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ГИБРИДНЫЕ МЕТАЛЛ-ОРГАНИЧЕСКИЕ НАНОЦВЕТЫ  
И ИХ ПРИМЕНЕНИЕ В БИОТЕХНОЛОГИИ

Аннотация. Среди всего разнообразия современных наноматериалов можно выделить особый класс – наноцве-
ты. Интерес ученых к данным наноструктурам обусловлен наличием у последних специфической топографии на-
нослоев, особое расположение которых позволяет получить значительно большее отношение площади поверхности 
к объему, чем у классических сферических наночастиц, что существенно увеличивает эффективность реакций на 
поверхности наноцветов. Основной способ применения наноцветов – использование их в качестве стабилизаторов 
ферментов. Последние представляют собой биосистемы с высокой активностью и субстратной специфичностью, но 
их использование ограничено высокой чувствительностью к среде, низкой воспроизводимостью экспериментальных 
результатов и наличием требований к комплексной очистке составляющих. Чтобы улучшить функционирова- 
ние ферментов в различных условиях, разработаны органико-неорганические гибридные наноматериалы (название 
отражает связь неорганических компонентов в наночастицах с органическими материалами). Указанные наночасти-
цы могут быть  использованы в катализе, в качестве биосенсоров, а также для доставки лекарств. Это дало толчок 
развитию новой отрасли химии – химии гибридных наноматериалов, бурно развивающейся в настоящее время. 
Таким образом, изучение органико-неорганических гибридных нанокристаллов в области химии ферментных систем 
будет способствовать быстрому развитию бионаноматериалов и новых отраслей биотехнологии. 
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HYBRIDE METALL-ORGANIC NANOFLOWERS AND THEIR APPLICATIONS IN BIOTECHNOLOGY 

Abstract. Among the variety of modern nanomaterials a special class – nanoflowers can be distinguished. These new 
nanostructures have induced the interest of scientists due to the topographic features of nanolayers, the special location  
of which allows a higher surface-to-volume ratio compared to classical spherical nanoparticles. Such topographic structure 
significantly increases the efficiency of surface reactions for nanoflowers. The main purpose of this type of nanomaterials is 
their use as enzyme stabilizers. Enzymes are biosystems with high activity and substrate specificity, but their use is limited by 
certain disadvantages, such as high sensitivity to the environment, low reproducibility of experimental results and requ-
irements for complex purification of the components. To facilitate the functioning of enzymes in various conditions, organic-
inorganic hybrid nanomaterials have been developed, the name of which indicates that all components of inorganic 
nanoparticles are associated with organic materials. These nanoparticles have numerous promising applications in catalysis, 
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as biosensors, and for drug delivery. Organic-inorganic hybrid nanoflowers have led to the development of a new branch  
of chemistry – the chemistry of hybrid nanomaterials, whose research is currently undergoing rapid development. Thus, the 
study of organic-inorganic hybrid nanocrystals can lead to new creative solutions in the field of chemistry of enzyme systems 
and the rapid development of bionanomaterials and new branches of biotechnology.
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Введение. Наноцветы – особый класс наноматериалов, которые в последние годы привлекают 
все большее внимание благодаря своим уникальным топографическим особенностям. Нанослои 
таких наночастиц представляют своего рода лепестки (благодаря чему наноцветы и получили 
свое название), особое расположение которых, в отличие от классических сферических наноча-
стиц, позволяет получить большую площадь поверхности при малом объеме (рис. 1). Данное свой-
ство существенно увеличивает эффективность возможных реакций на поверхности наноцветов.

Несмотря на растущий интерес к наноцветам, им пока не уделяется должного внимания, что 
обусловлено в первую очередь сложным, многоэтапным синтезом, сопряженным с работой в ус-
ловиях высоких температур и давления, и необходимостью использования высокотоксичных ор-
ганических растворителей. К тому же морфологические особенности наноцветов трудно контро-
лировать, что в настоящее время также является препятствием для их широкого применения  
в биохимии. Основным способом применения наноцветов является их использование в качестве 
стабилизаторов ферментов. Последние представляют собой биосистемы с высокой активностью 
и субстратной специфичностью, но их использование ограничено высокой чувствительностью  
к среде, низкой воспроизводимостью экспериментальных результатов и наличием требований  
к комплексной очистке составляющих. Чтобы улучшить функционирование ферментов в раз-
личных условиях, разработаны органико-неорганические гибридные наноматериалы (название 
отражает связь неорганических компонентов в наночастицах с органическими материалами). 
Такие нанобиоматериалы могут найти широкое применение: в катализе [1–4], в качестве биосен-
соров [5–8], а также для доставки лекарств [9–12]. Ферменты имеют сильное сродство к метал-
лам ионов в качестве кофактора, и, таким образом, стабильность белков обычно усиливается при 
иммобилизации на поверхности металла путем таких взаимодействий, как аффинность заряда, 

