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Впервые получены устойчивые водные коллоидные растворы диоксида церия, стабилизированные
L-яблочной кислотой, в мольных соотношениях лиганд : СеО2 = 0.2, 0.5, 1 и 2. С помощью метода
динамического рассеяния света показано, что золи СеО2 характеризуются узким мономодальным
распределением агрегатов по размерам и сохраняют агрегативную устойчивость в буферном раство-
ре Tris-HCl. Хемилюминесцентный анализ ферментоподобной активности золей диоксида церия
по отношению к пероксиду водорода показал, что модификация поверхности частиц диоксида це-
рия яблочной кислотой приводит к увеличению их ферментоподобной активности до 4.5 раз.
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ВВЕДЕНИЕ
Нанокристаллический диоксид церия и мате-

риалы на его основе находят многочисленные
применения в биомедицинских приложениях в
качестве контрастирующих агентов для
магнитно-резонансой томографии [1, 2], компо-
нентов противоопухолевых препаратов [3, 4], ан-
тибактериальных и регенерирующих компози-
ций [5–11] и др. Использование диоксида церия в
тераностике социально-значимых заболеваний
обусловлено его высокой биосовместимостью
[12–14], селективной цитотоксичностью к транс-
формированным клеткам [15, 16] и ферментопо-
добной активностью – способностью СеО2 ими-
тировать функции ряда природных ферментов,
включая каталазу, пероксидазу, супероксиддис-
мутазу, липопероксидазу, фосфолипопероксида-
зу и др. [17–21].

Одно из ключевых требований, предъявляе-
мых к биомедицинским препаратам, состоит в
необходимости точной дозировки активного ве-
щества [22]. Для дозировки нерастворимых со-
единений, в том числе диоксида церия, наиболее
удобно использовать устойчивые коллоидные рас-
творы [23, 24]. Для стабилизации водных золей на-
нокристаллического диоксида церия используют
разнообразные органические лиганды [25–27], при
этом выбор стабилизатора позволяет дополнитель-

но регулировать ферментоподобную и биологиче-
скую активность СеО2 [28, 29]. Лазич и соавт. по-
казали, что золи диоксида церия, стабилизиро-
ванные лигандами катехолового ряда (кофейной
кислотой, пирокатехином и дофамином), способ-
ствуют пролиферации преостеобластов, что, в
сочетании с высокой антиоксидантной актив-
ностью СеО2, перспективно для лечения воспа-
лительных заболеваний костных тканей [30].
Ву и соавт. продемонстрировали, что модифи-
кация поверхности частиц диоксида церия янтар-
ной кислотой повышает антиоксидантную актив-
ность и улучшает фармакокинетические характе-
ристики СеО2 при лечении хронической болезни
почек [31]. Физикелла и соавт. установили, что
стабилизация коллоидного раствора диоксида
церия цитратом аммония приводит к снижению
генотоксического действия СеО2 [32].

Выбор биосовместимых стабилизаторов кол-
лоидных растворов для биомедицинских приме-
нений зачастую обусловлен тем, что некоторые
лиганды выступают в качестве метаболитов в жи-
вых системах или проявляют собственную биоло-
гическую активность. Одним из таких лигандов
является яблочная кислота, которая участвует в
цикле трикарбоновых кислот и обладает значимой
антиоксидантной активностью [33–35]. Отметим,
что производные яблочной кислоты, например, по-
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лияблочная кислота, перспективны для создания
биомедицинских материалов, обеспечивающих до-
ставку лекарственных препаратов, а также облада-
ющих регенеративными свойствами [36–39]. К
настоящему времени в литературе представлены
только единичные данные о способах получения
и свойствах коллоидных растворов наночастиц,
стабилизированных яблочной кислотой. Так, в
работе, посвященной анализу характеристик ма-
лат-, цитрат- и сукцинат-стабилизированных золей
CdSe/CdS, показано, что модификация квантовых
точек яблочной кислотой обеспечивает эффектив-
ную интернализацию частиц CdSe/CdS бактериями
Escherichia coli, что может быть использовано для
визуализации живых клеток прокариот [40].

