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ПОЛУЧЕНИЕ ПОЛИДИСПЕРСНЫХ НАНОЧАСТИЦ ЗЕИНА,  
СОДЕРЖАЩИХ КВЕРЦЕТИН, И ОЦЕНКА  

ИХ БИОЛОГИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ
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Аннотация. На основе белка кукурузы зеина получены кверцетинсодержащие наночастицы. Показано, что 
кверцетин, включенный в матрицу зеина, сохраняет антирадикальную активность в реакции с катион-радикала-
ми 2,2′-азино-бис(3-этилбензтиазолин-6-сульфоновой кислоты). Установлено, что как нативный кверцетин, так 
и структурированный в зеиновых наночастицах кверцетин уменьшают повреждение плазматических мембран 
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и ядерной ДНК клеток, вызванное бактерицидным УФ-облучением. Таким образом, белок кукурузы зеин может 
быть использован для получения кверцетинсодержащих наночастиц, сохраняющих биологическую активность 
нативного кверцетина.

Ключевые слова: кератиноциты HaCaT; зеин; кверцетин; наноструктуры; окислительный стресс; поврежде-
ние ДНК. 
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Abstract. The corn protein zein was used to obtain quercetin-containing nanoparticles. It has been shown that querce-
tin included in the zein matrix retains antiradical activity in the reaction with 2,2′-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sul-
fonic acid) radical cations. It was found that both native quercetin and structured quercetin in zein nanoparticles reduce 
damage to plasma membranes and nuclear DNA of cells caused by bactericidal UV irradiation. Thus, corn protein zein 
can be used to obtain quercetin-containing nanoparticles that retain the biological activity of native quercetin.

Keywords: HaCaT keratinocytes; zein; quercetin; nanostructures; oxidative stress; DNA damage.

Введение
В качестве средств фармакологической коррекции последствий воздействия окислительного стрес-

са на структурно-функциональное состояние клеток большой интерес представляют растительные 
поли фенольные соединения, в частности флавоноиды, обладающие широким спектром биологической 
ак тивности [1; 2]. Для повышения биодоступности молекулы потенциальных лекарств могут быть 
включены в липосомы или полимерные нано- и микрочастицы. Благодаря высокой биосовместимости 
и биоразлагае мости основной проламиновый белок кукурузы зеин используется в качестве матрицы, 
обеспечивающей пролонгированное высвобождение ферментов, лекарств и эфирных масел [3]. Целью 
данной работы были получение и оценка антирадикальной активности полидисперсных наночастиц 
зеина, содержащих кверцетин, а также изучение их влияния на степень повреждения ядерной ДНК 
и плазматических мембран кератиноцитов человека после воздействия бактерицидного УФ-облучения 
(УФ-С-облучения). 

Материалы и методы исследования
Реагенты. Модифицированная среда Игла (ДМЕМ), этидиум бромид (ЭБ), кверцетин, додецилсуль-

фат натрия, трипсин приобретены у компании Sigma-Aldrich (Германия), антибиотики – у фирмы Gibco 
(США), изотонический фосфатный буфер (ИФБ; pH 7,4) куплен у компании Lonza (Бельгия), эмбрио-
нальная бычья сыворотка (ЭБС) приобретена у фирмы Capricorn Scientific (Польша). 

Клеточные культуры. Иммортализованная клеточная линия кератиноцитов человека HaCaT пре-
доставлена доктором Н. Е. Фузенигом (Немецкий центр исследования рака (Deutsches Krebsforschungs­
zentrum), Гейдельберг, Германия). 

Получение и характеристика полидисперсных наночастиц зеина, содержащих кверцетин. С этой 
целью применяли метод десольватации 25–30 мг/мл растворов белка в этаноле, содержащих капсули-
руемое соединение. Размеры наночастиц зеина определяли методами динамического светорассеяния 
и атомно-силовой микроскопии, содержание кверцетина – методом Фолина – Чокалтеу. В данной работе 
были использованы наночастицы, в основном имеющие диаметр (150 ± 35) нм и характеризующиеся 
достаточно высоким значением индекса полидисперсности (табл. 1). 
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Та бл и ц а   1
Параметры используемых в работе наночастиц зеина, содержащих кверцетин

Ta b l e   1
Parameters of quercetin-containing zein nanoparticles used in this work

Диаметр, нм Процент от числа частиц Индекс полидисперсности

150 ± 35 99
0,479 ± 0,119

150–1000 ∼1

Общая схема проведения экспериментов. Клетки культивировали во флаконах Т25 (Sarstedt, США) 
в среде ДМЕМ, содержащей 10 % ЭБС, при стандартных условиях (37 °С; 5 % СО2 ). Для проведения 
экспериментов клетки растили в 24-луночных планшетах. Растворы препаратов нативного кверцетина 
и кверцетина, включенного в наночастицы зеина, добавляли к клеткам сразу после УФ-С-облучения 
в культуральной среде, не содержащей сыворотки. Целостность клеток оценивали через 20 ч после воз-
действия. Анализ повреждений ДНК проводили спустя 2 ч после облучения.

