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Введение 

 Перспективность применения фуллеренов в биомедицине стала очевидна 

практически с момента их открытия [1,2]. Молекула фуллерена обладает высо-

кой реакционной способностью благодаря большому числу двойных связей, к 

которым могут присоединяться различные радикалы [3,4], способностью про-

никать через клеточные мембраны [5,6], модулировать транспорт ионов [5,6], 

преодолевать гематоэнцефалический барьер [7,8]. Таким образом, фуллерены 

рассматриваются как перспективные скаффолды для получения новых высоко-

технологичных наноматериалов и препаратов для медицины. 

 Изучение физико-химических свойств фуллеренов и их производных яв-

ляется необходимым условием для понимания механизмов их действия, био-

распределения и фармакокинетики и т. д. [9] 

 Основная трудность на пути биомедицинского применения фуллеренов 

связана с нерастворимостью молекул фуллеренов в воде и водных растворах 

[5,6]. Способом решения этой проблемы является синтез водорастворимых 

аддуктов фуллеренов [5,6,10]. Анализ литературы показывает, что наиболее 

перспективными классами водорастворимых аддуктов фуллеренов являются 

карбоксилированные и полигидроксилированные аддукты [5,6,11], аддукты 

фуллеренов с аминокислотами [12], пептидами и белками [13–17]. 

 Установлено, что водорастворимые аддукты фуллеренов проявляют 

антибактериальную [18], про- и антиоксидантную активность [4,19], а также 

имеют перспективы применения в качестве скаффолдов для получения 

противоопухолевых [20,21], нейропротекторных [7,8,22], противовирусных 

препаратов [23–25]. Более того, водорастворимые аддукты фуллеренов имеют 

большой потенциал применения для создания микроудобрений из-за их 

способности осуществлять трансмембранный транспорт макро- и 

микроэлементов, а также вследствие выраженной антиоксидантной активности 

[11,26–28]. 

 Согласно данным, представленным в наукометрической базе Scopus, 

отмечается рост научных публикаций в области получения и применения 
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водорастворимых аддуктов лёгких фуллеренов с аминокислотами, пептидами и 

белками (Рис. 1). 

 
Рис. 1. Число научных публикаций (по годам) в области получения и 

применения водорастворимых аддуктов лёгких фуллеренов с аминокислотами, 

пептидами и белками. 

Цель и задачи работы 

 Цель работы — разработка метода синтеза аддукта фуллерена C60 с L-

аргинином, его идентификация, изучение термодинамических свойств, а также 

физико-химических свойств водных растворов. 

 Для достижения данной цели были поставлены следующие задачи: 

1. Разработка метода одностадийного синтеза водорастворимого аддукта 

фуллерена C60 с L-аргинином, позволяющая получить продукт с высоким 

выходом (более 90 %). 

2. Проведение идентификации аддукта фуллерена C60 с L-аргинином с 

использованием комплекса физико-химических методов анализа, а именно: 

элементного анализа, ИК- и 13C ЯМР-спектроскопии, высокоэффективной 

жидкостной хроматография (ВЭЖХ), термогравиметрического анализа. 
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3. Изучение термодинамических свойств аддукта фуллерена C60 с L-аргинином в 

интервале температур T = 13–326 К методом адиабатической вакуумной 

калориметрии. 

4. Проведение комплексного изучения физико-химических свойств водных 

растворов аддукта C60 с L-аргинином в широком интервале температур и 

концентраций (плотности, вязкости, показателя преломления, распределение 

частиц по размерам, ζ-потенциала). 

5. Изучение биосовместимости аддукта фуллерена C60 с L-аргинином, 

включающее исследование цито- и генотоксичности, антирадикальной 

активности и связывание с человеческим сывороточным альбумином (ЧСА). 

Научная новизна 

1. Разработан метод получения аддукта фуллерена C60 с L-аргинином, 

характеризующийся высоким выходом (более 90 %). Для очистки аддукта 

впервые был использован диализ. 

2. Идентификация синтезированного аддукта с использованием комплекса 

современных физико-химических методов анализа позволяет заключить, что 

полученное соединение является аддуктом фуллерена C60 с L-аргинином. Метод 

твердотельной 13C ЯМР-спектроскопии был использован впервые для 

характеризации аддуктов фуллеренов с аминокислотами. 