В настоящей работе впервые получены золи
нанокристаллического диоксида церия, стабили-
зированные L-яблочной кислотой в диапазоне
мольных соотношений лиганд : СеО2 = 0.2–2. Ис-
следование ферментоподобной активности золей
было проведено с применением хемилюминес-
центного метода, основанного на окислении лю-
минола пероксидом водорода. Анализ особенно-
стей взаимодействия диоксида церия с яблочной
кислотой позволил оценить перспективу исполь-
зования малат-стабилизированных золей СеО2
для биомедицинских применений.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В качестве исходных веществ использовали гек-

санитратоцерат(IV) аммония (х.ч., Ланхит), L-яб-
лочную кислоту безводную (х.ч., Sigma-Aldrich), де-
ионизированную воду. Навеску гексанитратоцера-
та(IV) аммония (2.33 г) растворяли в 23 мл воды;
полученный раствор переносили в стеклянный ав-
токлав SynthwareTM объемом 100 мл (степень запол-
нения 25%) и выдерживали при 95°С в течение су-
ток. Полученный желтый осадок отделяли от маточ-
ного раствора центрифугированием (20000 об./мин,
5 мин), промывали три раза изопропиловым спир-
том, редиспергировали в 25 мл деионизирован-
ной воды и кипятили в течение 2 ч для удаления
остатков изопропанола. Концентрация получен-
ного золя диоксида церия, определенная методом
термогравиметрии, составила 23.4 г/л (0.136 М).

Полученный золь (pH 2.3) стабилизировали
L-яблочной кислотой в диапазоне мольных соот-
ношений лиганд : СеО2 = 0.2–2. При этом образо-
вывались сильно опалесцирующие коллоидные
растворы; при добавлении к ним 3 М водного рас-
твора аммиака (х.ч., Химмед) до рН 7.3–7.5 золи
становились прозрачными. Концентрация полу-
ченных золей по диоксиду церия составила ~17.2 г/л
(0.1 М).

Для проведения рентгенофазового анализа
дисперсной фазы полученные золи высушивали
на воздухе при 40°С в течение 4 сут. Рентгенофа-

зовый анализ полученных порошков проводили с
использованием порошкового рентгеновского ди-
фрактометра Bruker (США) D8 Advance (CuKα-из-
лучение) в диапазоне углов 2θ = 20°–90° с шагом
0.02° и выдержкой 0.2 с/шаг. Дифрактограммы
индицировали с использованием базы данных
ICDD PDF2 (2012). Для полнопрофильного ана-
лиза дифрактограмм использовали программное
обеспечение TOPAS 4.2. Профили пиков аппрок-
симировали псевдо-функциями Фойгта (параметр
формы K = 0.89).

Исследования образцов методом просвечива-
ющей электронной микроскопии (ПЭМ) прово-
дили с помощью электронного микроскопа JEOL
(Япония) JEM-2100 UHR при ускоряющем напря-
жении 200 кВ. Перед проведением исследований
золь СеО2 наносили на медную сетку с формвар/уг-
леродным покрытием (Ted Pella, Inc.). Микрофото-
графии получали с помощью 11-мегапиксельной
камеры Olympus Quemesa в диапазоне увеличений
×20000–1500000.

Спектры поглощения полученных золей реги-
стрировали в диапазоне длин волн от 200 до
600 нм с шагом 0.1 нм с использованием спектро-
фотометра ОКБ “Спектр” (Россия) СФ-2000.

Анализ образцов методом инфракрасной (ИК)
спектроскопии проводили с использованием спек-
трометра Perkin Elmer (США) Spectrum 65 мето-
дом нарушенного полного внутреннего отраже-
ния в интервале 400–4000 см–1 при спектральном
разрешении 1 см–1.

Исследование золей методом динамического
рассеяния света (ДРС) и измерения электро-
кинетического потенциала (ζ-потенциала) про-
водили при 20°С с использованием анализатора
Photocor (Россия) Compact-Z. Корреляционную
функцию для каждой из выборок получали усред-
нением 10 кривых, каждую из которых накапли-
вали в течение 20 с. Гидродинамический диаметр
агрегатов определяли с использованием метода
регуляризации (ПО DynalS).

