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Аннотация

Цели. Исследовать биологическую активность водорастворимого производного фулле-
рена – комплекса C60/поли-N-винилпирролидона (C60/ПВП) – в условиях in vitro и in vivo; 
изучить влияние комплекса C60/ПВП на активность лактатдегидрогеназы (ЛДГ) в усло-
виях in vitro и in vivo; оценить изменения биохимических показателей сыворотки крови 
при введении мышам C60/ПВП per os.
Методы. Для определения активности коммерческого препарата ЛДГ и исследова-
ния кинетики данного процесса был использован фотометрический метод Варбурга с  
применением стандартной методики. Для оценки влияния поливинилпирролидо-
на (ПВП) и комплекса C60/ПВП на некоторые биохимические показатели in vivo было  
проведено исследование на двухмесячных самцах белых беспородных мышей весом 20 ± 3 г. 
Определение биохимических показателей сыворотки крови проводилось с помощью  
полуавтоматического биохимического анализатора по стандартным методикам.
Результаты. Исследовано влияние комплекса C60/ПВП на активность ЛДГ и прове- 
дена оценка изменений биохимических показателей сыворотки крови мышей, харак-
теризующих углеводный обмен. Установлено, что комплекс C60/ПВП увеличивает 
содержание глюкозы и пировиноградной кислоты, снижает содержание лактата и  
активность ЛДГ в сыворотке крови по сравнению с контролем, а также снижает  
активность ЛДГ в условиях in vitro по типу смешанного ингибирования. 
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Выводы. Комплексы C60/ПВП и ПВП проявляют биологическую активность в условиях  
in vitro и in vivo. Установлено, что комплекс C60/ПВП является ингибитором ЛДГ  
смешанного типа в условиях in vitro, угнетает активность ЛДГ в условиях in vivo,  
а также способствует снижению концентрации лактата и увеличению концентрации 
пировиноградной кислоты и глюкозы в сыворотке крови при введении мышам C60/ПВП 
per os. При этом также выявлено ингибирующее действие и ПВП на активность ЛДГ 
in vitro и in vitro, причем в условиях in vivo ПВП способствует снижению концентрации 
лактата в крови. Менее выраженное действие комплекса C60/ПВП по сравнению с ПВП 
может быть связано с тем, что молекулы C60 «скрыты» в полостях, образованных в  
молекулах ПВП.

Ключевые слова: фуллерен, C60, C60/поли-N-винилпирролидон, комплекс C60/ПВП,  
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Abstract

Objectives. The study aimed to investigate the biological activity of the C60/poly-N-vinylpyrrolidone 
(C60/PVP) complex representing a water-soluble fullerene derivative. In vitro and in vivo 
techniques were used to analyze the effect of the C60/PVP complex on the activity of lactate 
dehydrogenase (LDH) and evaluate changes in the biochemical parameters of blood serum when 
per os administered to mice.
Methods. In order to determine the activity of a commercial LDH preparation and study the 
kinetics of this process, the standard Warburg photometric method was used. To assess the 
effect of polyvinylpyrrolidone (PVP) and the C60/PVP complex on some biochemical parameters 
in vivo, a study was conducted on two-month-old male white mongrel mice weighing 20 ± 3 g. 
Determination of biochemical parameters of blood serum was carried out using a semi-automatic 
biochemical analyzer according to standard methods.
Results. The effect of the C60/PVP complex on LDH activity was studied along with changes 
in the biochemical parameters of mouse blood serum characterizing carbohydrate metabolism. 
As well as increasing the glucose and pyruvic acid content, the C60/PVP complex was found to 
reduce lactate content and LDH activity in blood serum along with in vitro LDH activity according 
to the type of mixed inhibition.
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Conclusions. The C60/PVP complex and PVP were shown to exhibit biological activity in vitro 
and in vivo. The C60/PVP complex, representing a mixed-type LDH inhibitor, was shown to inhibit 
LDH activity, as well as contributing to a decrease in lactate concentration and an increase in the 
concentration of pyruvic acid and glucose in blood serum when administered per os to mice. The 
inhibitory effect of PVP on LDH activity was revealed in both in vivo and in vitro investigations.  
In vivo, PVP contributes to a decrease in the concentration of lactate in the blood. The less 
pronounced effect of the C60/PVP complex as compared to PVP alone may be due to the fact that 
C60 molecules are “hidden” in cavities formed in PVP molecules.

