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1. Введение

Наночастицы алмазов благодаря отсутствию у них 
токсичности и их способности к флуоресценции в настоя-
щее время рассматриваются как потенциально высокоэф-
фективные биомаркеры для биомедицинских приложе-
ний [1]. Вследствие малых размеров (5 – 100 нм) наноалма-
зы имеют большую удельную площадь поверхности 
(отношение числа атомов на поверхности вещества к чис-
лу атомов в его объеме) (рис.1). Наночастицы алмазов 
являются продуктом взрыва в специальных детонацион-
ных камерах [2, 3] либо их получают методом высокого 
давления/высокой температуры (HPHT [3, 4]). Поверх
ность кристаллов наноалмазов всегда в той или иной сте-
пени дефектна, что обусловлено методами их производ
ства и очистки, а поверхностные атомы углерода имеют 
нескомпенсированные связи, что приводит к высокой по-
верхностной активности наноалмазов [5]. Именно благо-
даря этому свойству наночастицы обладают уникальной 
сорбционной способностью, позволяющей с успехом ис-
пользовать их в биомедицине при проведении терапии и 
биомедицинских исследований [6]. В перспективе наноал-

мазы могут осуществлять доставку лекарственных препа-
ратов к пораженным и модифицированным клеткам (ми-
шеням). 

В работах [7, 8] отмечено разрушающее воздействие 
наночастиц алмазов на эритроциты, правда, другие авто-
ры этого эффекта не наблюдают.

В нашей предыдущей работе [9] показано, что при ин-
кубации пробы цельной крови человека с суспензией на-
ночастиц алмазов in vitro изменяются микрореологиче-
ские свойства эритроцитов, в частности изменяются па-
раметры их агрегации и способность к деформации под 
действием сдвиговых напряжений. Возможные механиз-
мы этого эффекта могут быть основаны на взаимодей-
ствии наноалмазов либо непосредственно с эритроцита-
ми, либо косвенно с белками плазмы крови, например с 
альбумином, который является основным компонентом 
молекулярной плазмы крови. 

Сывороточные альбумины относятся к глобулярным 
белкам [10]. Общая площадь поверхности молекул альбу-
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Рис.1.  Изображение наноалмазов с характерными размерами 100 нм, 
полученное методом сканирующей электронной микроскопии.
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мина очень велика. Альбумин участвует в процессе агре
гации эритроцитов и влияет на микрореологические 
свойства крови [11], он хорошо растворяется в воде и лег-
ко диффундирует через стенки сосудов. 

Биохимические исследования показали, что у сыворо-
точного альбумина большинство ионизируемых атомных 
групп находится на поверхности белковой глобулы. Эти 
группы обуславливают значительный заряд белковой ма-
кромолекулы, а следовательно, и ее электростатические 
свойства в растворе. Молекула альбумина содержит по-
рядка ста пар положительных и отрицательных зарядов. 
Дипольный момент молекулы человеческого сывороточ-
ного альбумина составляет около 500 Д. При изменении 
pH и ионной силы раствора изменяются структура моле-
кулы белка и ее поверхностный заряд. Изоэлектрическая 
точка для альбумина находится вблизи pH 4.9 [12].

Целью настоящей работы является изучение взаимо-
действия молекул альбумина с наночастицами алмаза в 
водных растворах с помощью динамического рассеяния 
света. Характер взаимодействия наночастиц с биологиче-
скими молекулами и клетками существенно зависит от 
размера наноалмазов, а также от особенностей их по-
верхности и, в частности, от наличия на ней тех или иных 
функциональных групп. 

2. Основы метода динамического 
рассеяния света

Суть метода динамического рассеяния света заключа-
ется в следующем [13]: при прохождении лазерного пучка 
через исследуемую жидкость, содержащую взвешенные дис
персные частицы, часть света квазиупруго взаимодейст
вует с ними. Под действием электрического поля падаю-
щей волны заряды в каждой такой частице колеблются, 
вследствие чего каждая из них оказывается источником 
вторичной (рассеянной) электромагнитной волны.

