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1. Введение

Роль лазерно-оптических методов в исследовании био
логических объектов различных уровней сложности по-
стоянно растет [1, 2]. С развитием нанотехнологий эти ме-
тоды все шире используются при решении различных 
проблем нанобиофотоники, в частности задач взаимодей-
ствия биологически важных молекул с теми или иными 
наночастицами, случайно или преднамеренно попадаю-
щими в организм человека. Физико-химические свойства 
наночастиц, размеры которых сравнимы с характерными 
размерами биомолекул и/или клеточных органелл, откры-
вают возможности разработки методик и инструментов 
на их основе для использования в биологических и меди-
цинских исследованиях, для медицинской диагностики и, в 
перспективе, для терапевтического воздействия, а также 
в биотехнологиях. 

В последнее время пристальное внимание с точки зре-
ния биомедицинских применений привлекают алмазные 
наночастицы, что обусловлено их оптико-спектроскопи
ческими, структурными, электрохимическими и поверхно
стными свойствами, вариабильностью размеров в широ-
ких пределах, низкой по сравнению со многими другими 
наночастицами токсичностью [3, 4]. В первую очередь раз-
рабатываются методики конъюгации алмазных наноча-
стиц с биомолекулами в целях получения новых оптиче-
ских нанозондов и наносенсоров [3]. Представляют ин
терес возможности использования алмазных наночастиц 
для направленной доставки лекарств в организме [5, 6], а 

также для разработки новых методов терапевтического 
и хирургического воздействия (например, гипертермия и 
нанохирургия) [7]. Реализация этих возможностей подни-
мает проблемы нанобезопасности, появляющиеся в усло-
виях бурного развития нанотехнологий, и требует пони-
мания того, как наночастицы влияют на биологические 
системы/объекты, с которыми они взаимодействуют прямо 
или опосредованно. Например, при исследованиях, свя-
занных с взаимодействием наночастиц как с организмом 
в целом, так и с отдельными органами и тканями, необхо-
димо понимать механизмы взаимодействия наночастиц с 
кровью, а значит, и с отдельными ее компонентами. Отме
тим, что работы по взаимодействию наноалмазов с био-
логическими объектами на уровне ткань – орган – орга-
низм крайне малочисленны (см., напр., [8, 9]).

Цель настоящей работы – исследование in vitro взаи-
модействия наноалмазов с размерами в диапазонах 5 – 10 
и 100 – 130 нм с основными белками плазмы крови: аль
бумином (составляет около 60 % от всех белков плазмы) 
и  g-глобулином (или иммуноглобулинами). Анализиро
валась адсорбция белков на наноалмазах и происходя-
щие при этом изменения их структуры, а также функцио-
нального состояния, которые проявлялись в изменении 
ферментативной активности антибактериального белка 
лизоцима, содержащегося в биологических жидкостях и 
широко используемого в исследованиях как модельная 
система [10]. 

Взаимодействие компонентов крови с детонационными 
наноалмазами, к которым относятся используемые в на-
стоящей работе наноалмазы размером 5 – 10 нм, изучалось 
ранее в работах [11, 12]. Наблюдались небольшие повреж-
дения лимфоцитов [11] и гемолитическое воздействие на 
эритроциты, связанное, вероятно, с адсорбцией макро-
молекул плазмы на наноалмазах, изменяющей осмотиче-
ские параметры крови, а также ряд ее биохимических ха-
рактеристик. Однако отмечалось, что эти эффекты были 
незначительными [12]. Изучалось также взаимодействие 
ряда белков плазмы крови, включая альбумин и g-глобу
лин, с различными наночастицами, в том числе и с нано-
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алмазами размером около 75 нм [13]. Было показано, что 
как альбумин, так и g-глобулин в условиях in vitro имеют 
небольшое сродство к наноалмазам. Однако из-за высо-
кого содержания альбумина в плазме он может в замет-
ных количествах адсорбироваться на наноалмазах при их 
взаимодействии с плазмой. 