Keywords: fullerene, C60, C60/poly-N-vinylpyrrolidone, C60/PVP complex, LDH activity, biochemical 
parameters, biological activity
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время активно идет изучение влия- 
ния производных фуллерена C60 на биообъекты  
с целью создания на их основе препаратов для  
медицины и фармакологии. Сегодня широкое  
использование наноразмерных материалов в раз-
личных отраслях промышленности, а также ак-
тивный поиск областей применения их в медицин- 
ской и фармацевтической сфере в качестве вспо-
могательных средств для диагностики и терапии 
заболеваний приводит к тому, что взаимодей- 
ствие человека с такими материалами становится 
постоянной и неотъемлемой частью жизни. Подоб-
ные материалы являются чужеродными и оказы- 
вают влияние на организм непосредственно или 
после взаимодействия с биомолекулами, что  
может проявляться серьезными изменениями  
метаболизма. Поэтому одной из задач современ- 
ных исследований является постоянная оценка  
потенциальных рисков при взаимодействии с нано-
материалами, выявление и оценка их токсических 
свойств, а также поиск полезных качеств таких 
материалов.

Исследования последних лет по изучению 
свойств производных фуллерена C60 показали,  
что некоторые из них способны ингибировать  
ВИЧ-1 протеазу [1, 2] и проявляют антимикробную [3] 
и антиоксидантную [4] активности. Также име- 
ются работы, посвященные применению фулле-
ренов в терапии воспалительных процессов [5].  
Очень перспективными, особенно в радиомеди- 
цине, считаются производные металлофуллеренов, 

содержащие атом металла внутри молекулы; при 
этом они более стабильны, чем использующиеся  
хелатные комплексы.

Анализ приведенных в литературе экспери- 
ментальных данных показывает, что в целом био-
логическая активность фуллерена определяет-
ся его липофильностью (которая определяет его  
адгезивность к белкам и липидам, а также мембрано- 
тропные свойства), электроноакцепторной актив-
ностью (что способствует взаимодействию со сво-
бодными радикалами и активными формами кисло- 
рода) и способностью к фотовозбуждению (спо-
собностью из возбужденного состояния пере- 
давать энергию молекуле обычного кислорода и 
превращать его в синглетный кислород). В ряде 
работ, проводимых in vivo и in vitro, была выяв- 
лена способность фуллерена предотвращать  
апоптоз нейронов [6, 7]. В литературе имеются 
данные о благоприятных эффектах при лечении  
нейродегенеративных заболеваний с применением 
фуллеренов и их производных [8].

Установлено, что производные фуллеренов  
обладают способностью ингибировать цепную  
реакцию перекисного окисления липидов [6, 7]. 
Антиоксидантные свойства фуллеренов в боль-
шей степени обусловлены системой сопряженных  
двойных связей, способных принимать допол-
нительные электроны, например, от свободных  
радикалов. Одна молекула фуллерена может при-
нимать до 34 метильных радикалов, захватывать  
и инактивировать супероксиданион-радикалы  
и гидроксильные радикалы in vivo и in vitro [7]. 
Кроме того, использование фуллеренов в качестве 
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антиоксидантов обусловлено их способностью  
локализоваться внутри митохондрий и других  
компартментах, где происходит продукция сво-
бодных радикалов. По мнению авторов ряда  
работ фуллерены являются эффективными ней-
ропротекторами при некоторых формах склероза, 
улучшают когнитивные процессы в норме и пато-
логии и представляют большой интерес для разра- 
ботки терапии болезни Альцгеймера [9, 10].

Анализ имеющихся в литературе данных по  
изучению биологической активности C60 и его  
производных в экспериментах in vitro и in vivo  
выявил, что серьезных токсических эффектов  
фуллерен C60 не проявляет. В отношении немоди-
фицированной формы фуллерена большинством 
работ доказано отсутствие токсических эффек-
тов. Первые исследования токсичности фуллерена  
показали [11–13], что ведение мышам фулле- 
рена в дозе 2.5 г/кг не проявляется побочными эф-
фектами у животных при наблюдении в течение 
длительного периода времени. Имеются данные 
исследования токсического влияния водной дис- 
персии C60, стабилизованного крахмалом [14].  
Результаты исследований показали, что водная  
дисперсия С60 не проявляет хронической токсично-
сти при интрагастральном введении крысам, также  
не обнаружено и значимых различий в гемато- 
логических и биохимических показателях по срав-
нению с контролем.