3. Впервые изучены термодинамические свойства аддукта фуллерена C60 с L-

аргинином в широком интервале температур T = 13–326 К методом 

адиабатической вакуумной калориметрии.  

4. Экспериментальные данные по изучению физико-химических свойств 

растворов синтезированного аддукта фуллерена C60 с L-аргинином являются 

основой для создания материалов биомедицинского назначения. 

5. На основании данных по изучению цито- и генотоксичности, показано, что 

аддукт фуллерена C60 с L-аргинином нетоксичен. 

Достоверность и апробация результатов исследования 

 Результаты были опубликованы в четырёх работах в рецензируемых 

научных журналах, индексируемых в базах данных Scopus и Web of Science и 
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представлены на десяти международных и всероссийских научных 

конференциях. 
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Работа выполнена при финансовой поддержке Министерства 
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«Разработка радиопротектора на основе водорастворимых форм наноуглерода, 

модифицированных L-аминокислотами», регистрационный № 123020800170-8). 

Личный вклад автора заключался в анализе литературных данных, синтезе и 

идентификации аддукта лёгкого фуллерена C60 с L-аргинином, в изучении 

физико-химических свойств и биосовместимости полученного аддукта, в 

обсуждении результатов экспериментов и в подготовке научных публикаций по 

материалам диссертации. 

Структура диссертации: диссертация состоит из списка сокращений, 

введения, трёх глав, заключения, приложения; в первой главе представлен обзор 

литературы, во второй главе описаны материалы и методы исследований, в 

третьей главе представлены результаты по синтезу, идентификации и физико-

химическим свойствам индивидуального аддукта фуллерена C60 с L-аргинином 

и его растворов, а также результаты по изучению биосовместимости. 

Диссертация изложена на 122 страницах, содержит 79 рисунков, 17 таблиц, 130 

ссылок на литературные источники. 

Основные научные результаты 

1. Разработан новый метод получения водорастворимого аддукта фуллерена C60 

с L-аргинином и проведена его идентификация с использованием комплекса 
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физико-химических методов анализа: 13C ЯМР-, ИК-спектроскопия, 

термогравиметрический анализ, элементный анализ и ВЭЖХ. См. работы 

[122,123] из списка литературы диссертации (в частности, раздел 2.1 в [122] и 

раздел 2.2 в [123]; личный вклад составляет не менее 80%). 

2. Изучены термодинамические свойства аддукта фуллерена C60 с L-аргинином 

в широком интервале температур T = 13–326 К методом адиабатической 

вакуумной калориметрии. См. работы [96,122] из списка литературы 

диссертации (в частности, раздел 3.1 в [96] и раздел 2.2 в [122]; личный вклад 

составляет не менее 60%). 

3. Проведено исследование физико-химических свойств водных растворов 

аддукта фуллерена C60 с L-аргинином: изучены плотности, вязкости, показатели 

преломления, распределение частиц по размерам и ζ-потенциалы. См. разделы 

3.1, 3.2, 3.3 в работe [122] из списка литературы диссертации (личный вклад 

составляет не менее 80%). 

4. Исследована биосовместимость аддукта фуллерена C60 с L-аргинином. См. 

работу [126] из списка литературы диссертации (личный вклад составляет не 

менее 80%). 

5. Изучено взаимодействие аддукта фуллерена C60 с L-аргинином со стабильным 

радикалом ДФПГ. См. раздел 3.8 в работe [123] из списка литературы 

диссертации (личный вклад составляет не менее 70%). 

Положения, выносимые на защиту 

1. Одностадийный метод синтеза аддукта фуллерена C60 с L-аргинином, 

позволяющий получить водорастворимый наноматериал с выходом более 90 %, 

а также данные по его идентификации. 

2. Результаты термодинамического изучения аддукта фуллерена C60 с L-

аргинином в интервале температур T = 13–326 К. 