Ферментоподобную активность (пероксидаз-
ную/каталазную) золей диоксида церия исследо-
вали в реакции окисления люминола в присут-
ствии пероксида водорода. В качестве среды ис-
пользовали буферный раствор Tris-HCl (Sigma
№ 1001859094, c = 100 мМ, рН 7.4). Для приготов-
ления 1 мМ раствора люминола (5-амино-1,2,3,4-
тетрагидро-1,4-фталазиндион, Sigma 123072) на-
веску люминола (0.0885 г) растворяли в буферном
растворе Tris-HCl (500 мл). Раствор пероксида во-
дорода (с = 1 М) готовили разбавлением 30 мас. %
раствора Н2О2 (ос.ч., Химмед) деионизованной во-
дой. Регистрацию хемилюминесценции (ХЛ)
осуществляли в пластиковых кюветах объемом
2 мл с помощью 12-канального хемилюмино-
метра ДИСофт (Россия) Lum-1200. Для сопряже-
ния хемилюминометра и компьютера использо-
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вали ПО PowerGraph (версия 3.3). Регистрацию
аналитического сигнала проводили при термо-
статировании (36°С) непосредственно в кювет-
ном отделении хемилюминометра. В пластико-
вую кювету, содержащую буферный раствор Tris-
HCl (100 мМ), вносили аликвоты люминола (с =
= 50 мкМ) и Н2О2 (с = 10 мМ). Регистрировали
фоновое свечение в течение 60 с, далее вносили
аликвоту золя диоксида церия (с = 0.5–2.2 мМ).
Общий объем реакционной смеси составлял 1 мл.
Значения интегральной интенсивности хемилю-
минесценции определяли как площадь под кине-
тической кривой за 20 мин.

Математическое моделирование кинетики хе-
милюминесценции продукта окисления люминола
в присутствии пероксида водорода и диоксида це-
рия проводили с помощью ПО Kinetic Analyser
(версия 3.1).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты рентгенофазового анализа золей
диоксида церия, стабилизированных L-яблочной
кислотой и высушенных при 40°С, приведены на
рис. 1а. Как следует из дифрактограмм, дисперс-
ная фаза полученных золей представляет собой
однофазный диоксид церия (PDF2 34-394, пр. гр.

). Размеры областей когерентного рассея-
ния порошков СеО2, оцененные при проведении
полнопрофильного анализа дифрактограмм, нахо-
дятся в диапазоне 3.0–4.5 нм. Отметим, что стаби-
лизация золей СеО2 L-яблочной кислотой не оказа-
ла влияния на фазовый состав дисперсной фазы.

Спектры поглощения малат-стабилизирован-
ных золей диоксида церия в УФ-видимой области
спектра представлены на рис. 1б. Для всех полу-
ченных коллоидных растворов СеО2 характерна
полоса поглощения в диапазоне длин волн 280–
300 нм, соответствующая полосе поглощения на-
нодисперсного диоксида церия с шириной запре-
щенной зоны ~3.4 эВ, что согласуется с литера-
турными данными [41].

По данным ПЭМ (рис. 2а), средний размер ин-
дивидуальных частиц диоксида церия в золе
СеО2, не стабилизированном L-яблочной кисло-
той, составляет 3.2 нм (стандартное отклонение
0.4 нм). Результаты ПЭМ высокого разрешения
(рис. 2б) позволили визуализировать в индивиду-
альных кристаллитах CeO2 системы кристалло-
графических плоскостей с характеристическим
межплоскостным расстоянием ~2.7 Å, которые
могут быть отнесены к плоскостям (200) кристал-
лической решетки СеО2, что согласуется с данны-
ми рентгенофазового анализа (рис. 1а).

3Fm m

Рис. 1. Дифрактограммы порошков диоксида церия, полученных высушиванием золей СеО2, стабилизированных
L-яблочной кислотой (а), и спектры поглощения золей диоксида церия в УФ-видимой области спектра (б). Мольные
соотношения лиганд : CeO2 указаны на рисунке.
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В ИК-спектрe (рис. 3) нестабилизированнoгo
золя диоксида церия присутствуют полосы по-
глощения в диапазонах 3550–3200 см–1 (антисим-
метричные и симметричные колебания ν(О–Н)) и
1630–1600 см–1 (δ(НOH)), а также в диапазонах
1530–1480 и 1290–1250 см–1 (соответствуют при-
месным нитрат-ионам [42]) и в диапазоне 440–

420 см–1 (валентные колебания Се–О) [43]. Для ис-
ходной L-яблочной кислоты характерны поло-
сы поглощения при 3528 и 3382 см–1 (ν(О–Н)),
в диапазоне 3000–2840 см–1 (ν(C–Н)), при 1700 см–1

(ν(C=O) карбоксильных групп), 1410 см–1 (ν(О–Н)),
1275 см–1 (δ(C–OH)), в диапазоне 960–880 см–1

(δ(C(O)OH) карбоксильных групп) [44].