Испытания гидроксилированного фуллерена 
C60(ОН)n показали, что при его внутрибрюшин- 
ном введении мышам и крысам полулетальная  
доза LD50 составляла 0.5–2.4 г/кг [15]. При этом 
авторы работы отметили, что в присутствии  
гидроксилированной формы фуллерена C60 (in vivo) 
происходит снижение активности микросомаль-
ных ферментов, в частности снижение активности 
P450-зависимой монооксигеназы.

Своей сферической структурой фуллерен  
кардинально отличается от всех известных биоген-
ных молекул, и в физиологической гидрофильной 
среде неизбежно будет идти его взаимодействие  
с молекулами, имеющими гидрофобные участки 
(например, белками, липидами) и, таким образом, 
его углеродная поверхность практически будет  
недоступна для распознавания иммунной сис- 
темой [16–18].

В ходе проведенных исследований по опреде-
лению токсического влияния было установлено,  
что сам фуллерен C60 не обладает острой токсич-
ностью, а токсические эффекты, которые иногда 
наблюдаются, связаны с токсическими свойствами 
органических растворителей, которые использу- 
ются для приготовления растворов фуллерена 
[19]. Более детальному изучению механизмов воз-
действия и механизмов ответа организма в целом  

на применение как самого фуллерена, так и его  
производных мешает низкая растворимость в 
водной среде.

Одним из растворителей, применяемых в  
медицинской практике для гидрофобных препа- 
ратов, является поливинилпирролидон (ПВП).  
ПВП является нетоксичным и используется  
широко в медицинской практике (входит в со-
став таких лекарственных средств как, например,  
«гемодез», «энтеродез»). В медицинской прак- 
тике применяют ПВП, получаемый полимериза- 
цией N-винилпирролидона-2. Используется ПВП 
для пролонгации действия некоторых лекарствен-
ных средств, как связующее и стабилизатор при  
изготовлении таблетированной формы лекарствен-
ных препаратов и т.д.

Ранее в литературе уже упоминались биоло-
гические исследования данного комплекса. Фулле- 
рены применялись для защиты клеток противдей-
ствия ультрафиолета [20]. Ультрафиолетовое об-
лучение (320–400 нм) провоцирует образование 
активных форм кислорода, что приводит к повреж-
дению и гибели клеток кожного покрова у человека. 
В качестве защиты от подобного окислительного 
стресса был испытан водорастворимый комплекс 
C60/поли-N-винилпирролидона (C60/ПВП). В этом 
случае способность фуллерена проникать в глу-
бокие слои эпидермиса кожи человека и устойчи-
вость к окислительной деградации, предотвращают 
стрение кожи без фотосенсибилизации и цитоток- 
сичности, что делает его более перспективным пре-
паратом, чем аскорбиновая кислота.

В ряде работ было исследовано противо- 
вирусное действие и было выявлено, что комплекс 
C60/ПВП ингибирует репродукцию вирусов гриппа А 
и В, способен ингибировать репродукцию  
ДНК-содержащих вирусов, в частности вируса  
простого герпеса (HSV-1) [21, 22]. В ходе иссле-
дований было установлено, что обработка комп- 
лексом C60/ПВП вируса гриппа типа А приводит 
к морфологическим изменениям. Было выявле-
но присутствие большого количества дефектных  
вирионов и вирионов с поврежденной «кистью»,  
а также нарушения липидной оболочки. Получен-
ные данные позволяют предположить, что комп-
лекс мешает процессу сборки в цикле реплика-
ции вируса и блокирует самонастраивание зрелых  
вирусных частиц.

В связи с вышеупомянутым, целью данной  
работы было исследование биологической актив-
ности водорастворимого производного фуллерена –  
комплекса C60/ПВП – в условиях in vitro и in vivo. 

Для получения водорастворимого произ-
водного фуллерена C60/ПВП был использован  
ранее описанный метод комплексообразования  
фуллерена C60/ПВП [23] (рис.1).
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Данный комплекс растворим в воде и погло- 
щает при 255 и 330 нм. ИК спектр, υ, см−1: 578,  
844, 894, 933, 1077, 1227, 1266, 1375, 1490,  
1630–1687, 1703, 2127, 2395, 2575, 2922, 3329,  
3493, 3800, 3943.