Изменения структуры белков при их адсорбции на 
различных твердых поверхностях, включая наночастицы, 
неоднократно изучались различными лазерно-оптическими 
методами. Структурные изменения белков тесно связаны 
с изменениями их функционального состояния [14 –16], 
что наблюдается как при различных воздействиях на них, 
например при адсорбции, так и в процессе нормального 
функционирования белков [17]. Эти изменения определя-
ются свойствами белка (структурой, зарядом и т. п.), а 
также свойствами и структурой поверхности [18] (гидро-
фобными/гидрофильными свойствами, зарядом и т. д., в 
том числе кривизной наноструктурированных поверхно-
стей). В частности, эффект воздействия поверхности на 
свойства адсорбированного альбумина наблюдался и ис-
следовался с использованием явления кругового дихро-
изма [19], флуоресцентной и ИК фурье-спектроскопии 
(FTIR) [19, 20] и др. [21 – 25]. 

В настоящей работе адсорбция белков на наноалмазах 
анализировалась по спектрам поглощения в ультрафио
летовой – видимой области; структурные изменения адсор-
бированных белков анализировались с помощью FTIR-
спектроскопии на основе того, что амидные пики белков 
очень чувствительны к вариациям вторичной структу-
ры [17, 26].

2. Материалы и методы

Использовались наноалмазы с размерами 5 – 10 нм 
(Microdiamant AG, Швейцария) и 100 – 130 нм (Kay Diamond, 
США). Неалмазные фракции, примеси и загрязнения уда-
лялись с поверхности частиц стандартным методом – пу-
тем обработки смесью сильных кислот H2SO4 : HNO3 = 1 : 3, 
что также способствовало образованию поверхностных 
карбоксильных СООН-групп. Как показали предыдущие 
исследования, такой карбоксилированный наноалмаз яв-
ляется более биосовместимым [27], поскольку поверхно
стные молекулярные и ионные группы участвуют во вза-
имодействии алмазных наночастиц с биомолекулами [28]. 

Растворенные в бидистиллированной воде белки – че-
ловеческий сывороточный альбумин, g-глобулин (оба – 
Sigma, США) и лизоцим (Amresco, США) с концентра
цией 40 мг/мл – смешивались с водными суспенизиями 
наноалмазов с концентрацией 4 мг/мл в пропорции 1 : 1. 
После тщательного перемешивания в течении двух часов 
смесь центрифугировалась, при этом осаждались нано
алмазы с адсорбированным на поверхности белком. Оса
док отмывался в дважды дистиллированной воде для уда-
ления раствора неадсорбированного белка.

В исследовании использовались следующие лазерно-
оптические методы: соответствие размеров частиц специ
фикациям производителей было подтверждено измере-
ниями методом динамического светорассеяния с исполь-
зованием спектрометра DLS BI-200SM (Brookhaven, СШA) 
на базе твердотельного лазера (532 нм) с диодной накач-
кой; z-потенциал частиц оценивался с помощью прибора 
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Великобритания), 
в котором использовался He – Ne-лазер (633 нм) мощно-
стью 4 мВт. 

Спектры поглощения измерялись двухлучевым спек-
трофотометром JASCO V-550 (СШA). Для показанных 
на рис.1 спектров поглощения альбумина до и после ад-
сорбции на наноалмазах характерно, как и для большин-
ства других белков, наличие полосы с максимумом около 
280 нм. Ее интенсивность в соответствии с законом Буге
ра – Ламберта – Бера пропорциональна концентрации бел-
ка в растворе, что позволило использовать спектры погло-
щения исходного раствора белка и супернатанта после 
адсорбирования и центрифугирования для оценки коли-
чества адсорбированного наноалмазом белка. 