Рис. 2. Микрофотографии ПЭМ золя диоксида церия, не стабилизированного L-яблочной кислотой.
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Рис. 3. ИК-спектры L-яблочной кислоты, малат-стабилизированных золей СеО2 и нанодисперсного порошка диок-
сида церия. Соотношение лиганд : СеО2 указано на рисунке.
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В ИК-спектрах (рис. 3) малат-стабилизирован-
ных золей СеО2 можно видеть полосы поглощения
в диапазонах 3200–2500 (ν(О–Н) связанной гид-
роксильной группы), 3000–2840 см–1 (ν(C–Н)) и
1610–1550 см–1 (ассиметричные колебания ν(COO–))
[45]. Отсутствие на спектрах полосы поглощения
при 1700 см–1 и присутствие полос поглощения
карбоксильной группы указывает на образование
карбоксилатных комплексов на поверхности на-
нодисперсного диоксида церия [46, 47]. Присут-
ствие полосы поглощения в районе 1400 см–1, ха-
рактерной, в частности, для цитратных и тартрат-
ных комплексов Се(IV), также подтверждает
связывание малата с СеО2 [48]. Сдвиг полосы де-
формационных колебаний гидроксильной группы
от 1275 к 1310 см–1, происходящий при образовании
хелатных комплексов оксикислот (молочной, вин-
ной и лимонной), дополнительно указывает на свя-
зывание L-яблочной кислоты с поверхностью ча-
стиц СеО2 [42]. По результатам ИК-спектроскопии
можно предположить, что связывание яблочной
кислоты с поверхностью диоксида церия реализует-
ся через карбоксильную и гидроксильную группы.

При добавлении нестабилизированного про-
зрачного золя СеО2 (pH 2.3) по каплям в раствор
L-яблочной кислоты (рН 1–2) происходит быст-
рое помутнение смесей и образование сильно
опалесцирующих (практически непрозрачных)
коллоидных растворов светло-желтого цвета
(pH 1.4–2.0). Внешний вид коллоидных раство-
ров при перемешивании остается неизменным, а
в отсутствие перемешивания через сутки наблю-
дается образование осадка. Вероятно, при добав-
лении наночастиц CeO2 к раствору яблочной кис-
лоты происходит формирование малатных ком-
плексов на поверхности частиц диоксида церия,
аналогично комплексам с лимонной или глута-
миновой кислотами [49–51]. Отметим, что
при рН < 2 яблочная кислота присутствует в рас-
творах преимущественно в недиссоциированной
форме [52], поэтому в таких условиях стабилиза-
ция наночастиц СеО2, имеющих положительный
ζ-потенциал [53], за счет электростатического
взаимодействия маловероятна. Кроме того, хоро-
шо известно, что растворимость диоксида церия в
кислой среде относительно велика [54]. Грулке и
соавт. показали, что нанокристаллический диок-
сид церия медленно растворяется в водных рас-
творах органических кислот (лимонной, янтар-
ной и яблочной) при рН 4.5 [55]. Для того чтобы
повысить седиментационную устойчивость кол-
лоидных растворов диоксида церия с L-яблочной
кислотой и избежать возможного растворения ча-
стиц СеО2, рН смесей доводили водным раство-
ром аммиака до 7.4. В результате добавления ам-
миака происходило формирование прозрачных
золей. При рН > 7 яблочная кислота присутствует
в растворах в форме двухзарядного аниона Mal2–,

что обеспечивает ее адсорбцию на поверхности
СеО2 и электростатическое отталкивание наноча-
стиц, модифицированных малат-анионом [52]. От-
метим, что при доведении рН нестабилизированно-
го золя диоксида церия (pH 2.3) до нейтрального
(рН ~ 7) наблюдается потеря седиментационной
устойчивости и выпадение желтого осадка. Таким
образом, стабилизация коллоидного раствора СеО2
малат-анионом, аналогично стабилизации цитрат-
или оксалат-анионами [53], позволила расширить
диапазон pH стабильности золя.