ПВП обладает хорошей растворимостью  
в воде и содержит в своей структуре полости,  
близкие по размерам молекулам C60. Полости легко 
заполняются молекулами фуллерена, образуя водо-
растворимый комплекс. Исследования проводили 
для комплекса C60/ПВП (содержание C60 в комп- 
лексе составляет ~ 1.6%). Было изучено влияние 
комплекса C60/ПВП на активность лактатдегидро-
геназы (ЛДГ) в условиях in vitro, а также оцене-
ны изменения биохимических показателей сыво- 
ротки крови при введении мышам C60/ПВП per os.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Определение активности ЛГД  
в модельных опытах in vitro

Для определения активности коммерческого 
препарата ЛДГ и исследования кинетики дан- 
ного процесса был использован фотометриче- 
ский метод Варбурга с применением стандарт- 
ной методики. В работе были использованы рас-
творы фосфатного буфера, пирувата натрия,  
кофермент-связанного водорода никотинамид- 
адениндинуклеотиида (НАДН + Н+), ЛДГ  
(Sigma-Aldrich, США). Изменение активности  
ЛДГ определялось в присутствии раствора ПВП  
и водного раствора комплекса C60/ПВП, которые 
являлись опытными образцами и сравнивались  
с контрольной пробой, не содержащей ПВП и  
C60/ПВП. Спектры регистрировались на спектро- 
фотометре Specord UV VIS (Analytik Jena,  
Германия) в диапазоне длин волн от 220 нм  
до 400 нм. Спектрофотометрически опре- 
деляли максимум поглощения ЛДГ, который  
соответствовал длине волны 340 нм. Затем в кювету  
определения последовательно добавлялся пируват 

натрия (не поглощает при λ = 340 нм), раствор 
ПВП или C60/ПВП и ЛДГ. В ходе реакции измеря-
лось оптическое поглощение через определенные  
промежутки времени. Активность ЛДГ опреде-
лялась по уменьшению содержания НАДН + Н+ 

(максимум поглощения при длине волны 340 нм) в 
реакционной смеси в результате энзиматического 
восстановления пирувата в лактат.

Активность фермента выражалась в наномо-
лях субстрата, превращенного в продукт реакции за  
1 мин на 1 мг фермента при температуре 25 °C,  
оптимуме рН и вычислялась по формуле (1):

а = (ΔA·V)/(ε340·d·Vp)·10–9                                         (1)

где ΔA – изменение оптического поглощения  
НАД·Н + Н+ за 1 мин, отн.ед.; V – конечный объем 
в кювете после прибавлении последнего компо- 
нента, мл; ε340 – коэффициент молярного поглоще-
ния НАД·Н + Н+ равный 6220 М−1·см−1; d – толщина 
слоя исследуемой жидкости, см; Vp – объем раство-
ра фермента, взятого для исследования, мл.

Скорость ферментативной реакции определяли 
по формуле (2):

v = (С0 – С1/2)/(τ – τ0)                                                           (2)

где v – скорость ферментативной реакции, 
моль·л−1·с−1; С0 – концентрация НАД·Н+Н+ до  
начала реакции, моль/л; С1/2 – половина от общей 
концентрации НАД·Н + Н+, моль/л; τ – время,  
за которое произошло ферментативное окисле- 
ние 1/2 концентрации НАД·Н + Н+ (с); τ0 – время 
начала реакции, с.

Анализ влияния ПВП и C60/ПВП оценивался 
также по изменению константы Михаэлиса–Ментен 
(KM). Для определения KM вычисляли скорость  
реакции при различных концентрациях субстрата – 
пирувата натрия. 

Рис. 1. Схема реакции комплексообразования фуллерена C60 с ПВП.
Fig. 1. Scheme of the complexation reaction of fullerene C60 polyvinylpyrrolidone (PVP).
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Определение биохимических показателей  
сыворотки крови

Для оценки влияния ПВП и комплекса  
C60/ПВП на некоторые биохимические показатели 
in vivo, концентрация которых зависит от актив- 
ности ЛДГ, было проведено исследование на  
белых беспородных мышах. Экспериментальная 
часть работы выполнена в соответствии с протоко- 
лами Женевской конвенции и принципами надле- 
жащей лабораторной практики (Национальный  
стандарт Российский Федерации ГОСТ Р 53434-20091)2 
[24].