Измерения спектров поглощения методом FTIR-спек
троскопии проводились на спектрометре FTLA 2000 (Bomem, 
Канада) с детектором на основе материала DTGS (Deuterated 
Triglycine Sulfate). Образцы наносились капельным спо-
собом на полированные кремниевые подложки и высуши-
вались в воздушной среде. Измерения также проводились 
на воздухе, и это позволяет предположить, что состояние 
белков аналогично их состоянию в водных растворах/су-
спензиях из-за наличия в них остаточной связанной воды. 
Во FTIR-спектрах исследуемых образцов эта связанная вода 
не наблюдается, очевидно потому, что ее немного, и ее пики 
поглощения перекрываются пиками Амид I, Амид II (1655, 
1540 см–1) в области d-колебаний воды (1600 – 1630 см–1) и 
полосами Амид А, В (3100 и 3500 см–1) в области ns-, nas-
колебаний воды (3200 – 3600 см–1).

Функциональное состояние белка, адсорбированного 
на наноалмазе, оценивалось на примере белка-фермента 
лизоцима и сравнивалось с состоянием последнего в вод
ном растворе. Концентрации лизоцима в контрольных 
растворах составляли 0.03 – 0.12 ммоль и соответствовали 
средним концентрациям лизоцима в суспензии наноалма-
зов с адсорбированным лизоцимом. Для оценки фермен-
тативной активности лизоцима использовался основан-
ный на флуоресцентной диагностике стандартный тест 
(тестовый набор EnzChek Lysozyme E-22013 (Molecular 
Probes Inc., СШA)). В данном тесте измеряется воздей-
ствие лизоцима на клеточную оболочку бактерии Micro
coccus lysodeikticus, меченной флуоресцеином в такой кон-
центрации, что его флуоресценция в интактной клеточной 
оболочке тушится. При воздействии лизоцима на обо-
лочку бактерии интенсивность излучения флуоресцеина 
пропорциональна концентрации лизоцима в растворе и 
его активности. Флуоресценция измерялась при возбуж-
дении на длине волны 485 нм и излучении с l = 530 нм с 
помощью микропланшетного флуориметра Fluoroskan 
Ascent (THERMO, СШA). 

Кислотно-щелочные свойства (рН) растворов и су-
спензий, от которых существенно зависит характер вза
имодействия компонентов, контролировались с помощью 
рН-метра SENTRON (Titan, Тайвань).

3. Результаты и их обсуждение

На рис.1 показаны спектры поглощения раствора альбу-
мина до и после его адсорбции на наноалмазах размером 
100 и 5 нм при рН около 5 и 7.4. Разность интенсивностей 
полос поглощения белка до и после взаимодействия рас-
твора белка с суспензией наноалмаза характеризует коли-
чество адсорбированного наноалмазом альбумина. Видно, 
что наноалмаз размером 5 нм адсорбирует больше белка, 
чем наноалмаз размером 100 нм, поскольку суммарная 
площадь поверхностей частиц наноалмаза размером 5 нм 
намного больше, чем у 100-нанометровых, в суспензии той 
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же весовой концентрации. Кроме того, необходимо от
метить, что структуры используемых наноалмазов, в пер-
вую очередь структуры их поверхностей, различаются. Для 
наноалмазов размером 100 нм характерно высокое со
держание алмазной фракции, наночастицы достаточно 
хорошо диспергированы в суспензии. Что касается нано-
алмазов размером 5 нм, то на их поверхности преобла
дает углерод со структурой графита и/или разупорядочен-
ный углерод, а в суспензии преимущественно наблюда-
ются агрегаты и агломераты частиц с сильно нерегулярной 
поверхностью [29]. Кроме того, наноалмазы с размерами 
5 и 100 нм имеют различный z-потенциал, который в зна-
чительной степени определяет адсорбцию белка на нано-
алмазе. 

Изоэлектрическая точка альбумина соответствует 
рН 4.4 – 4.8 [30]. Видно, что при рН, близком к изоэлек-
трической точке, когда z-потенциал альбумина близок 
к  нейтральному, наблюдается заметная адсорбция. Это 
также видно и на FTIR-спектрах (рис.2).