Образование седиментационно-устойчивых зо-
лей диоксида церия, стабилизированных L-яблоч-
ной кислотой, было подтверждено методом ДРС
(рис. 4). Для всех полученных золей с различны-
ми соотношениями лиганд : СеО2 характерно мо-
номодальное распределение агрегатов частиц по
размерам. В исходном, нестабилизированном зо-
ле диоксида церия (pH 2.3) присутствуют агрега-
ты с гидродинамическим диаметром около 13 нм.
Стабилизация коллоидного раствора СеО2 L-яб-
лочной кислотой в мольном соотношении
лиганд : СеО2 = 0.2 приводит к увеличению гид-
родинамического диаметра агрегатов до 25 нм.
Такое увеличение гидродинамического диаметра,
вероятнее всего, связано со стерическим факто-
ром, а именно необходимостью покрытия моле-
кулами лиганда всей поверхности агрегата нано-
частиц для обеспечения стабильности золя. От-
метим, что оценка мольного соотношения
яблочная кислота : CeO2, необходимого для обес-
печения полного покрытия наночастиц диамет-
ром 13 нм, выполненного из геометрических со-
ображений в приближении жестких сфер, приве-
ла к значению ~1 : 1, что удовлетворительно
соответствует данному предположению. Значе-
ния гидродинамических диаметров агрегатов ма-
лат-стабилизированных золей СеО2 с соотношени-
ем лиганд : СеО2 = 0.5–2 находятся в диапазоне 15–
19 нм и практически совпадают друг с другом, а так-
же достаточно близки к размерам агрегатов частиц в
исходном, нестабилизированном золе.

Результаты электрокинетических измерений для
малат-стабилизированных золей диоксида церия
приведены в табл. 1. Величина ζ-потенциала не-
стабилизированного золя CeO2 является положи-
тельной (+22 мВ), что характерно для коллоид-
ных растворов CeO2 с низкими значениями
pH (2–3) и соответствует ранее полученным дан-
ным [53, 56]. Из табл. 1 следует, что стабилизация
диоксида церия малат-анионами приводит к из-
менению знака ζ-потенциала на отрицательный.
Стабилизированные золи CeO2 характеризуются
величиной ζ-потенциала около –15 мВ, которая
практически не зависит от количества L-яблочной
кислоты. Отметим, что золи с величиной электро-
кинетического потенциала менее 30 мВ, как пра-
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вило, относят к коллоидным растворам с невысо-
кой агрегативной устойчивостью [49, 57].

Добавление аммиака к нестабилизированному
золю диоксида церия (pH 2.3) приводит к увели-
чению его рН до ~7 и перезарядке поверхности
частиц СеО2, их ζ-потенциал становится слабоот-
рицательным (–3 ± 1 мВ) [56]. В свою очередь,
при рН ~7 величины ζ-потенциала малат-стабили-
зированных золей СеО2 (табл. 1) по абсолютной ве-
личине значительно больше, что дополнительно
указывает на модифицирование поверхности диок-
сида церия малат-анионами. В соответствии с дан-
ными, приведенными в работе Власовой и соавт.,
адсорбция двухосновных органических кислот
(пиколиновой и оротовой) на поверхности СеО2
приводит к образованию устойчивых комплексов
(≡CeOH A–) [58]. Значение ζ-потенциала малат-
стабилизированных золей диоксида церия прак-
тически не зависит от концентрации L-яблочной
кислоты, вероятно, также за счет упомянутого

2
+

выше стерического фактора. Хэнкок и соавт. с ис-
пользованием ЯМР-спектроскопии 13С устано-
вили, что связывание цитрат-анионов с поверх-
ностью частиц диоксида церия реализуется через
гидроксильную и терминальные карбоксильные
группы [49]. Поскольку при рН > 7 в растворе
преимущественно присутствуют двухзарядные
анионы Mal2–, можно предположить, что коорди-
нация малат-аниона к поверхности диоксида церия
также осуществляется через карбоксильную и гид-
роксильную группы, что согласуется с данными
ИК-спектроскопии. При этом свободная карбок-
сильная группа находится в анионной форме, что
обеспечивает отрицательное значение ζ-потенциа-
ла малат-стабилизированных золей СеО2 (табл. 1).

Ферментоподобная активность полученных
золей диоксида церия по отношению к пероксиду
водорода была исследована с использованием хе-
милюминесцентного метода. Кинетические кри-
вые хемилюминесценции продукта окисления
люминола пероксидом водорода в присутствии
диоксида церия приведены на рис. 5.