 Рассеивающие частицы совершают броуновское дви-
жение, которое может быть описано уравнением диффу-
зии. Полуширина спектра рассеянного света G, а также 
время корреляции интенсивности рассеянного света Tc 
связаны с коэффициентом диффузии частиц D соотноше-
ниями G = Dq2 = 1/Tc. При этом |q| = |qs – qi| = (4pn/l) ´ 
sin(a/2), где qi и qs – волновые векторы падающего пучка  
и рассеянного света; n – показатель преломления среды;  
l – длина волны зондирующего излучения в вакууме; a – 
угол рассеяния, определяемый положением фотоприём-
ника относительно направления зондирующего пучка. 
Отметим, что формула для полуширины спектра верна 
только в приближении сильно разбавленного раствора, 
когда многократным рассеянием света можно пренебречь.

Коэффициент диффузии D связан с гидродинамиче-
ским радиусом частиц R уравнением Стокса – Эйнштейна:

D = kBT/(6phR),	 (1)

где kB – константа Больцмана; Т – абсолютная температу-
ра; h – динамическая вязкость растворителя. Хотя форму-
ла (1) получена для рассеивающих частиц сферической 
формы, она применима также к частицам произвольной 
формы, которые являются оптически изотропными и 
имеют достаточно малые размеры для того, чтобы ам-
плитуду рассеяния можно было считать не зависящей от 
ориентации рассеивающей частицы. Эффективный гидро
динамический радиус не обязательно в точности соответ-

ствует размерам рассеивающей частицы. Даже для сфери-
ческих рассеивающих частиц гидродинамический радиус 
обычно должен быть больше, чем физический размер «су-
хой» частицы, вследствие возникновения оболочки из 
молекул растворителя, движущейся вместе с рассеиваю-
щей частицей [11]. 

Информация о коэффициенте диффузии частиц содер-
жится в корреляционной функции интенсивности рассе-
янного света. Можно показать [14], что в приближении 
невзаимодействующих сферических частиц автокорреля-
ционная функция интенсивности экспоненциально спа-
дает во времени, и характерное время спада однозначно 
связано с D. Сигнал с выхода фотоприемника обрабаты-
вается цифровым коррелятором. Связь флуктуаций ин-
тенсивности оптического сигнала (поля) с флуктуациями 
измеряемого фототока находится с помощью соотноше-
ния Зигерта: 

g(2)(t) = 1 + |g(1)(t)|2,	 (2)

где g(2)(t) – нормированная корреляционная функция ин-
тенсивности рассеянного света; g(1)(t) – нормированная 
автокорреляционная функция поля. Важность соотноше-
ния Зигерта заключается в том, что оно позволяет вычис-
лить спектральные характеристики первого порядка по 
функции g(2)(t), которая может быть измерена с учетом 
специфики процесса детектирования. Измерить g(2)(t) не-
посредственно невозможно, и необходимо находить кор-
реляцию последовательности фотоэлектронов, испускае-
мых фотокатодом, когда на него падает световой сигнал 
с определенной интенсивностью. Измеряя корреляцион-
ную функцию сигнала в виде дискретной последователь-
ности импульсов на выходе детектора и используя соот-
ношение (2), можно вычислить спектральные характери-
стики оптических сигналов [13]. 

Обратная задача – определение распределений частиц 
по коэффициентам диффузий – решается методом регуля-
ризации Тихонова (метод минимизации функционала) [15]. 
Полученные значения коэффициента диффузии позволя-
ют вычислить средний размер частиц по формуле (1) или 
распределение дисперсных частиц по размерам (гидроди-
намическим радиусам) (рис.2).

3. Экспериментальные установки

Измерения проводились с помощью спектрометров 
динамического рассеяния света: Photocor-F (Россия) [16], 
в котором используется диодный лазер (647 нм), и DLS 

Рис.2.  Распределение составляющих двухкомпонентного раствора 
по размерам: 1 – размер молекулы альбумина; 2 – ассоциат наноча-
стицы алмаза и молекул альбумина.
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BI-200SM (Brookhaven, СШA) [17] с твердотельным лазе-
ром (532 нм) с диодной накачкой. В обоих спектрометрах 
для обработки сигналов используются цифровые автокор
реляторы, позволяющие определить функцию автокорре-
ляции и коэффициенты диффузии.

Сфокусированный пучок лазерного излучения прохо-
дит через кювету с исследуемым раствором. Рассеянный под 
углом 90° свет регистрируется ФЭУ, выходной сигнал ко-
торого в виде последовательности фотоотсчетов обраба-
тывается на компьютере (рис.3). В кювете с исследуемым 
раствором поддерживается постоянная температура (20 °C) 
при помощи встроенного в прибор термостата.