На рис.2 приведены спектры наноалмазов размером 
100 и 5 нм, спектр альбумина и спектры тех же наноалма-
зов с адсорбированным альбумином. Отметим еще раз, 
что спектры наноалмазов с адсорбированным альбуми-
ном снимались после трехкратного отмывания остаточ-
ного альбумина в растворе. Видно, что для этих образцов 
сигнал белка заметно преобладает над сигналом нано
алмаза. При рН 7.4 сигнал белка наблюдается для образца 
наноалмаза 5 нм с адсорбированным альбумином (рис.3,а, 
спектр 4 ) и не наблюдается для наноалмаза 100 нм после 
адсорбции белка (не показано). Адсорбция альбумина на 
наноалмазе 5 нм имеет место как при рН около 5, так и 
при рН 7.4. Отметим, что z-потенциал наноалмаза 5 нм в 
интервале рН 2 – 7.8 принимает значения от +26 до +32 мВ 
и резко меняется на отрицательный в интервале рН 8 – 9, 
достигая –40 мВ при рН 12.

По-видимому, главным механизмом адсорбции альбу-
мина на наноалмазе является электростатическое притя-
жение. Это подтверждается тем, что адсорбция на нано-
алмазе размером 100 нм при физиологических значениях 
рН (около 7.4) слабая. При этом в широком интервале 
значений рН наноалмазы 100 нм имеют отрицательный 
z-потенциал (–40 ... –50 мВ).

Адсорбция g-глобулина на наноалмазах наблюдалась 
также при рН около 5 – 5.5 (рис.3,б)). Заметим, что изо
электрическая точка иммуноглобулинов лежит в широком 
(6.7 – 9) интервале рН [31], так что при физиологических 
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Рис.3.  FTIR-спектры альбумина (а) и g-глобулина (б) в интервале 
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значениях рН они могут адсорбироваться на наноалма-
зах размером как 5, так и 100 нм. Анализ спектров погло-
щения супенатанта после первого, а также двух- и трех-
кратного отмывания наноалмаза с адсорбированным на 
поверхности белком от раствора неадсорбированного бел-
ка также показывает, что адсорбция на наноалмазах раз-
мером 5 нм более стабильна (адсорбированный белок не 
смывается), чем на наноалмазах размером 100 нм.

На рис.2 показан фрагмент FTIR-спектра альбумина 
c характерными для всех белков полосами поглощения 
амидных групп Амид I (центр на 1655 см–1, колебания 
СО-групп полипептидной цепи), Амид II (центр около 
1540 см–1, деформационные колебания групп NH полипеп-
тидного остова и колебания боковых групп аминокис-
лотных остатков), Амид III (широкая полоса в области 
1200 – 1310 см–1, колебания групп CNH), а также полоса 
около 1400 см–1, обусловленная симметричными колеба-
ниями группы СОО, и полосы поглощения групп Ами
ды А, В (3000 – 3300 см–1) [17, 26, 32]. Изменение соотноше-
ний интенсивностей пиков и их компонентов говорит об 
изменении вторичной структуры молекулы белка в резуль-
тате перераспределения вкладов таких элементов струк-
туры, как a-спираль, b-структура, неупорядоченная фрак-
ция. Так, наиболее интенсивный компонент пика Амид I 
в нативном состоянии белка обусловлена колебаниями 
СО-групп полипептидной цепи в составе a-спирали и не-
упорядоченной фракции. Сдвиг максимума полосы указы-
вает на относительное увеличение вклада колебаний СО-
групп в b-структуре [26].