3. Данные по изучению физико-химических свойств водных растворов и 

фазовых равновесий в бинарных системах аддукт фуллерена C60 с L-аргинином-

вода. 
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4. Результаты по изучению биосовместимости аддукта фуллерена C60 с L-

аргинином, включающие исследование цито-  и генотоксичности, 

антирадикальной активности и связывание с ЧСА. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



12 

Глава 1. Обзор литературы 

1.1. Синтез аддуктов фуллеренов с аминокислотами, пептидами и белками 

 В первых исследованиях, посвящённых изучению реакционной способно-

сти индивидуальных лёгких фуллеренов (C60 и C70), было установлено, что 

фуллерены легко вступают в реакции нуклеофильного присоединения с пер-

вичными и вторичными аминами [29,30]. В работах [31–43] с помощью одно-

стадийного синтеза были получены аддукты C60 со следующими аминокисло-

тами и пептидами (Рис. 2): глицин, п-аминобензойная кислота, ω-

аминокапроновая кислота, γ-аминомасляная кислота, L-пролин, L-аланин-N-

метил-L-аланин, DL-серин, D-аргинин, L-аргинин, β-аланин, валин, цистин, фе-

нилаланин, фолацин, карнозин и глутатион. Идентификация полученных со-

единений проводилась с использованием комплекса физико-химических мето-

дов (ИК-спектроскопия, масс-спектрометрия, ВЭЖХ, ЯМР-спектроскопия, 

элементный анализ, динамическое рассеяние света). Недостатком работ являет-

ся отсутствие данных по выходам конечных аддуктов.  

 
Рис. 2. Аддукты C60 с аминокислотами и пептидами [31–43]. 

 Халиков с соавт. [44] в результате одностадийной реакции между фулле-

реном и аминокислотами в щелочной среде получили натриевые соли фуллере-

на C60 с глицином и L-лизином: C60(Gly-ONa)6·10H2O, C60(Lys-ONa)4·10H2O, а 

также аддукты смешанного состава: C60[(Gly-ONa)3(Lys-ONa)2]·10H2O и 

C60[(Gly-ONa)3(Asp-ONa)2Arg-ONa]·10H2O. Идентификация полученных соеди-

нений проводилась методами ИК-, ЯМР-спектроскопии, масс-спектрометрии. 
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 В патенте [45] представлен способ получения нового класса соединений 

— фуллеренполикарбоновых анионов, имеющих общую формулу 

C60Hn[NH(СН2) mC(O)O−]n, где m = 1–5, n = 2–12. Полученные аддукты были 

охарактеризованы с помощью ЯМР спектроскопии (1H ЯМР и 13C ЯМР). В па-

тенте [46] были получены кристаллогидраты аддуктов C60 с аминокислотами с 

общей формулой C60(H)3{NH(CH2)nCOOH}3·xH2O, где n = 5–7; x = 8–10 (Рис. 3). 

 
Рис. 3. Общая структурная формула аддуктов C60 с аминокислотами [46]. 

 Указанные аддукты были охарактеризованы с использованием методов 

ИК-спектроскопии, элементного анализа и термогравиметрии. Шей с соавт. [7] 

синтезировали солевые формы водорастворимых аддуктов фуллерена C60 c L-

фенилаланином (Рис 4а), L-серином (Рис. 4б), β-аланином (Рис. 4в) и с γ-

фенилмасляной кислотой (Рис. 4г). Авторами было установлено, что получен-

ные аддукты содержат пять высокополярных солюбилизирующих групп, при-

соединённых к одной полусфере фуллеренового кора, при этом вторая полу-

сфера остаётся нефункционализированной и сильно гидрофобной. Такая уни-

кальная молекулярная структура отличает эти соединения от большинства дру-

гих водорастворимых аддуктов фуллерена, придавая соединениям амфифиль-

ности приводя к самосборке в полярных растворителях. Полученные аддукты 

были охарактеризованы методом ЯМР. 
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(а) 

 

(б) 

 

(в) 

 

(г) 

 
Рис. 4. Водорастворимые аддукты лёгких фуллеренов C60 с аминокислотами: L-

фенилаланин (а), L-серин (б), β-аланин (в) и γ-фенилмасляная кислота (г) [7]. 

 Маггини с соавт. [47] в результате проведения реакции 1,3-диполярного 

циклоприсоединения азометинилидов к фуллерену C60 (реакция Прато) получил 

аддукт фуллеропролина (Рис. 5). 