Определение антирадикальных свойств. Антирадикальные свойства нативного кверцетина, нано-
частиц зеина без кверцетина и наночастиц зеина, содержащих кверцетин, оценивали с использованием 
катион-радикалов 2,2′-азино-бис(3-этилбензтиазолин-6-сульфоновой кислоты) (АБТС).

УФ-С-облучение. Применяли бактерицидную лампу Sylvania G 30W (Германия), 95 % излучения 
которой составляет УФ-С-излучение с длиной волны 253,7 нм. Перед облучением среду ДМЕМ за-
меняли на ИФБ. Сразу после облучения ИФБ заменяли на среду ДМЕМ без сыворотки, содержащую 
исследуемые соединения. 

Количественный анализ целостности клеток. Критерием повреждения была степень выхода из 
клеток лактатдегидрогеназы (ЛДГ). Активность ЛДГ измеряли прямым спектрофотометрическим ме-
тодом в 1 мл ИФБ (рН 7,4), содержащего 30 мкмоль/л пирувата и 30 мкмоль/л НАДН, и оценивали по 
величине изменения оптической плотности при длине волны 340 нм за 1 мин. Процент высвобождения 
ЛДГ (процент повреждения клеток) рассчитывали путем деления активности ЛДГ в среде культивиро-
вания на суммарную активность ЛДГ в среде культивирования и лизатах адгезированных клеток. 

Анализ повреждений ДНК с помощью метода ДНК-комет. Щелочной комет-анализ проводили 
по методике, описанной в работах [4; 5]: клетки трипсинизировали, 50 мкл клеточной суспензии каж-
дой экспериментальной серии добавляли к 300 мкл 0,7 % легкоплавкой агарозы и наносили смесь на 
предметные стекла, предварительно покрытые агарозой с нормальной температурой плавления. Пре-
параты помещали в лизирующий буфер и выдерживали в темноте при температуре 4 °С в течение 20 ч. 
Затем предметные стекла инкубировали в щелочном буфере для электрофореза (рН 13), содержащем 
0,3 моль/л NaOH и 1 ммоль/л ЭДТА, в течение 20 мин и проводили электрофорез при силе тока 300 мА 
на протяжении 20 мин. Образцы дважды промывали в нейтрализующем растворе (рН 7,4; 4 °С), фикси-
ровали последовательно в 70 % этаноле и 96 % этаноле в течение 5 мин, сушили на воздухе и окрашива-
ли ЭБ. Кометы наблюдали при 200-кратном увеличении с использованием флуоресцентного микроскопа 
Axiovert-25 (Carl Zeiss, Германия) и документировали с помощью цифровой камеры. Процент ДНК  
в хвосте (поврежденная ДНК) рассчитывали для каждой кометы с применением инструмента «гистограмма» 
программы Photoshop (версия 7). Результаты трех независимых экспериментов усредняли для каждого 
экспериментального условия (n ≥ 50 клеток).

Статистический анализ. Полученные данные были сведены в таблицы и проанализированы про-
граммой Excel. Результаты представлены как среднее значение ± стандартное отклонение. Статисти-
ческая значимость ( p) оценивалась с использованием двустороннего непарного критерия Стьюдента. 
Достоверными считались значения р < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Характеристика зеиновых наночастиц. На основании кривых взаимодействия наночастиц зеина 

с катион-радикалами АБТС можно сделать вывод о том, что эти наночастицы проявляют слабую актив-
ность в реакции с катион-радикалами АБТС. За 60 мин с наночастицами зеина, не содержащими квер-
цетин, реагирует только (8,5 ± 1,0) ⋅ 10– 8 моль/мг катион-радикалов АБТС. В то же время для нативного 
кверцетина на кинетических кривых обесцвечивания растворов катион-радикалов АБТС наблюдаются 
два последовательных периода, типичных для реакции полифенолов с катион-радикалами АБТС: быстрое 
уменьшение оптической плотности (А) и последующее медленное обесцвечивание раствора (рис. 1, а). 
С нативным кверцетином за 6 мин реагирует (1,3 ± 0,3) ⋅ 10–5 моль/мг катион-радикалов АБТС, а за 
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60 мин эта величина достигает (2,2 ± 0,6) ⋅ 10–5 моль/мг. На кривых взаимодействия наночастиц зеина, 
содержащих кверцетин, с катион-радикалами АБТС также выявлены участки быстрого обесцвечивания 
раствора, однако его длительность составляет 20 мин (рис. 1, б ), что обусловлено медленным высво-
бождением кверцетина из наночастиц. 