Контрольные и экспериментальные группы 
формировали из двухмесячных самцов весом  
20 ± 3 г. Мыши находились в стандартных усло- 
виях с естественной сменой освещения с соблю-
дением общевиварийного рациона. У всех живот-
ных был свободный доступ к пище и воде. Мыши 
контрольной группы действию ПВП и C60/ПВП  
не подвергались. Первая экспериментальная  
группа получала раствор ПВП, вторая группа –  
комплекс C60/ПВП. Каждая исследуемая группа 
мышей состояла из 15 особей. Суточная доза  
вводимых веществ составляла 0.5 мг/кг. Соедине-
ния вводились мышам в виде раствора (100 мкл)  
в течение 5 дней с использованием зонда. По окон-
чании эксперимента животных декапитировали  
и проводили анализ биохимических показателей 
сыворотки крови.

Определение биохимических показателей сы-
воротки крови проводилось с помощью полуавто- 
матического биохимического анализатора Screenmaster 
(Hospitex Diagnostics, Швейцария), оборудованного 
термостатом, фотометром и микропроцессором.

Методы являются унифицированными [25].
В работе определялись биохимические показа-

тели: концентрация глюкозы, лактата и пировино-
градной кислоты (ПВК), активность ЛДГ.

Определение концентрации глюкозы прово- 
дилось глюкозооксидазным методом и измерялось  
фотометрически при длине волны 500 нм (480–520 нм).

Определение концентрации лактата в сыво- 
ротке крови основывалось на превращении лактата  

в ПВК и перекись водорода лактатоксидазой; из-
мерение проводилось фотометрически при 546 нм 
(500–550 нм).

Определение концентрации ПВК в сыворотке 
крови основывалось на методе Умбрайта и опреде- 
лялось фотометрически при длине волны 430 нм. 

Определение активности ЛДГ в сыворотке  
крови проводилось по методу Варбурга и изме- 
рялось фотометрически при длине волны 340 нм. 

Для определения всех исследуемых показа- 
телей использовались наборы реактивов фирмы  
Диакон ДС, Россия.

Статистическая обработка результатов 

Статистическая обработка данных проводилась  
с использованием пакета программ Statistica v7.0.61.0 
(StatSoft, США). О достоверности отличий учиты- 
ваемых показателей контрольной и опытной 
групп судили по величине t – критерия Стъюдента  
и p – уровню значимости. При p ≤ 0.05 различия  
считались статистически значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Оценка влияния комплекса C60/ПВП на проте-
кание углеводного обмена у мышей была проведена  
на основе данных, полученных в ходе биохимиче- 
ского анализа сыворотки крови.

Основным показателем углеводного обмена  
является глюкоза, которая присутствует в большин-
стве органов и тканей. Ее концентрация в крови  
является результатом протекания процессов глико- 
генолиза, глюконеогенеза и гликолиза. Поддер- 
жание постоянной концентрации глюкозы в крови –  
необходимое условие для нормальной жизнедея-
тельности организма, поскольку глюкоза является  
главным, а для некоторых тканей и единствен- 
ным источником энергии в клетке. В организме 
глюкоза подвергается окислению с образованием 
ПВК, которая в зависимости от условий окисля-
ется до ацетил-КоА, который вступает в реакции 
цикла Кребса (аэробные условия), либо восстанав-
ливается до лактата (анаэробные условия). Лактат  
как продукт анаэробного метаболизма глюкозы 
поступает в кровь из скелетных мышц, мозга и 
эритроцитов.

Взаимопревращение ПВК в лактат проис-
ходит при участии фермента ЛДГ. ЛДГ обнару-
живается во всех тканях животного и челове-
ка, особенно сердечной и скелетных мышцах, 
эритроцитах, печени и почках. В физиологиче- 
ских условиях равновесие реакции, катализи- 
руемой ЛДГ, смещено в сторону образования  

1 ГОСТ Р 53434-2009. Национальный стандарт  
Российской Федерации. Принципы надлежащей лабора- 
торной практики. М.: Стандартинформ; 2010. 12 c. 
[GOST R 53434-2009. National Standard of the Russian 
Federation. Principles of good laboratory practice. Moscow: 
Standartinform; 2010. 12 p.]