При добавлении золей диоксида церия в реак-
ционную смесь, содержащую буферный раствор
Tris-HCl, люминол и пероксид водорода, интен-
сивность хемилюминесценции продукта окисле-
ния люминола по сравнению с контрольной сме-
сью, не содержащей СеО2, увеличивается (рис. 5).
Затем интенсивность свечения постепенно сни-
жается, при этом скорость снижения интенсив-
ности тем выше, чем больше концентрация СеО2 в
реакционной смеси (0.55–2.2 мМ). Отметим, что

Рис. 4. Распределения частиц СеО2 по размерам в золях, стабилизированных L-яблочной кислотой в мольных соот-
ношениях лиганд : СеО2 = 0–2.
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Таблица 1. Значения ζ-потенциалов золей СеО2 (рН 7.4)

Мольное соотношение 
лиганд : СеО2

ζ-потенциал, мВ

0 (рН 2.3) +22 ± 1
0.2 −14 ± 1
0.5 −15 ± 2
1 −16 ± 2
2 −16 ± 1
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для природного фермента пероксидазы хрена в ана-
логичных условиях регистрируется иной вид хеми-
люминесцентных кривых, а именно постепенное
увеличение интенсивности хемилюминесценции
с ее выходом на стационарное значение [59]. Од-
нако, для наноматериалов, проявляющих перок-
сидазоподобную активность, вид хемилюминес-
центных кривых может быть иным, что вероятно
связано с взаимодействием наночастиц с компо-
нентами реакционной смеси. Хемилюминес-
центные кривые, аналогичные полученным в на-
стоящей работе, и связанные с проявлением перок-
сидазоподобной активности наблюдали ранее
для ряда наноматериалов, в том числе диоксида це-
рия [60, 61], комплекса железа с порфирином [62],
металл-органических полимеров Со(II) [63].

Экспериментальные кинетические данные были
обработаны в рамках кинетической модели, приве-
денной в табл. 2 (рис. 6). Выбранная математиче-
ская модель основана на механизме пероксидазо-
подобной активности диоксида церия, предложен-
ном ранее [64, 65]. В результате моделирования
(табл. 2) были определены кинетические пара-
метры реакций взаимодействия диоксида церия с

пероксидом водорода (1), взаимодействия люмино-
ла с гидроксил-радикалом (2) и реакции хемилю-
минесценции продукта окисления люминола (3).

Из табл. 2 можно видеть, что с уменьшением
концентрации диоксида церия происходит сни-
жение скорости реакции (3), сопровождающейся
испусканием кванта света, на порядок величины,
что согласуется с различиями в соответствующих
экспериментальных кинетических кривых (рис. 5).
В свою очередь, стабилизация золей диоксида це-
рия L-яблочной кислотой приводит к снижению
скорости реакции (3) в среднем в три раза
(табл. 3), что соответствует более медленному за-
туханию хемилюминесценции реакционных сме-
сей, содержащих малат-стабилизированные золи
по сравнению со смесями, содержащими неста-
билизированные коллоидные растворы СеО2
(рис. 5).

Количественный анализ ферментоподобной
активности золей диоксида церия проводили пу-
тем сравнения значений интегральной интенсив-
ности хемилюминесценции, регистрируемой в
течение 20 мин (рис. 7). Водные растворы яблоч-
ной кислоты (0.28–1.1 мМ), не содержащие диок-

Рис. 5. Кинетические кривые хемилюминесценции продукта окисления люминола пероксидом водорода в реакцион-
ной смеси, содержащей буферный раствор Tris-HCl (pH 7.4) и золи диоксида церия, стабилизированные L-яблочной
кислотой при мольных соотношениях лиганд : СеО2 = 0–2. Значение рН нестабилизированного золя СеО2 2.3.
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сида церия, снижают интенсивность свечения
люминола в 6–60 раз, что указывает на антиокси-
дантную активность L-яблочной кислоты по от-
ношению к пероксиду водорода (рис. 7а). Сниже-
ние интенсивности хемилюминесценции с уве-
личением концентрации яблочной кислоты от
0.28 до 1.1 мМ согласуется с литературными дан-
ными, в соответствии с которыми яблочная кис-
лота обладает антиоксидантной активностью по
отношению к гидроксил-радикалам в диапазоне
концентраций 0.05–0.5 мкг/мл, при этом, чем

выше концентрация яблочной кислоты, тем бо-
лее выражена антиоксидантная активность [33].