Влияние кверцетина, включенного в полидисперсные наночастицы зеина, на нарушение струк-
турной целостности кератиноцитов, вызванное УФ-С-облучением. Метод, основанный на опреде-
лении выхода из клеток цитоплазматического фермента ЛДГ, позволяет оценить структурную целост-
ность клеток и, в частности, целостность плазматической мембраны. Установлено, что воздействие 
на кератиноциты УФ-С-облучения в дозе 60 мДж/см2 через 20 ч приводит к повреждению клеточной 
мембраны и потере клетками более 60 % ЛДГ (табл. 2). Добавление 50 мкмоль/л кверцетина, включен-
ного в наночастицы зеина, непосредственно после УФ-С-экспозиции клеток снижало выход ЛДГ на 
70 % по сравнению с ее выходом из облученных клеток без добавления препарата. Нативный кверцетин 
в этой концентрации практически полностью предотвращал нарушение целостности плазматической 
мембраны (см. табл. 2). 

Т а бл и ц а   2
Влияние нативного кверцетина и наноструктурированного кверцетина (50 мкмоль/л),  

внесенных в среду культивирования сразу по окончании УФ-C-облучения (60 мДж/см2 ),  
на структурную целостность кератиноцитов через 20 ч после воздействия

Ta b l e   2
Effect of native quercetin and nanostructured quercetin (50 µmol/L),  

added to the culture medium immediately after UV-C irradiation (60 mJ/cm2 ),  
on the structural integrity of keratinocytes 20 h after exposure

Экспериментальные условия Выход ЛДГ, % 

Контроль (без УФ-С-облучения) 12,4 ± 1,9

УФ-С-облучение 61,2 ± 3,8*

УФ-С-облучение и нативный кверцетин 14,0 ± 2,2**

УФ-С-облучение и наноструктурированный кверцетин 29,5 ± 3,3**
*р < 0,000 1 по сравнению с контролем.
**р < 0,000 1 по сравнению с УФ-С-облучением.

Рис. 1. Кинетические кривые обесцвечивания растворов катион-радикалов АБТС  
нативным кверцетином (а) и кверцетином, включенным в наночастицы зеина (б ).  

Концентрации нативного (CКв ) и наноструктурированного (CКв-зеин ) кверцетина указаны на рисунке, 
концентрация катион-радикалов АБТС составляет 8,7 ⋅ 10–5 моль/л,  

температура – 20 °С, длина волны – 734 нм
Fig. 1. Kinetic curves of decolorisation of ABTS radical cation solutions  
with native quercetin (a) and quercetin included in zein nanoparticles (b).  

The concentrations of native (CКв ) and nanostructured (CКв-зеин ) quercetin are indicated in the figure, 
the concentration of ABTS radical cations is 8.7 ⋅ 10–5 mol/L,  

temperature – 20 °С, wavelength – 734 nm
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Влияние кверцетина, включенного в полидисперсные наночастицы зеина, на повреждения ДНК, 
вызванные УФ-С-облучением. В данной работе было исследовано влияние нативного кверцетина и вклю-
ченного в зеиновые наночастицы кверцетина, добавленных к кератиноцитам человека сразу по окончании 
УФ-С-облучения в дозе 60 мДж/см2, на повреждение ДНК через 2 ч после воздействия. Известно, 
что УФ-С-облучение инициирует в клетках и тканях быстрые фотохимические процессы. При этом, если 
мишенью УФ-излучения является ядерный хроматин, ДНК поглощает высокоэнергетическое коротковол-
новое излучение, в основном УФ-С, что приводит к образованию димеров пиримидина – циклобутановых 
димеров (CPD) и пиримидин-(6,4)-пиримидиновых фотопродуктов (6,4-фотопродуктов) [6–8]. Клеточная 
реакция на возникновение повреждения ДНК включает активацию механизмов репарации ДНК [6]. Ранее 
нами было показано, что нативные полифенолы и микроструктурированный кверцетин (покрытый обо-
лочками на основе полиаллиламингидрохлорида и полистиролсульфоната натрия (PAH / PPS)4 или хитозана 
и декстрансульфата (CH / DS)4 ) способны активировать и ускорять репаративный синтез ДНК после воз-
действия УФ-С-облучения и уменьшать количества CPD и 6,4-фотопродуктов в поврежденной ДНК [9]. 