 
Рис. 5. Аддукт фуллеропролина [47]. 
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 Полученный аддукт был охарактеризован с помощью 1H ЯМР, 13C ЯМР и 

УФ-спектроскопии. Ватанабе с соавт. [48] предложили способы использования 

реакции Прато для синтеза аддуктов фуллерена с аминокислотами, содержа-

щими 4–6 метиленовых звена (Рис. 6). Полученные аддукты были охарактери-

зованы с помощью 1H ЯМР, 13C ЯМР и масс-спектрометрии. 

 
Рис. 6. Аддукт фуллерена с аминокислотами содержащих 4–6 метиленовых зве-

на [48]. 

 Чжан c соавт. [49] была проведена конденсация N-замещённого фуллеро-

пирролидина с L-аспаргиновой (Рис. 7а) и L-глутаминовой кислотами (Рис 7б), 

содержащими защищённые α-амино- и α-карбоксигруппы. Выходы продуктов 

(Рис. 7а) и (Рис. 7б) составили 82 и 83 %, соответственно. Полученные соеди-

нения были охарактеризованы с помощью масс-спектрометрии, УФ, ИК- и 

ЯМР-спектроскопии. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 

(а) 

 

(б) 

 
Рис. 7. Аддукты C60 с L-аспаргиновой (а) и L-глутаминовой (б) кислотами [49]. 

 В настоящее время существует два метода синтеза аддуктов фуллерена 

C60 с пептидами. Простейшим методом является функционализация фуллерена 

с предварительно синтезированным пептидом. Более сложным методом являет-

ся синтез пептидов с введением C60-пептида в аминокислотную последователь-

ность. 

 Романова с соавт. [32] впервые провели прямую реакцию функционали-

зации фуллереном C60 с пептидом. Механизмом реакции взаимодействия C60 с 

различными дипептидами (L-Ala-L-Ala, D,L-Ala-D,L-Ala, и Gly-L-Val) является 

нуклеофильное присоединение (Рис. 8). Полученные соединения были охарак-

теризованы методом ЯМР-спектроскопии. 

 
Рис. 8. Схема получения аддуктов на основе C60 с пептидами [32]. 

 Ван с соавт. [50] получили аддукт C60 с метиловым эфиром глицилглици-

на (Рис. 9) в результате взаимодействия водного раствора метилглицилглици-
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ната с C60 в щелочной среде при нагревании. Идентификация полученного ад-

дукта проводилась с помощью методов ИК-, УФ-, ЯМР-спектроскопии, масс-

спектрометрии. 

 
Рис. 9. Схема получения аддукта C60 с метиловым эфиром глицилглицина с 

фуллереном C60 [50]. 

 Фуллеренопептид (Рис. 10) был синтезирован в результате реакции при-

соединения N-конца пентапептида с чередующейся –Ala-Aib-

последовательностью к метанофуллерену [51]. 

 
Рис. 10. Фуллеренопептид [51]. 

 Идентификация полученного соединения проводилась с помощью мето-

дов УФ-, ИК-, ЯМР-спектроскопии. 

 Тониоло c соавт. [14] описали двухстадийный синтез водорастворимого 

олигопептида (Рис. 11). Вначале авторами была получена метанофуллеренкар-

боновая кислота, которая затем связывалась стандартным методом (с использо-

ванием DCC/HOBt [52]) с α-аминогруппой пептида-T. Идентификация полу-

ченного соединения проводилась методами УФ-, ЯМР-спектроскопии. 
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CH3C6H4SO2

COOC(CH3)3H

COOHH

CH3C6H5

COXH

COOC(CH3)3H

N +

DCC, HOBt, BrC6H5/ДМСО

X = пептид Т 4-8  
Рис. 11. Схема синтеза аддукта C60 с пептидом Т [14]. 

 В патенте [53] описан метод получения фуллеренсодержащего гликопеп-

тида GlcNac-MurNac-Ala-DiGln[Lys-ε-CO(CH2)5NHC60-H] из аддукта фуллерена 

с ε-аминокапроновой кислотой и Lys-содержащего гликопептида. Формула ко-

нечного продукта представлена на Рис. 12. Идентификация полученного соеди-

нения проводилась с использованием ЯМР-спектроскопии. 

 
Рис. 12. Фуллеренсодержащий гликопептид [53]. 

 Полезе с соавт. [54] описали синтез и фотофизические свойства комплек-

са [Ru(bpy)3]2+-гексапептид-C60 (bpy = 2,2’-бипиридин) (Рис. 13). 