На рис.2 показаны также фрагменты FTIR-спектров 
наноалмазов размером 100 (2) и 5 нм (3). Наиболее ха
рактерные и заметные полосы поглощения в спектре кар-
боксилированного наноалмаза принадлежат связи С=О 
(1700 – 1820 см–1, в зависимости от конкретного карбонил
содержащего соединения и его окружения), гидроксил
содержащим группам (~1640, 3400 см–1), асимметричным 
(2923 см–1) и симметричным (2855 см–1) колебаниям С–Н-
группы, связям С–О–С и C–OH (1100 – 1140 и 1360 – 1420 см–1) 
[29, 33]. Сравнивая спектры 2 и 3 со спектрами наноалма-
зов с адсорбированным альбумином (спектры 4 и 5), мож-
но видеть, что для этих образцов пики, соответствующие 
белкам, в частности Амид I и Амид II, существенно пре-
обладают над пиками ОН и С=О, соответствующими на-
ноалмазам. 

На рис.3 FTIR-спектры альбумина и g-глобулина срав-
ниваются со спектрами белков, адсорбированных на наноал-
мазах с размерами 100 и 5 нм в интервале пиков Амид I, II. 
Видно, что изменения формы пика Амид I, а также соотно-
шения интенсивностей полос Амид I, II и III наблюдаются 
на наноалмазах обоих размеров при адсорбции на них аль-
бумина в случаях и pH 5.5 (спектры 2, 3 ), и pH 7.4 (спектр 4 ). 
Для g-глобулина этот эффект менее выражен. Наблюдае
мые изменения спектров указывают на структурные изме-
нения молекул белков, но их сложно описать конкретно. 

Функциональное состояние белков в большой степени 
определяется их структурным состоянием. В частности, 
наблюдалась структурная перестройка альбумина при вы-
полнении им транспортной функции [34]. Что касается 
иммуноглобулинов, то их структурно-функциональные 
соотношения крайне сложны. Даже незначительные из-
менения в четвертичной структуре белка могут нарушить 
их функционирование [35], так что здесь мы хотим лишь 
подчеркнуть важность данного исследования для оценки 
возможности использования наноалмазов in vivo.

Чтобы продемонстрировать связь между структурными 
перестройками белка, вызванными его взаимодействием 
с поверхностью наноалмаза при адсорбции, и функцио-
нированием белка мы использовали фермент лизоцим. 
На рис.4,а показаны FTIR-спектры в интервале полос 
Амид I и II для лизоцима, а также для лизоцима, адсор
бированного на наноалмазах, при pH около 6. Отметим, 
что изоэлектрическая точка лизоцима соответствует рН 11, 
при этом стабильная и сильная адсорбция лизоцима на-
блюдается в широком (2 – 10) интервале рН как на нано-
алмазе 100 нм (обусловлена электростатическим притя-
жением положительно заряженного лизоцима и отрица-
тельно заряженного наноалмаза), так и на наноалмазе 
5 нм, который имеет положительный z-потенциал в ин-
тервале рН 2 – 8. Происходит сдвиг центра полосы Амид I 
от 1658 см–1 для лизоцима к 1664 см–1 для лизоцима, адсор-
бированного на наноалмазах 100 нм и к 1670 см–1 для 
лизоцима, адсорбированного на наноалмазах 5 нм. В по-
следнем случае у полосы Амид I наблюдается также до-
полнительное плечо около 1720 см–1, которое соответ-
ствует полосе колебания С=О карбоксильной группы 
наноалмаза. Ее присутствие, по-видимому, говорит о пло-
хой упорядоченности, неоднородности слоя лизоцима на 
этом наноалмазе, что, скорее всего, обусловлено характер-
ными особенностями наноалмаза размером 5 нм, а имен-
но структурой поверхности (высоким содержанием не
алмазной фракции, большим количеством структурных 
дефектов, положительным z-потенциалом), агрегацией, 
значительной кривизной поверхности.