Как видно из рис. 7б, пероксидазоподобная ак-
тивность малат-стабилизированных золей СеО2
превышает активность нестабилизированного золя
диоксида церия. Ферментоподобная активность
золя СеО2, стабилизированного в мольном соот-
ношении лиганд : СеО2 = 0.5, практически в два
раза (СеО2, 0.55 мМ), в три раза (СеО2, 1.1 мМ) и
в семь раз (СеО2, 2.2 мМ) выше, чем активность
нестабилизированного золя СеО2. Данное наблю-
дение согласуется с результатами ДРС, получен-

Таблица 2. Результаты математического моделирования данных хемилюминесцентного анализа для реакцион-
ной смеси, содержащей буферный раствор Tris-HCl, люминол, пероксид водорода и нестабилизированный золь
диоксида церия (рН 2.3)

Реакция
Константа реакции, мкМ/мин

0.55 мМ СеО2 1.1 мМ СеО2 2.2 мМ СеО2

(1) 2.6 × 106 2.2 × 106 6.1 × 105

(2) 1.5 × 10–6 1.1 × 10–6 1.0 × 10–6

(3) 3.5 × 10–7 6.0 × 10–7 5.0 × 10–6

2 2 2 CeO H O 2OH·+ →

Lum OH·  Lum*+ →

+ → + νLum* Lum*  P h

Рис. 6. Кинетические кривые хемилюминесценции продукта окисления люминола пероксидом водорода в присут-
ствии золей диоксида церия, полученные в результате математического моделирования экспериментальных данных
(реакции (1)–(3), табл. 2).
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ными для золей диоксида церия в буферном раство-
ре Tris-HCl (рН 7.4) (рис. 8). Гидродинамический
диаметр агрегатов нестабилизированного золя
СеО2 более чем в 3 раза превышает размер агрега-
тов в золе диоксида церия, стабилизированном L-
яблочной кислотой в мольном соотношении ли-
ганд : СеО2 = 0.5. Отметим, что аналогичную за-
висимость пероксидазоподобной активности от
размеров агрегатов частиц наблюдали ранее для
феррита марганца [66]. Наиболее вероятной при-
чиной зависимости активности нанозимов от раз-
меров агрегатов частиц является степень доступ-
ности их реакционных центров для молекул суб-
стратов. Чем больше размер агрегатов, тем
меньше эффективная поверхность взаимодей-
ствия активной твердой фазы с компонентами
раствора.

С другой стороны, с увеличением мольного со-
отношения лиганд : СеО2 в диапазоне 0.5–2 в ма-
лат-стабилизированных золях диоксида церия про-
исходит снижение их пероксидазоподобной ак-
тивности до двух раз (СеО2, 2.2 мМ), что,
вероятно, связано с собственными антиоксидант-
ными свойствами яблочной кислоты (рис. 7). Ранее
Дарэ и соавт. показали, что конъюгация диоксида
церия с дубильной кислотой приводит к сниже-
нию цитотоксичного действия дубильной кисло-
ты: СеО2 и конъюгат СеО2-дубильная кислота не
оказывали значительного влияния на жизне-
способность фибробластов [46]. Жу и соавт. пред-
ложили методику модификации поверхности СеО2

алендроновой кислотой и продемонстрировали,
что конъюгат СеО2-алендроновая кислота прояв-
ляет супероксиддисмутазо- и каталазоподобную
активность и обладает антиоксидантными свой-
ствами по отношению к активным формам азота
[67]. Ву и соавт. показали, что стабилизация золя
диоксида церия цитрат-анионами (5 мас. %) позво-
ляет значительно повысить скорость фотоиндуци-
рованного свободнорадикального окисления
N-(фосфонометил)-глицина по сравнению с не-
стабилизированным золем СеО2 (константа ско-
рости разложения kPMG увеличилась с 0.0018 до
0.3028 мин–1) [67]. Важно отметить, что величина
kPMG, теоретически оцененная для смеси диокси-
да церия и лимонной кислоты (5 мас. %) в пред-
положении об отсутствии химического взаимо-
действия компонентов, была на три порядка ни-
же (0.0005 мин–1), чем константа скорости
разложения N-(фосфонометил)-глицина под дей-
ствием цитрат-модифицированного СеО2. Сравне-
ние литературных данных [68] и результатов, по-
лученных в настоящей работе (рис. 7, табл. 2 и 3),
позволяет предположить, что увеличение содер-
жания L-яблочной кислоты (лиганд : СеО2 от 0.5
до 2) затрудняет доступ люминола и пероксида
водорода к поверхности частиц диоксида церия,
что приводит к уменьшению пероксидазоподоб-
ной активности малат-стабилизированных золей
СеО2.

