл; 0,0436 – изменение поглощения, соответству-
ющее разложению 1 мкмоль Н2О2 в 1 мин; Р – раз-
ведение анализируемого раствора каталазы.

Анализ активности нативной СОД1 и фермента 
в составе конъюгата проводили с помощью мето-
да, в основе которого лежит реакция ингибиро-
вания автоокисления пирогаллола [22]. Согласно 
данной методике, измерения проводили в 96-лу-
ночном планшете. Для одного образца использо-
вали 8 лунок (один столбец). Последовательным 
разведением получали 8 точек объемом 20 мкл с 
концентрацией от 1000 до 0,45 мкг/мл фермента. 
Добавляли 160 мкл 50 мМ, Трис-буфера (pH 8,2) 
и 20 мкл раствора пирогаллола (раствор пирогал-
лола в ацетоне 5 мг/мл, затем разбавляли в 10 раз 
водой). Строили график зависимости скорости 
окисления пирогаллола от концентрации СОД1 
в логарифмическом масштабе. С помощью про-
граммного обеспечения Origin 8.1 полученную за-
висимость аппроксимировали кривой «доза – от-
вет» и находили концентрацию, соответствующую 
50%-му ингибированию (EC50, мкг/мл). Далее 
рассчитывали активность по формуле (3):

А = 1 000 000/20 EC50.                                      (3)

Концентрацию СОД1, при которой наблюдалось 
50%-е ингибирование реакции аутоокисления 
пирогаллола в реакционной среде, принимали за 
1 Ед/мл.

Определение белка в растворе проводили с 
помощью набора «Micro BCA™ Protein Assay 
Kit». Измерения проводили по рекомендации 
производителя. 

Определение размеров полиионного комплек-
са осуществляли на установке динамического 
лазерного светорассеяния «Zetasizer Nano ZS» 
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(«Malvern Instrument», Великобритания). Аликво-
ту раствора исследуемого образца разбавляли до 
концентрации 50–100 мкг/мл и пропускали через 
фильтр (0,2 мкм). Размер полученного полиионно-
го комплекса измеряли до и после сшивки с 5%-м 
глутаровым альдегидом в нескольких повторах. 
Средние значения гидродинамического диаметра 
для всех образцов рассчитывали как минимум по 
трем измерениям, данные представляли как сред-
нее значение ± среднеквадратичное отклонение.

Растворы СОД1, каталазы и полученных двух-
слойных биферментных конъюгатов  хранили при 
4 °С. Через определенные промежутки времени 
отбирали аликвоты растворов и определяли актив-
ность комплекса. 

Результаты и их обсуждение

Анализ литературы показывает, что размер по-
лучаемых фермент-полиионных комплексов до-
статочно сильно зависит от таких условий ком-
плексообразования, как рН среды, а также при-
роды и концентрации используемого буферного 
раствора.

Наши предварительные эксперименты показа-
ли, что влияние на размеры биферментных ком-
плексов оказывает и исходное мольное соотноше-
ние ферментов (табл. 1).

Ковалентное сшивание биферментных ком-
плексов с использованием ГА приводило к уве-
личению размеров получаемых конъюгатов в 
1,5–2 раза и увеличению индекса полидисперсно-
сти (табл. 2). Данный факт не отмечался ранее 
ни при получении биферментного комплекса 

СОД1/каталаза с ПЭИ-ПЭГ [20], ни при получе-
нии двухслойных (поликатион-полианион) ком-
плексов СОД1 [21].

Влияние природы и концентрации буферного 
раствора на размеры комплексов и комнъюгатов 
СОД1/каталаза иллюстрирует рис. 1. Во-первых, 
при уменьшении концентрации буферных раство-
ров наблюдается уменьшение размеров частиц. 
Это можно объяснить тем, что с уменьшением кон-
центрации ионов в растворе происходит сужение 
двойного электрического слоя. Во-вторых, синтез 
частиц в буферном растворе HEPES позволяет по-
лучать препараты с меньшими размерами частиц 
как в виде комплексов, так и в виде конъюгатов. 

На рис. 2 представлены данные по влиянию ве-
личины рН при синтезе двухслойных полиионных 
биферментных конъюгатов на гидродинамический 
диаметр получаемых частиц. Эта зависимость 
имеет явно выраженный минимум при рН 7,4 вне 
зависимости от природы буфера. Однако при всех 
изученных величинах рН размеры конъюгатов, 
синтезированных в ФБ, достоверно больше по 
сравнению с размерами частиц, синтезированных 
в буферном растворе HEPES. 