На рис.4,б представлены результаты исследования 
функциональной активности лизоцима; сравниваются ин-
тенсивности флуоресценции образцов, содержащих лизо-
цим в растворе, и лизоцим, адсорбированный на нано
алмазах. При использовании теста EnzChek Lysozyme 
интенсивность излучения флуоресцеина пропорциональ-
на концентрации активного лизоцима в образце. Интен
сивности флуоресценции образцов, содержащих лизоцим 
в растворе и лизоцим, адсорбированный на наноалмазах 
размером 100 нм, практически не различаются и пропор-
ционально уменьшаются при уменьшении концентрации 
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Рис.4.  FTIR-спектры в интервале пиков Амид I, II (1 – лизоцим, 
2  – лизоцим, адсорбированный на наноалмазе размером 100 нм, 
3  – лизоцим, адсорбированный на наноалмазе размером 5 нм, 
pH 6) (а) и функциональная активность (пропорциональна интен-
сивности флуоресценции) лизоцима в водном растворе (образец I) 
и лизоцима, адсорбированного на наноалмазах с размерами 100 
(образец II) и 5 нм (образец III); концентрации лизоцима в образ-
цах: 1 – около 0.125 ммоль, 2 – 0.06 ммоль, 3 – 0.03 ммоль (б).
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лизоцима в исследуемом образце. Интенсивность флуо-
ресценции образцов, содержащих лизоцим, адсорбирован-
ный на наноалмазах размером 5 нм, заметно ниже кон-
трольной, т.е. его функциональная (антибактериальная) 
активность резко снижается. Отметим, что это согласует-
ся с предыдущими исследованиями токсичности наноал-
мазов для клеток. Так, было показано, что наноалмазы 
размером 100 нм не токсичны в очень высоких концен-
трациях, тогда как наноалмазы размером 5 нм проявляют 
некоторую цитотоксичность для клеток карциномы лег-
ких А549 и фибробластов легких HFL1 [4, 27]. Различия в 
воздействии наноалмазов с размерами 100 и 5 нм на бел-
ки обусловлены, по-видимому, существенными различия-
ми их размеров, а также структурных и поверхностных 
свойств.

Поскольку альбумин является основным белком в со-
ставе плазмы крови, даже адсорбция незначительной его 
части может повлиять на состояние плазмы и, как след-
ствие, на реологию крови в целом. Для g-глобулина важ-
ность данного исследования обуславливается тем, что са-
мые незначительные изменения в четвертичной структуре 
белка могут нарушить его функционирование и, тем са-
мым, функционирование иммунной системы организма. 
Поэтому как наноалмазы, так и любые другие наноча
стицы могут быть использованы in vivo только после тща-
тельного изучения их взаимодействия со всеми система-
ми организма, включая белки плазмы крови. 

4. Заключение

Современные лазерно-оптические методы позволяют 
наблюдать адсорбцию белков плазмы крови альбумина и 
g-глобулина на наноалмазах размером 5 и 100 нм. Пока
зано, что эта адсорбция слабее, чем для других белков 
(например, лизоцима), особенно при физиологическом рН. 
Тем не менее наблюдаются изменения FTIR-спектров, ко-
торые могут быть обусловлены структурными перестрой-
ками адсорбированного белка. На примере белка лизоци-
ма показано, что адсорбция белка, вызывающая заметное 
изменение полосы Амид I его FTIR-спектра, вызывает 
также значительное снижение функциональной активно-
сти белка. Выявлено, что наноалмазы размером 100 нм 
приводят к менее значительным изменениям структуры и 
функционального состяния белков, чем наноалмазы раз-
мером 5 нм. 

На основании полученных результатов можно заклю-
чить, что безопасное использование алмазных наночастиц 
in vivo, а также их широкое использование в эксперимен-
тах с кровью in vitro, которое не влияло бы само по себе 
на результаты исследований, требуют соответствующих 
условий. Для этого необходима разработка методов их 
реализации, в частности способов исключения неконтро-
лируемой адсорбции, и методов функционализации по-
верхности наночастиц. Однако все это нуждается в даль-
нейших исследованиях.
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