 
Рис. 13. [Ru(bpy)3]2+-гексапептид-C60 (bpy = 2,2’-бипиридин) [54]. 
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 Синтез аддукта проводили в несколько стадий: (1) получение незамещён-

ного фуллеропирролидина по реакции Прато; (2) проведение реакции взаимо-

действия незамещённого фуллеропирролидина с Вос-защищённым аланином; 

(3) снятие защиты и проведение реакции с бипиридин-пентапептидом; (4) про-

ведение реакции полученного аддукта с рутений-бипиридиновым комплексом. 

Идентификация полученного соединения проводилась с помощью методов ИК-, 

УФ-, ЯМР-спектроскопии. 

 Усака с соавт. [55] получили аддукты C60 с N-Boc-защищёнными гекса-

пептидами L-Leu-Aib-L-Leu2-Aib-Gly (Рис. 14а) и D-Leu-Aib-D-Leu2-Aib-Gly 

(Рис. 14б). 

(а) 

 
(б) 

 
Рис. 14. Аддукты C60 с N-Boc-защищёнными гексапептидами L-Leu-Aib-L-Leu2-

Aib-Gly (а) и D-Leu-Aib-D-Leu2-Aib-Gly (б) [55]. 

 Затем энантиомерные аддукты (Рис. 14а) и (Рис.14б) инкапсулировали в 

спиральную полость синдиотактического полиметилметакрилата (st-PMMA) 

(Рис. 15) с получением уникальных оптически активных супрамолекулярных 

комплексов типа «спираль-в-спирали». Далее комплексы были охарактеризова-

ны с использованием комплекса физико-химических методов: ЯМР-

спектроскопии, масс-спектрометрии, ИК-спектроскопии, спектроскопии круго-

вого дихроизма, рентгеноструктурного анализа, а также с помощью дифферен-

цирующей сканирующей калориметрии. 
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Рис. 15. Схема инкапсулирования аддуктов C60 с N-Boc-защищёнными гекса-

пептидами N-Boc-L-Leu-Aib-L-Leu2-Aib-Gly и N-Boc-D-Leu-Aib-D-Leu2-Aib-Gly 

в спиральную полость st-PMMA [55]. 

 Maццони с соавт. [56] синтезировали конъюгат фуллеропирролидин-

нитроксид, в котором радикал TEMPO (2,2,6,6-тетраметилпиперидин-1-

ил)оксил и фуллеропирролидин соединены через пептидный спейсер — Z (кар-

бобензоксигруппа)-Asp-Aib-Ala-TOAC-Ala-OtBu (Рис. 16). 

 
Рис. 16. Конъюгат фуллеропирролидин-TEMPO. 

 Курц c соавт. [57] синтезировали цистеинсодержащий редокс-белок (му-

тант азурина S118C), меченный тиолселективным реагентом на основе C60. Для 

этого N- (трифенилметил)-3,4-фуллеропирролидин подвергали взаимодействию 

с 3-малеимидопропионилхлоридом c получением тиолоселективного фуллере-

номалеимида [58]. Далее полученное соединение смешивали с раствором азу-

рина S118C в буфере HEPES при рН 7 (Рис. 17). Контроль за протеканием реак-

ции проводили с помощью электрофореза в денатурирующих условиях в по-

лиакриламидном геле. 
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Рис. 17. Схема получения цистеинсодержащего редокс-белка, меченного тиол-

селективным реагентом на основе C60 [57]. 

 Авторы работ [59,60] синтезировали комплексы C60 со стабильным тет-

рамером COP (C60-organising peptide), содержащим следующую последователь-

ность из 30 аминокислот — AEAESALEYAQQALEKAQLALQAARQALKA) 

(Рис. 18). 

 
Рис. 18. Схема сборки комплекса C60-COP [59]. 

 Как показано на Рис. 18, тетрамер COP взаимодействует с индивидуаль-

ной молекулой C60, а также с фуллереновым кором фуллерен-пирролидиновой 

кислоты (Рис. 19) посредством поверхностно связывающего сайта, содержаще-

го остатки Tyr (фуллереновый кор взаимодействует с ароматическими фраг-

ментами аминокислоты) и далее происходит процесс организации совместной с 

фуллереном кристаллической структуры с получением C60-COP. 
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Рис. 19. Фуллерен-пирролидиновая кислота [59]. 