 

Рис. 1. Внешний вид наноцветов

Fig. 1. Appearance of nanoflowers
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ковалентные и структурные связи [13, 14]. Однако иммобилизованные белки проявляют более 
низкую активность, чем свободные ферменты, в первую очередь из-за потери их активности 
вследствие изменения ориентации во время процесса иммобилизации и ограничения фермента-
тивной активности [15–18]. С целью решения данной проблемы предложены наночастицы и на-
ногели с иммобилизованными белками [19]. Эффективность функционирования ферментов  
в этих наночастицах и наногелях может составлять 60–90 % по сравнению с таковой у свобод-
ных ферментов, а в некоторых случаях даже превышать ее. Установлено, что активность фермен-
та, адсорбированного на наночастице, выше, чем у свободного фермента, только у фосфорорга-
нической гидролазы в мезопористом кремнеземе. В сочетании со данной наночастицей гидролаза 
показала активность в 2 раза более высокую по сравнению со свободной гидролазой в растворе 
[19]. У трипсина, который представляет собой гидролизующий фермент, иммобилизация на 
твердой основе увеличивает его каталитическую эффективность в тысячи раз по сравнению со 
свободным трипсином [20]. Однако для данных сложных систем характерна такая проблема, как 
потеря ферментных свойств.

Для преодоления указанных выше недостатков в последнее время разработан новый подход 
к легкому и безопасному синтезу гибридных наноматериалов [21]. Последние можно изготовить 
путем добавления белков в раствор ионов металлов, что не требует использования каких-либо 
токсичных элементов или создания экстремальных жестких условий синтеза. При этом органиче-
ское вещество, участвующее в синтезе, потребует меньшего количества манипуляций, чем при 
использовании других традиционных методов для поддержания активности иммобилизованно-
го фермента. Цветоподобные гибридные наноматериалы, генерируемые при таком синтезе, на-
зываются органико-неорганическими гибридными наноцветами или гибридными наноцветами. 
Механизм их синтеза, физические свойства, активность белка, стабильность и воспроизводи-
мость в настоящее время активно изучаются. Предметом исследования является также возмож-
ность их применения in vivo в белковых комплексах, для серологических исследований, в каче-
стве биосенсоров. 

Биокатализаторы на основе наноцветов из меди и белков. Поскольку разработка гибрид-
ных наноцветов началась с использования меди и белков, именно эти типы наноцветов были изу-
чены в первую очередь [21–25]. Результаты исследований гибридных наноцветов, которые впер-
вые были синтезированы Ge с соавт. [21], подтвердили, что с помощью ионов меди и белков мо-
жет быть создан новый вид наночастиц. Впоследствии авторы синтезировали четыре типа 
гибридных наноцветов, используя α-лактальбумин, лакказу, карбоангидразу и липазу соответ-
ственно. Синтезированные гибридные нанокристаллы использовали для обнаружения фенолов 
и окисления катехоламинов. Ферментативная активность наноцветов оказалась равной активно-
сти свободных ферментов в растворе или превосходила ее (95–650 %). Увеличение эффективно-
сти катализа было обусловлено следующими факторами: (i) бóльшей площадью поверхности на-
нослоя, которая не вызывает ограничений массопереноса; (ii) кооперативным взаимодействием 
захваченных ферментных молекул; (iii) взаимным влиянием фермента и микроокружения нано-
носителя, который содержит ионы металлов (например, ионы Cu2+ в наноцветах могут усилить 
активность лакказы). Кроме того, исследователи разработали упрощенный фенольный детектор, 
содержащий фильтр-шприц с адсорбированными гибридными наноцветами лакказы [22]. Смесь 
водного фенола и 4-аминоантипирина вводили в фильтр с нанослойным покрытием, используя 
шприц, и хранили в фильтровальной камере в течение 5 мин. Высокая активность лакказы в со-
ставе наноцветов обеспечивала быстрое окислительное взаимодействие фенола с 4-аминоанти-
пирином для получения антипириновых красителей. Продукт далее выталкивали из шприца  
и анализировали, используя спектрофотометр UV/Vis. Обнаружение фенола с помощью этого 
метода происходило быстрее, чем при применении газовой хроматографии или жидкостной хро-
матографии. Кроме того, применение данного метода облегчало повторное использование филь-
тра в течение примерно 1 мес. из-за высокой стабильности фермента в наночастицах. Sun с соавт. 
[23] синтезировали мультиферментные гибридные наноцветы, используя глюкозооксидазу и пе-
роксидазу хрена, что продемонстрировало возможность включения двух и более ферментов  
в единую гибридную наносистему (рис. 2).
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В более поздних работах описана совместная иммобилизация нескольких ферментов с помо-
щью таких сравнительно сложных процессов, как ковалентное сшивание [26], инкапсулирова-
ние [27], формирование гибридных генов [28] и последующая конъюгация посттрансляционного 
фермента [29]. 