Совокупность представленных выше ре-
зультатов позволяет утверждать, что для полу-
чения двухслойных биферментных конъюгатов 
СОД1/каталаза минимального размера опти-
мально использовать буферный раствор HEPES 
с концентрацией 10 мМ и рН 7,4. В этих условиях 
мы исследовали влияние исходных мольных соот-
ношений ферментов на размеры синтезируемых 
комплексов и конъюгатов (табл. 3). Приведенные 

Т а б л и ц а  1
Гидродинамические размеры комплексов СОД1/каталаза при разных исходных мольных соотношениях 

ферментов (10 мМ ФБ; рН 6,8)

Мольное соотношение СОД1/каталаза d, нм PDI

2:1 182 ± 10 0,085

3:1 191 ± 10 0,151

4:1 195 ± 10 0,122

Т а б л и ц а  2 
Гидродинамические размеры комплексов и конъюгатов СОД1/каталаза (10 мМ HEPES; рН 6,8)

Мольное соотношение СОД1/каталаза
До сшивания с ГА После сшивание с ГА

d, нм PDI d, нм PDI

2:1 136 ± 5 0,026 254 ± 6 0,196

3:1 144 ± 5 0,070 296 ± 6 0,252

4:1 145 ± 5 0,130 316 ± 6 0,276
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в таблице данные показывают, что оптимальное 
мольное соотношение СОД1 / каталаза для полу-
чения минимальных размеров получаемых двух-
слойных биферментных частиц составляет 2:1. 

Для изучения стабильности ферментов в полу-
ченных конъюгатах отбирали пробы через опре-
деленные промежутки времени и измеряли актив-
ность СОД1 и каталазы, хранившихся при тем-
пературе 4 °С. Следует отметить, что сшивание 
комплексов ГА (с последующим восстановлением 
оснований Шиффа) боргидридом натрия приводит 
к значительной инактивации ферментов (остаточ-
ная активность составляет 25–35% от исходной). 
Однако и СОД1, и каталаза в составе бифермент-
ного конъюгата сохраняют свою первоначальную 
активность как минимум в течение 48–60 ч. При 
дальнейшем хранении потеря активности стано-

вится заметной, причем каталаза инактивируется 
немного быстрее по сравнению с СОД1. Тем не 
менее, даже через 25 суток хранения наблюдае-
мая активность ферментов сохраняется на уровне 
75–85% (рис. 3).

По результатам работы можно сделать сле-
дующие выводы. Размеры у двухслойных по-
лиионных биферментных комплексов и конъ-
югатов СОД1 / каталаза значительно больше, 
чем у описанных в литературе. Сшивание ком-
плексов ГА в 1,5–2 раза увеличивает размеры 
конъюгатов. Гидродинамический диаметр полу-
чаемых частиц зависит от природы и концентра-
ции буфера, величины рН синтеза и исходного 
мольного соотношения ферментов. Конъюга-
ты минимального размера могут быть получе-
ны в результате синтеза в буферном растворе 

Рис. 1. Зависимость гидродинамических размеров комплексов и конъюгатов 
СОД1/каталаза от природы и концентрации буфера (рН 7,4; СОД1 : каталаза = 2:1)

Т а б л и ц а  3
Гидродинамический диаметр комплексов и конъюгатов СОД1/каталаза при разных исходных мольных 

соотношениях ферментов (10 мМ HEPES; рН 7,4)

Мольное соотношение                      
СОД1/каталаза

d, нм

комплекс конъюгат

1:1 125 ± 10 225 ± 10

2:1 118 ± 5 214 ± 10

3:1 150 ± 10 230 ± 10

4:1 196 ± 8 255 ± 10

5:1 246 ± 10 325 ± 10
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HEPES (10 мМ, рН 7,4) при мольном соотно-
шении СОД1 / каталаза, равном 2:1. Получен-
ные в этих условиях конъюгаты демонстрируют 
относительно высокую стабильность обоих фер-
ментов при хранении.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского фонда фундаментальных 
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OBTAINING A TWO-LAYER POLYIONIC BIENZYME COMPLEX 
OF SUPEROXIDE DISMUTASE 1 AND CATALASE OF MINIMAL SIZE
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kin1, E.A. Zaitseva1, N.L. Klyachko1,2 

( 1 Department of Chemical Enzymology, School of Chemistry, Lomonosov Moscow State 
University; 2 G.R. Derzhavin Tambov State University;  *e-mail: nleremeev@gmail.com; 
nlklyachko@gmail.com)

The factors affecting the sizes of two-layer polyionic bienzyme SOD1 / catalase complex/ 
conjugates (the nature and concentration of buffers, pH, enzymes initial molar ratios) 
were studied. The optimal conditions for obtaining conjugates of the minimal size are 
determined. The conjugates obtained under these conditions demonstrate a relatively high 
storage stability of both enzymes
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two-layer polyionic bienzyme complex.
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