Одним из наиболее распространенных и точных методов, применяемых для оценки разнообразных 
эффектов генотоксических агентов и выявления генопротекторного действия потенциальных фармаколо-
гических препаратов, является комет-анализ. Впервые он был предложен О. Остлингом и К. Йохансоном 
в 1984 г. [10]. В данной работе использована щелочная версия комет-анализа, позволяющая выявить 
однонитевые повреждения ДНК [4; 5]. В результате УФ-С-облучения и последующей щелочной дена-
турации ДНК образующиеся фрагменты в ходе электрофореза двигаются с различной скоростью, что 
при окрашивании проявляется в виде так называемых комет. При этом чем больше было исходных по-
вреждений ДНК, тем большим оказывался процент фрагментов ДНК в хвосте комет. Окрашенные ЭБ 
предметные стекла наблюдали с помощью флуоресцентного микроскопа и фотографировали цифровой 
камерой (рис. 2, а). Процент поврежденной ДНК в хвосте комет (среднее значение ± стандартное от-
клонение) рассчитывался по результатам трех независимых экспериментов (n ≥ 50 клеток для каждого 
эксперимента) (рис. 2, б ).

Согласно данным, представленным на рис. 2, процент ДНК в хвосте комет через 2 ч после УФ-С-
облучения составлял почти 67 %. При инкубации облученных кератиноцитов с кверцетином, включенным 
в наночастицы зеина, было обнаружено частичное устранение повреждений ДНК, о чем свидетельство-
вало уменьшение процента ДНК в хвосте комет. Сравнение действия нативного кверцетина и кверцетина, 
содержащегося в наночастицах зеина, не выявило достоверной разницы в их способности устранять 
повреждения ДНК. 

Рис. 2. Влияние нативного и наноструктурированного кверцетина (50 мкмоль/л)  
на повреждение ДНК культивируемых кератиноцитов через 2 ч после УФ-С-облучения в дозе 60 мДж/см2: 

а – репрезентативные флуоресцентные микрофотографии ДНК-комет; б – процент ДНК в хвосте комет 
(I – контроль (без УФ-С-облучения), II – УФ-С-облучение, III – УФ-С-облучение и нативный кверцетин,  

IV – УФ-С-облучение и наноструктурированный кверцетин). 
Знаком * отмечены значения р < 0,000 1 по сравнению с контролем,  
знаком ** – значения р < 0,000 1 по сравнению с УФ-С-облучением

Fig. 2. Effect of native and nanostructured quercetin (50 µmol/L) on DNA damage  
of cultured keratinocytes 2 h after UV-C irradiation at a dose of 60 mJ/cm2:  

a – representative fluorescent micrographs of DNA comets; b – percentage of DNA in the tail of comets 
(I – control (without UV-C irradiation), II – UV-C irradiation, III – UV-C irradiation and native quercetin, 

IV – UV-C irradiation and nanostructured quercetin). 
The sign * indicates values p < 0.000 1 compared to control,  

the sign ** indicates values p < 0.000 1 compared to UV-C irradiation
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В настоящей работе для инициирования повреждения ДНК применялось УФ-С-излучение с длиной 
волны 254 нм. Преимущество такого подхода, по сравнению с использованием перекиси водорода и других 
окислителей, инициирующих в клетках окислительный стресс, заключается в том, что УФ-С-из лучение 
способно напрямую модифицировать ДНК, благодаря чему можно не учитывать антиоксидантную ак-
тивность тестируемых соединений при исследовании их влияния на степень повреждения ДНК и пути 
ее репарации. 

Заключение
При воздействии на кератиноциты УФ-С-облучения в дозе 60 мДж/см2 были обнаружены значительное 

повреждение и гибель клеток через 20 ч. В случае добавления в культуральную среду нативного или нано-
структурированного кверцетина в дозе 50 мкмоль/л сразу после облучения повреждение и гибель клеток 
снижались. Поскольку выделение кверцетина из матрицы зеина носит пролонгированный характер, анти-
радикальная активность наноструктурированного кверцетина в реакции с катион-радикалами АБТС и его 
цитопротекторные свойства в условиях клеточного оксидативного стресса несколько ниже аналогичных 
параметров нативного кверцетина. Следует отметить, что цитопротекторный эффект при воздействии 
УФ-излучения на клетки кожи без защиты ДНК может обусловливать увеличение частоты возникновения 
опухолей кожи после облучения [11]. С использованием комет-анализа установлено, что добавление на-
тивного или наноструктурированного кверцетина в дозе 50 мкмоль/л достоверно снижает количество 
поврежденной ДНК в хвосте комет через 2 ч после УФ-С-облучения (60 мДж/см2).

Результаты исследования показывают, что как нативный кверцетин, так и наноструктурированный 
в зеиновых частицах кверцетин уменьшают повреждение плазматических мембран и ядерной ДНК 
клеток, вызванное УФ-С-облучением. Таким образом, белок кукурузы зеин может быть использован 
для получения кверцетинсодержащих наночастиц, сохраняющих биологическую активность нативного 
кверцетина.
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