Как известно, в настоящее время для эффективной идентификации полученных после синте-
за белков предпочтение отдают методам, основанным на протеолизе данных  белков. Как прави-
ло, протеолиз проводят, используя свободные ферменты (трипсин, хемотрипсин и др.), однако 
такой анализ имеет ограничения, такие как длительное время гидролиза, аутолиз, низкая ста-
бильность под воздействием факторов окружающей среды, разнообразие полученных пептидов, 
трудности идентификации аминокислотных последовательностей. Для преодоления этих барье-
ров предложено использовать трипсин, иммобилизованный на наноцветах. Гибридный наноцве-
ток на основе трипсина, выступающего в роли иммобилизованного фермента, впервые был пред-
ложен Lin с соавт. [24] с целью получения высокой протеолитической эффективности, хорошей 
стабильности фермента и повторного использования, а также короткого времени ферментации. 
Кроме того, активность ферментного компонента гибридного наноцветка была сравнима с тако-
вой у свободных ферментов. В работе [25] приведено описание синтеза гибридного наноцветка  
с помощью ионов меди и пероксидазы хрена для обнаружения перекиси водорода и фенола. 
Гибридный наноцветок был использован в качестве катализатора в реакции перекиси водорода  
и фенола в присутствии 4-аминоантипирина. Установлено, что изменение цвета продукта можно 
обнаружить при минимальных концентрациях перекиси водорода (0,5 мкМ) и фенола (1 мкМ). 
Таким образом, предел обнаружения, установленный с использованием гибридного наноцветка, 
соответствовал таковому при определении загрязнения воды. Напротив, предел обнаружения 
для перекиси водорода и фенола с использованием свободной пероксидазы хрена составлял 20 
и 10 мкМ соответственно. Ферментативная активность гибридного наноцветка усиливалась за 
счет большой площади поверхности, что облегчало контакт с реагентами. Кроме того, скорость 
ферментативного окисления тетраметилбензидина при помощи гибридного наноцветка на основе 
пероксидазы хрена была в 5 раз выше, чем у свободной пероксидазы (5 и 25 мин соответственно). 
Полученные результаты показали, что изучение гибридных наноцветов позволит разработать 
способы высокочувствительного колориметрического зондирования [25].

Стабилизация активной формы амилазы на основе кальциевых гибридных наноцветов. 
Синтез наноцветов на основе кальция описывается в литературе гораздо реже, чем синтез анало-
гичных структур на основе меди [30, 31]. Гибридный нанокристалл на основе фосфата кальция 
был синтезирован Vang с соавт. [30] с помощью того же метода, который применялся для синте - 
за медных наноцветов. В качестве органической компоненты в работе использовали фермент 

 
Рис. 2. Гибридные наноцветы на основе меди, глюкозооксидазы и пероксидазы хрена.  