Обработка сигнала, длительность и число выборок 
которого устанавливаются экспериментатором, включа-
ет в себя построение и усреднение автокорреляционных 
функций, а затем решение обратной задачи определения 
коэффициентов диффузии и гидродинамических радиусов 
рассеивающих частиц по формуле (1). В наших типичных 
экспериментах длительность выборок составляла 20 с, их 
число равнялось 10.

Для проведения калибровочных измерений размеров  
использовались эталонные рассеивающие частицы латек-
са полистерола, паспортный размер которых был 120 нм. 
Погрешность таких измерений составила 1 % – 5 %, тогда 
как их паспортный разброс был равен 1 % – 2 %. В серии 
экспериментов с наночастицами и водными растворами 
альбуминов погрешности измерений составили 10 % – 25 %, 
что обусловлено, главным образом, довольно значитель-
ным разбросом размеров рассеивающих частиц.

4. Материалы

В работе использовались человеческий сывороточный 
альбумин (Sigma, США) и наночастицы алмаза с харак-
терными размерами 5 нм (5ND) и 100 нм (100ND) (General 
Electric, США). По сравнению с тестовыми частицами ла-
текса полистерола (Sigma) распределение по размерам 
5ND и 100ND существенно более широкое (см. рис.1), что 
повышает погрешность измерений и затрудняет интер-
претацию результатов исследования взаимодействия ча-
стиц. Такое широкое распределение по размерам объяс-
няется способом получения наноалмазов и агрегацией 
самих наночастиц.

Для измерений использовались три различных образ-
ца наноалмазов: без функционализации поверхности (ND), 
с функционализацией поверхности карбоксильными груп
пами (cND) и покрытые слоем молекул человеческого сы-
вороточного альбумина (ND + HSA). Наночастицы cND 
были карбоксилированы путем обработки смесью кислот 
H2SO4 : HNO3 = 1 : 3, что способствовало образованию 

поверхностных карбоксильных СООН-групп [18]. Части
цы наноалмаза, покрытые слоем альбумина (ND + HSA), 
готовились методом [9], в основе которого также лежит 
адсорбция белка на поверхности наночастиц. Раствор 
альбумина с концентрацией 40 мг/мл смешивался с вод
ной суспензией наноалмазов с концентрацией 4 мг/мл в 
пропорции 1 : 1. После тщательного перемешивания в те-
чение двух часов смесь центрифугировалась и наноалма-
зы с адсорбированным на поверхности белком отделялись. 
Осадок отмывался в дважды дистиллированной воде для 
удаления раствора неадсорбированного или слабо свя-
занного с поверхностью наноалмаза белка. Ранее было 
показано [9, 18], что таким методом формируется ста-
бильный комплекс наноалмаз – белок.

5. Приготовление образцов

В экспериментах концентрация человеческого сыворо-
точного альбумина (HSА) в физрастворе составила 40 мг/мл, 
а концентрации наноалмазов трех видов были следующи-
ми: ND 100 нм – 4 мкг/мл, cND 5 и 100 нм – 2 – 10 мкг/мл, 
ND + HSA 100 нм – 4 мкг/мл.

Водородный показатель среды рН варьировался с по-
мощью добавления малых количеств уксусной кислоты 
CH3COOH или щелочи KOH. При рН < pI (изоэлектри-
ческая точка) заряд альбумина становится положитель-
ным, при рН > pI – отрицательным. 

При приготовлении образцов во всех случаях исполь-
зовалась дистиллированная вода (ОАО «Новосибхим
фарм») c рН 7.0. Измерения проводились при температу-
ре 20 °С.

6. Результаты экспериментов

6.1. Агрегация молекул альбумина при изменении рН 
водного раствора

Вначале были проведены измерения зависимости раз-
меров молекул белка альбумина от рН. При этом был 
взят водный раствор HSA в концентрации 40 мг/мл (в та-
кой концентрации он содержится в крови человека). Ос
новываясь на приведенных выше теоретических данных, 
мы провели эксперименты с водным раствором альбуми-
на при трех различных значениях рН: 3.9, 4.9 и 7.4 (рис.4). 