Необходимо отметить, что золь диоксида церия,
стабилизированный яблочной кислотой в соотно-

Таблица 3. Кинетические параметры реакций (1)−(3) для реакционных смесей, содержащих буферный раствор
Tris-HCl, люминол, пероксид водорода и малат-стабилизированные золи диоксида церия

Мольное соотношение 
лиганд : СеО2

Реакция
Константа реакции, мкМ/мин

0.55 мМ СеО2 1.1 мМ СеО2 2.2 мМ СеО2

0.2

(1) 3.0 × 106 2.0 × 106 8.7 × 105

(2) 2.1 × 10–6 1.9 × 10–6 1.8 × 10–6

(3) 1.7 × 10–7 3.8 × 10–7 2.0 × 10–6

0.5

(1) 3.6 × 106 3.3 × 106 1.6 × 106

(2) 2.3 × 10–6 1.8 × 10–6 1.7 × 10–6

(3) 1.0 × 10–7 2.2 × 10–7 8.5 × 10–7

1

(1) 3.2 × 106 3.0 × 106 1.3 × 106

(2) 2.5 × 10–6 1.7 × 10–6 1.6 × 10–6

(3) 9.4 × 10–8 2.5 × 10–7 1.1 × 10–6

2

(1) 2.6 × 106 2.3 × 106 1.7 × 106

(2) 2.6 × 10–6 2.0 × 10–6 1.0 × 10–6

(3) 1.3 × 10–7 2.7 × 10–7 1.2 × 10–6
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шении лиганд : СеО2 = 0.2, демонстрирует актив-
ность, вдвое меньшую активности золя СеО2,
стабилизированного при соотношении лиганд :
: СеО2 = 0.5. Невысокая активность малат-ста-
билизированного коллоидного раствора СеО2 с
соотношением лиганд : СеО2 = 0.2 связана с боль-
шим значением гидродинамического диаметра аг-
регатов частиц в воде (рис. 4) и в буферном рас-
творе Tris-HCl (рис. 8) по сравнению с другими
стабилизированными золями. Такое различие,
как было отмечено выше, вероятнее всего, так-
же связано со стерическим фактором.

Таким образом, стабилизация диоксида церия
L-яблочной кислотой в диапазоне мольных соот-
ношений лиганд : СеО2 от 0.5 до 2 позволяет по-
высить агрегативную устойчивость золя СеО2 и
его ферментоподобную активность по отноше-
нию к пероксиду водорода. Полученные данные
свидетельствуют о том, что фактор агрегативной
устойчивости наночастиц СеО2 в коллоидных рас-
творах может иметь большое значение при оценке
ферментоподобной активности диоксида церия и
других неорганических материалов, особенно в
экспериментах in vitro и in vivo.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящей работе впервые получены агрега-

тивно устойчивые золи диоксида церия, стабили-
зированные L-яблочной кислотой, в диапазоне
мольных соотношений лиганд : СеО2 = 0.2–2. Об-
разование малатных комплексов на поверхности
частиц диоксида церия подтверждено методами
ИК-спектроскопии и ДРС. Стабилизация золей
диоксида церия яблочной кислотой снижает сте-
пень агрегации наночастиц СеО2 в буферном
растворе Tris-HCl (pH 7.4). Анализ ферментопо-
добной активности хемилюминесцентным мето-
дом продемонстрировал, что стабилизация кол-
лоидных растворов СеО2 малат-анионом приводит
к увеличению пероксидазоподобной активности
диоксида церия по сравнению с нестабилизирован-
ным золем СеО2. Результаты кинетического моде-
лирования хемилюминесцентных данных пока-
зали, что увеличение количества малат-аниона в
золях диоксида церия (лиганд : СеО2 = 0.5–2)
приводит к снижению ферментоподобной ак-
тивности СеО2, что обусловлено антиоксидант-
ными свойствами яблочной кислоты. Полученные
результаты могут быть использованы для анализа
биологической активности диоксида церия в при-

Рис. 7. Зависимость интегральной интенсивности хемилюминесценции продукта окисления люминола от концентра-
ции L-яблочной кислоты (а) в реакционных смесях, содержащих буферный раствор Tris-HCl (pH 7.4), люминол и пе-
роксид водорода, и от концентрации диоксида церия (б) в реакционных смесях, содержащих буферный раствор Tris-
HCl (pH 7.4), люминол, пероксид водорода и малат-стабилизированные золи СеО2.
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сутствии продуктов катаболизма (цикла Кребса) в
живых системах.
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