TMB – 3,3 ,́5,5ʹ – тетраметилбензидин, oxTMB – окисленный 3,3 ,́5,5ʹ-тетраметилбензидин [23]

Fig. 2. Hybrid nanoflowers based on copper, glucose oxidase and horseradish peroxidase.  
TMB – 3,3 ,́5,5ʹ – tetramethylbenzidine, oxTMB – oxidized 3,3 ,́5,5ʹ-tetramethylbenzidine [23]
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α-амилазу, которая в отсутствие ионов кальция обычно находится в неактивном состоянии 
(функциональный сайт ингибируется) (рис. 3). При наличии в растворе ионов кальция они зани-
мают аллостерический сайт α-амилазы, что влияет на структуру функционального сайта. При 
синтезе гибридного наноцветка на основе кальция альфа-амилазы осуществляется связывание 
ионов кальция с амилазой, что приводит к активности последней в течение более длительного 
времени, чем фермента в свободном виде. Таким образом, показано, что химическое взаимодей-
ствие между белком и наноматериалами может улучшить функциональность белка в данной 
среде [30]. Результаты изучения гибридного наноцветка на основе кальция представлены также 
в работе [31], где исследователи использовали для синтеза раствор, содержащий хитозан и три-
полифосфат, из которых затем изготавливали гелевый композит, формирующийся за счет ио-
нотропного гелеобразования. После этого к полученному гелю добавляли ионы кальция, что 
вызывало биоминерализацию и способствовало окончательному формированию структуры на-
ноцветков. Этот метод основан на новом подходе, обеспечивающем генерирование нанослоев  
с помощью разнообразных органических веществ. При добавлении каталазы на втором этапе 
синтеза вместе с ионами кальция каталаза успешно иммобилизовалась на поверхности наноцветов 
и сохраняла ферментативную активность на том же уровне.

Биосенсоры на основе наноцветов из марганца и белков. Как компонент нового электро-
химического биосенсора для обнаружения рактопамина, способного вызвать острое отравление, 
были синтезированы гибридные нанокристаллы на основе фосфата марганца [32]. На сегодняш-
ний день имеется множество аналитических методов, позволяющих обнаружить рактопамин. 
Это, например, жидкостная хроматография и тандемная масс-спектрометрия [33, 34], газовая 
хроматография и тандемная масс-спектрометрия [35], высокоэффективная жидкостная хромато-
графия [36] и биоанализ [37]. Однако все эти методы довольно дорогостоящи вследствие высо-
кой стоимости оборудования и расходных материалов, а сам анализ занимает продолжительное 
время. В качестве альтернативы применяют электрохимические методы, которые предполагают 
использование фенольной гидроксильной группы, для того чтобы рактопамин был электрохи-
мически активным [38]. Тем не менее, низкая реакционная активность рактопамина на поверхно-
сти электродов также накладывает ограничения на использование данных методов. С помощью 
гибридного наноцветка как нового электрохимического биосенсора указанные выше недостатки 
могут быть преодолены. Представленная наночастица состоит из нанослоев марганца и одного 
из трех белков: иммуноглобулина G, рактопаминового антитела и бычьего сывороточного аль-
бумина. Пределы обнаружения разработанных электрохимических биосенсоров – 4,6; 9,3 и 26 мкг/мл 
соответственно [38–40].

 

Рис. 3. Аллостерический эффект α-амилазы: α-амилаза переходит из неактивной формы  
в активную после связывания ионов кальция. Иммобилизация на нанокристалле СаНРО4 

 активирует амилазу [30]

Fig. 3. Allosteric effect of α-amylase: α-amylase goes from inactive to active form after binding  
calcium ions. Immobilization on a СаНРО4 nanocrystal activates amylase [30]
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Наноцветы на основе меди и ДНК. Hu с соавт. [41] использовали в качестве органического 
компонента гибридных наноцветов не белок, а ДНК. Поскольку ДНК хорошо растворима в водной 
среде и имеет высокое содержание атомов азота, она может быть использована для связывания 
наноцветов ионами металлов. Гибридная морфология поверхности, конъюгированной с ДНК, 
была применена для создания наночастиц, что позволило при помощи эффекта резонансного 
переноса энергии флуоресценции (FRET) получать изображения клеток с высоким разреше- 
нием, а также отслеживать доставку лекарственных средств в клетки. Исследователи создали 
структуру на основе произвольной последовательности ДНК, лекарственного средства и трех 
флуоресцентных красителей, а затем синтезировали медный гибридный наноцветок, конъюги-
рованный с указанной выше ДНК. За счет того, что выбранные исследователями красители 
при облучении одной и той же длиной волны возбуждения флуоресцировали на разных дли-
нах волн, полученная структура была способна давать так называемое мультифлуоресцентное 
излучение в результате резонансного переноса, при этом частота возбуждения приходилась на 
длинноволновую область, что позволило минимизировать влияние возбуждающего излуче- 
ния на клетки. В результате исследователям удалось получить изображения клеток с высоким 
разрешением на основе FRET между красителями. Кроме того, с помощью этой системы при 
включении в нее исследуемого лекарственного препарата можно отслеживать путь его доставки 
в живые клетки. 