2 Практическое руководство по биологической  
безопасности в лабораторных условиях. Женева: ВОЗ; 
2007. 188 с. [Prakticheskoe rukovodstvo po biologicheskoi 
bezopasnosti v laboratornykh usloviyakh (Practical Guide to 
Biological Safety in the Laboratory). Geneva: VOZ; 2007.  
188 p. (in Russ.).]



Исследование биологической активности водорастворимого комплекса C60/поли-N-винилпирролидон

498
Tonkie Khimicheskie Tekhnologii = Fine Chemical Technologies. 2022;17(6):492–503

лактата. Активность этого фермента в сыворот-
ке крови и относительное содержание его изофер- 
ментов могут являться важным биохимическим  
диагностическим тестом при ряде заболеваний.  
В сыворотке крови активность ЛДГ – чувствитель-
ный индикатор гепатоцеллюлярного поражения, 
изменение активности обычно наблюдается при  
гепатите, лекарственной интоксикации, циррозе, 
опухолях травме.

В ходе исследований было выявлено, что комп-
лекс C60/ПВП в два раза увеличивает содержа- 
ние глюкозы в крови по сравнению с контролем 
(табл. 1). В свою очередь ПВП не оказывает сущест- 
венного влияния на изменение уровня глюкозы  
в крови. Снижение содержания лактата в сыворот-
ке крови по сравнению с контрольной группой до-
стоверно в случае с комплексом C60/ПВП на 55%  
и в случае с ПВП на 30%. 

Концентрация ПВК в крови мышей под дей- 
ствием ПВП находится в пределах нормы, а при  
введении комплекса C60/ПВП – увеличена на 27%.

Снижение содержания лактата связано со  
снижением активности ЛДГ под действием комп- 
лекса C60/ПВП на 7% и ПВП на 27% по сравнению  
с контролем.

Возможной причиной увеличения уровня  
глюкозы в крови под действием комплекса C60/ПВП 
может являться нарушение поступления глюкозы 
внутрь клетки. Это приводит к активации компен-
саторных механизмов, в частности, к активации  
процесса глюконеогенеза, в котором источником  
для синтеза глюкозы в клетке может служить лактат 
(в связи с чем его концентрация снижается в  
крови), при этом лактат под действием фермента 

ЛДГ превращается в ПВК – основной источник  
для синтеза глюкозы, содержание которой увеличи-
валось в крови экспериментальных животных.

Высокий уровень достоверности различий  
между C60/ПВП и ПВП (p < 0.01) позволяет пред- 
положить, что влияние, оказываемое на обмен- 
ные процессы у мышей в присутствии C60/ПВП  
обусловлено именно фуллереном C60.

Влияние ПВП на углеводный обмен у мышей 
сводится к снижению уровня лактата и активности 
ЛДГ. Снижение уровня лактата, вероятно, обуслов-
лено снижением активности ЛДГ, что согласуется  
с данными, полученными в исследованиях по  
изучению влияния ПВП и комплекса C60/ПВП на  
активность ЛДГ в эксперименте in vitro.

В ходе работы было выявлено, что иссле- 
дуемые соединения являются ингибиторами актив- 
ности ЛДГ, скорость реакции в их присутствии  
снижается, а константа Михаэлиса–Ментен, напро-
тив, увеличивается (табл. 2 и рис. 2).

Проведенные исследования влияния комп- 
лекса C60/ПВП на активность ЛДГ в модельных опы-
тах in vitro позволили сделать вывод, что комплекс 
C60/ПВП оказывает ингибирующее действие на  
активность ЛДГ. В присутствии комплекса C60/ПВП 
наблюдается снижение активности ЛДГ на 57.3%  
по сравнению с контролем, что приводит к сниже-
нию катализируемой реакции. В присутствии ПВП  
в исследуемой системе активность ЛДГ по сравне-
нию с контролем снижена на 70.9%.

Для выявления типа ингибирования в присут- 
ствии исследуемых соединений были построены  
графики Лайнуивера–Бэрка (рис. 4) и Эди–Хофсти  
(рис. 5).