Видно, что при рН 4.9, когда молекула альбумина в 
целом электронейтральна, размеры агрегатов максималь
ны и составляют ~10 нм. При удалении от изоэлектриче-
ской точки в сторону уменьшения рН каждая молекула в 
растворе в целом становится положительно заряженной, 
что приводит к возникновению сил отталкивания. В на-
шем эксперименте при рН 3.9 размеры агрегатов моле-
кул существенно уменьшились и составили ~5 нм. При 
удалении от изоэлектрической точки в сторону увеличе-
ния рН молекулы альбумина приобретают отрицатель-
ный заряд, что также вызывает возникновение сил оттал-
кивания. Измерения, проведенные при рН 7.4, показали, 
что агрегация молекул отсутствует. В этом случае в во-
дном растворе находятся свободные молекулы альбуми-
на с гидродинамическим радиусом ~2.5 нм. На основе 
полученных данных можно сделать вывод о том, что при 
большем удалении рН от изоэлектрической точки заряд 
каждой молекулы по модулю в целом растет, а значит и 
силы отталкивания между отдельными молекулами уве-

Рис.3.  Схема спектрометра динамического рассеяния света. 
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личиваются, т.е. размеры агрегатов становятся все мень-
ше. Наибольший интерес представляют результаты, полу-
ченные при рН 7.4, поскольку такое значение водородно-
го показателя характерно для крови человека. При данном 
рН молекулы альбумина не образуют агрегатов, и размер 
2.5 нм является характерным для данного белка [19].  

6.2. Зависимость размеров ассоциатов альбумина 
и наноалмазов от рН раствора

Была исследована зависимость размеров образующих
ся ассоциатов от рН раствора (рис.5). Данные приведены 
для водного раствора HSA с концентрацией 40 мг/мл при 
добавлении наночастиц ND 100 нм с концентрацией 
4 мкг/мл. Измерения проведены при pH водного раство-
ра 3.9, 4.9 и 7.4. Поскольку z-потенциал наноалмазов при 
данных рН не меняется и остается отрицательным (– 40…
–50 мВ), взаимодействие между наночастицами мало. 

Если считать, что главным механизмом адсорбции 
альбумина на наноалмазах является их электростатиче-
ское взаимодействие, то полученная зависимость позво-
ляет сделать следующие выводы. В случае рН 3.9 наноал-
мазы имеют отрицательный потенциал, а заряд молекул 
белка в целом положительный; вследствие этого они 
сильно взаимодействуют и средние размеры ассоциатов 
весьма велики (~312 нм). В случае рН 4.9 наноалмазы по-
прежнему имеют отрицательный потенциал, а у альбуми-
на при таком рН поверхность в целом электронейтраль
на (изоэлектрическая точка). Поэтому адсорбция имеет 
место, но она не такая сильная, как в случае рН 3.9, и 
средние размеры ассоциатов достигают лишь ~256 нм. 
При рН 7.4 потенциал наноалмазов по-прежнему отрица
телен, как и, в целом, потенциал белков. Но поскольку 
распределение зарядов в молекулах неравномерное, то 
взаимодействие, хотя и более слабое, также может иметь 

место. При этом размеры ассоциатов не превышают 
~236 нм.

6.3. Концентрационная зависимость размеров 
ассоциатов наночастиц алмаза и молекул альбумина

Для проведения первой серии экспериментов с нано-
частицами алмаза был приготовлен водный раствор аль-
бумина с нейтральным pH 7.0 и суспензии наночастиц 
размером 5 нм, имеющих карбоксилированное покрытие. 
Исследовалась концентрационная зависимость ассоциа-
тов при концентрациях 4, 6, 8 и 10 мкг/мл (рис.6). В раст
ворах присутствуют свободные молекулы альбумина, ха-
рактерные размеры которых в среднем составляют 1.7 ± 
0.3 нм. Это обусловлено большой концентрацией альбу-
мина в растворе (С = 40 мг/мл), в 1000 раз превышающей 
концентрацию в нем наноалмазов. Кроме того, в раство-
рах присутствует еще один компонент, предположитель-
но – ассоциат наночастицы алмаза и нескольких моле-
кул альбумина, поскольку его размер равен в среднем 
6.7 ± 1.2 нм. Таким образом, молекулы альбумина адсор-
бируются на поверхности наноалмазов, причем в случае 
частиц 5cND адсорбированный слой имеет толщину по-
рядка размера одной молекулы альбумина. Все это позво-
ляет сделать вывод о наличии взаимодействия между эти-
ми частицами. Причем, вероятно, данное взаимодействие 
не зависит от концентрации наноалмазов (в области кон-
центраций 4 – 10 мкг/мл), поскольку при ее росте размер 
ассоциатов не увеличивается (рис.6). 