Нанослойные ферментные капсулы. В отличие от гибридных наноцветов, нанослойные 
ферментные капсулы (рис. 4) были синтезированы Jiang с соавт. [42, 43] при помощи покрытия 
исходного наноцветка протамином и диоксидом кремния и последующего удаления металла из 
ядра полученной наночастицы. Поскольку шероховатая поверхность капсулы облегчает адсорб-
цию субстратов, ферментативная активность у нанослойных капсул значительно более высокая, 
а их стабильность в экстремальных условиях (высокая температура, широкий диапазон pH, дол-
говременное хранение) гораздо выше по сравнению с обычными гибридными наноцветами. Эти 
свойства обеспечивают высокую практическую значимость капсул для катализа и создания ле-
карственных средств доставки.

Заключение. Бурное развитие нанотехнологии и наноматериалов привело к их глубокому 
проникновению в традиционные отрасли наук, в частности в химию ферментных систем. Если 
ранее иммобилизация ферментов, как правило, приводила к потере активности, то в настоящее 
время применение наноматериалов для их стабилизации не только не приводит к снижению их 
активности, но может даже существенно ее увеличивать. Целый ряд исследований направлен на 
применение гибридных наноматериалов для разработки лекарств, биосенсоров, биокатализато-
ров и бионаноустройств. Активно разрабатываются новые принципы синтеза нанокристаллов, 
новые виды гибридных наноцветов и новые способы их применения. Изучение органико-неорга-
нических гибридных наноцветов дало толчок развитию новой отрасли химии – химии гибрид-
ных наноматериалов, что будет способствовать новым разработкам в области химии ферментных 
систем и быстрому развитию бионаноматериалов и новых отраслей биотехнологии.

 
Рис. 4. Схема приготовления гибридных нанокапсул. САТ – каталаза; PBS – буфер

Fig. 4. The scheme of preparation of hybrid nanocapsules. CAT – catalase; PBS – buffer
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В связи с обозначенными свойствами наноцветов интересно их сравнение с дендримерами 
[44–46]. Оба вида наночастиц представляют собой сферические структуры, имеющие гиперраз-
ветвленную (дендримеры) или гиперпластинчатую (наноцветы) морфологию, способствующую 
высокой сорбционной активности. У дендримеров, в отличие от наноцветов,  имеется активное 
ядро, которое может влиять на их функциональность. Эти свойства позволяют использовать 
дендримеры в тех же областях, что и наноцветы, а именно при создании биосенсоров, в системах 
катализа или доставки лекарств. Уже сегодня на основе дендримеров разработаны новые кон-
трастные агенты для магнитнорезонансной терапии и новые дендритные контейнеры для ле-
карств [46–48]. Кроме того, проводятся многочисленные исследования, позволяющие использо-
вать дендримеры в ферментативном катализе, тканевой инженерии и при разработке высокочув-
ствительных био- и наносенсоров. Все вышеперечисленное свидетельствует о том, что дендримеры 
и наноцветы имеют много точек соприкосновения в плане применимости данных типов наноча-
стиц в различных областях биотехнологий.

В Республике Беларусь уже на протяжении длительного времени изучением дендримеров как 
инструмента нанобиотехнологической отрасли занимаются в лаборатории нанобиотехнологий 
Инсти тута биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси. Совместно с исследователями из 
Акса райского университета (Турция) в лаборатории нанобиотехнологий проводятся исследова-
ния медных и цинковых нанокристаллов с целью изучения биосовместимости, механизмов дей-
ствия, а также выяснения возможностей применения данных наночастиц в медицинской химии 
и биотехнологических приложениях. 
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