Таблица 1. Влияние ПВП и C60/ПВП на биохимические показатели сыворотки крови
Table 1. Effect of PVP and C60/PVP on the biochemical parameters of blood serum

Биохимический показатель 
Biochemical indicator

Контроль  
Control

ПВП
PVP

C60/ПВП
C60/PVP

M ± m M ± m p M ± m p p′

Глюкоза, ммоль/л 
Glucose, mmol/L 7.04 ± 1.08 6.82 ± 0.51 >0.05 14.00 ± 0.94 <0.01 <0.001

Лактат, ммоль/л 
Lactate, mmol/L 25.30 ± 0.39 17.64 ± 0.46 <0.001 11.32 ± 0.85 <0.001 <0.001

ПВК, ммоль/л 
Pyruvic acid, mmol/L 0.11 ± 0.01 0.11 ± 0.01 >0.05 0.15 ± 0.01 <0.01 <0.01

ЛДГ, МЕ 
Lactate dehydrogenase (LDH), IU 2025.25 ± 23.28 1470.00 ± 20.94 <0.001 1892.00 ± 15.60 <0.05 <0.001

Примечание: p – уровень вероятности различий в сравнении с контролем; p′ – уровень вероятности различий в  
сравнении с ПВП. М – среднее значение молярной концентрации; m – доверительный интервал молярной концентрации.

Note: p is the level of probability of differences in comparison with control; p′ is level of probability of differences in comparison 
with PVP. М is the average value of molar concentration; m is the confidence interval of molar concentration.
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Таблица 2. Влияние исследуемых соединений на активность ЛДГ
Table 2. Influence of the studied compounds on the LDH activity

Соединение 
Compound

Концентрация × 10−2,  
мг/мл

Concentration × 10−2,  
mg/mL

КM × 10−2, 
М[S]

rmax × 10−7, моль/л·с
rmax × 10−7, mol/L·s

Активность × 10−11,  
моль/мин

Activity × 10−11,  
mol/min

Активность 
Activity, %

Контроль  
Control – 0.15 ± 0.01 1.34 ± 0.11 0.96 ± 0.10 100

ПВП
PVP 2 0.32 ± 0.05 0.90 ± 0.04 0.28 ± 0.04 29.1

C60/ПВП  
C60/PVP 2 0.25 ± 0.04 1.14 ± 0.10 0.41 ± 0.01 42.7

Примечание: KM – константа Михаэлиса–Ментен; vmax – максимальная скорость реакции; M[S] – молярная масса субстрата.
Note: KM is the Michaelis–Menten constant; vmax is the maximum reaction rate; M[S] is the substrate molar mass.

Рис. 2. График зависимости скорости реакции (v) от концентрации субстрата (С) в присутствии исследуемых соединений.
Fig. 2. Graph of the reaction rate (v) versus the substrate concentration (С) in the presence of the compounds under study.

Рис. 3. График Лайнуивера–Бэрка. S – субстрат. 
Fig. 3. Lineweaver–Burk graph. S is substrate.

Рис. 4. График Эди–Хофсти.
Fig. 4. Eadie–Hofstee graph. 
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Снижение максимальной скорости протекания 
реакции, катализируемой ЛДГ, в присутствии ПВП  
и C60/ПВП в сочетании с увеличением константы 
Михаэлиса–Ментен может свидетельствовать об  
обратимом неконкурентном ингибировании ЛДГ.

Исходя из графиков Лайнуивера–Бэрка и 
Эди–Хофсти тип ингибирования в присутствии  
ПВП и комплекса C60/ПВП был определен как  
смешанный тип ингибирования, при котором сни-
жение vmax сочетается с одновременным увеличе- 
нием значений КM. Это означает, что комплекс  
«фермент-ингибитор» сохраняет частичную актив- 
ность, т.е. способность к образованию промежу-
точного тройного комплекса «фермент-ингибитор- 
субстрат», в котором субстрат подвергается замед-
ленному каталитическому превращению. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Комплекс C60/ПВП и ПВП проявляют био-
логическую активность в условиях in vitro и  
in vivo. Установлено, что комплекс C60/ПВП являет-
ся ингибитором ЛДГ смешанного типа в условиях  
in vitro, угнетает активность ЛДГ в условиях in vivo,  
а также способствует снижению концентрации  
лактата и увеличению концентрации ПВК и  
глюкозы в сыворотки крови при введении мышам 
C60/ПВП per os. При этом также выявлено ингиби-
рующее действие и ПВП на активность ЛДГ in vitro,  

а в условиях in vivo ПВП способствует снижению 
концентрации лактата в крови. Менее выражен-
ное действие комплекса C60/ПВП по сравнению с 
ПВП может быть связано с тем, что молекулы C60  
«скрыты» в полостях, образованных в молекулах 
ПВП.
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