Аналогичные исследования были проведены с карбок
силированными наноалмазами, имеющими средний раз-
мер 100 нм при pH 7.0 (рис.7). Измерения показали, что в 
растворе, кроме молекул альбумина, присутствует ком-
понент со средним размером 147 ± 23 нм. Вероятно, эти 
образования представляют собой наноалмазы, покрытые 
слоем молекул альбумина, причем этот слой имеет толщи-
ну порядка 20 – 25 размеров молекул альбумина. При из-
менении концентрации взаимодействие не усиливается, 
поскольку в пределах погрешности размеры ассоциатов 
более не увеличиваются.

Таким образом, характер взаимодействия наночастиц 
с молекулами альбумина существенно зависит от размера 
наноалмазов. С увеличением размеров частиц наноалма-
за на их поверхности растет адсорбционный слой белка 
альбумина.

Рис.4.  Зависимости размеров агрегатов молекул альбумина от рН.

Рис.5.  Зависимости размеров ассоциатов наноалмазов 100ND и 
молекул альбумина от рН. 

Рис.6.  Зависимости размеров составляющих двухкомпонентного 
раствора от концентрации (   – ассоциаты наноалмазов 5сND и мо-
лекул альбумина,    – свободные молекулы альбумина).
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6.4. Зависимость размеров ассоциатов от поверхностных 
свойств наноалмазов

Были проведены эксперименты с наноалмазами раз-
мером 100 нм, имеющими три различных вида поверхно-
сти: не функционализированные, карбоксилированные и 
заранее покрытые слоем альбумина. Из рис.8 видно, что 
ассоциаты, образованные нефункционализированными на
ноалмазами и молекулами альбумина, имеют наибольший 
размер. С появлением функционального покрытия раз-
меры ассоциатов сильно уменьшаются. Наночастицы, за-
ранее покрытые слоем альбумина, при взаимодействии с 
его молекулами образуют ассоциаты минимального раз-
мера. Заметим, что частицы наноалмазов, покрытые мо-
лекулами альбумина, взаимодействуют с клетками испы-
туемых организмов в меньшей степени [20]. Таким обра-
зом, свойства поверхности наночастиц алмаза сильно 
влияют на их взаимодействие с другими компонентами 
раствора. 

Наночастицы, покрытые альбумином, слабее взаимо-
действуют с молекулами альбумина, в то время как на-
ноалмазы без покрытия взаимодействуют с ними более 
сильно, что объясняет изменения относительных разме-
ров образующихся ассоциатов. 

7. Выводы

Методом динамического светорассеяния измерены эф
фективные гидродинамические радиусы молекул челове-
ческого сывороточного альбумина и наночастиц алмаза 
в водных растворах. Выявлено наличие взаимодействия 
между исследуемыми наноалмазами и молекулами аль
бумина, а также отсутствие концентрационной зависимо-
сти взаимодействия в области концентраций наноалма-
зов 2 – 10 мкг/мл, которые в дальнейшем предполагается 
вводить в кровь. Обнаружено, что на характер и силу вза-
имодействия наноалмазов с альбумином существенно 
влияют параметры самих наночастиц, их размеры и по-
крытие. Сила взаимодействия явным образом зависит от 
pH раствора, что доказывает мысль о том, что главным 
механизмом адсорбции альбумина на наноалмазах явля-
ется их электростатическое взаимодействие. 
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Рис.7.  Зависимости размеров составляющих двухкомпонентного 
раствора от концентрации (  – ассоциаты наноалмазов 100cND и 
молекул альбумина,   – свободные молекулы альбумина).

Рис.8.  Размеры наночастиц алмаза 100ND (а), 100cND (б) и 100ND 
+ HSA (в) до (А) и после (Б) взаимодействия с альбумином.