 Для синтезированных структур авторы, провели рентгено-

дифракционный анализ с помощью программы PHASER. 

 Cюй с соавт. [61] получили водную дисперсию аддукта C60-GluEG (Рис. 

20) в результате проведения тиоленовой клик-реакции в присутствии N-

карбоксиангидрида GluEG и последующей полимеризации с раскрытием цикла. 

 
Рис. 20. Аддукт C60-GluEG [61]. 

 Полученное соединение было охарактеризовано с помощью методов ИК-, 

ЯМР-спектроскопии, термического анализа. Авторами было установлено, что 

размер частиц синтезированного аддукта составляет около 4,0 ± 1,2 нм; аддукт 

обладает высокой диспергируемостью в воде, интенсивной флуоресценцией и 

высокой фотостабильностью в растворе. 

 Юнг с соавт. [62] провели синтез аддукта C60 с аламетицином (Рис. 21). 

 

 
Рис. 21. Аддукт C60 с аламетицином [62]. 



23 

 Для проведения синтеза сукцинимидильный эфир фуллеренкарбоновой 

кислоты подвергали взаимодействию с пептидом в хлористом метилене, далее 

продукты осаждали н-гексаном и очищали флэш-хроматографией. Полученные 

соединения были охарактеризованы с помощью методов ЯМР-спектроскопии и 

масс-спектрометрии. Авторами работ [63] в результате трёхстадийного синтеза, 

включающего реакцию Прато, ацилирование ангидридами или хлорангидрида-

ми кислот и конъюгацию с использованием (EDC·HCl, HOAt, H-L-Ala-OEt) бы-

ла получена смесь двух диастереомерных дипептидов (Рис. 22). Идентификация 

полученных соединений проводилась с помощью методов УФ- и ЯМР-

спектроскопии. 

 
Рис. 22. Схема получения диастереомерных дипептидов [63]. 

 Пелларини с соавт. [64] впервые провели твердофазный пептидный син-

тез. Для проведения реакции аддукт C60, содержащий свободную аминогруппу, 

конденсировали с α-трет-бутиловым эфиром N-Fmoc-L-глутаминовой кислоты 

с получением фуллеропептида Fgu-(Gly-Orn)6-Gly-NH2, где Fgu — фуллеропир-

ролидино-глутаминовая кислота (Рис. 23). Полученное соединение было оха-

рактеризовано с помощью масс-спектрометрии и УФ-спектроскопии. 
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Рис. 23. Схема получения Fgu-(Gly-Orn)6-Gly-NH2 [64]. 

 Пантаротто c соавт. [65] провели систематическое изучение твердофазно-

го синтеза двух классов фуллеренсодержащих пептидов на основе Fgu кислоты 

(Рис. 24). 

 
Рис. 24. Fgu кислота [65]. 

 Реакции синтеза пептидов проводились с использованием различных 

смол для анализа роли твёрдой подложки на выход реакции (Табл. 1). Первый 

класс пептидов (1–3) состоял из аналогов природного опиоидного пептида 
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Leu5-Enkephalin (H-Tyr-(Gly)2-Phe-Leu-NH2 и H-Tyr-(Gly)2-Phe-Leu-OH). Как 

видно из Табл. 1, в пептидах (1–3) авторы заменяли гидрофобные остатки Tyr1 

и Phe4 кислотой Fgu. Второй класс пептидов (4–6) включал катионные пептиды 

различной длины, в которых остаток Fgu кислоты был введён либо в положение 

N-концевой группы, либо в середину последовательности, для оценки влияния 

положения фуллеренового кора на биологическую активность фуллеренсодер-

жащих пептидов. Полученные соединения были охарактеризованы с помощью 

методов масс-спектрометрии. 

Табл. 1. Fgu-содержащие пептиды, синтезированные с использованием различ-

ных смол [65]. 

№ Синтезированные пептиды Смолаа 
Выход про-

дукта 

1 H-Tyr-(Gly)2-Fgu-Leu-NH2 PAL-PEG-PS <25 % 

2 H-Tyr-(Gly)2-Fgu-Leu-OH 
NovaSyn-HMP 

POEPOP HMP 
<25 % 

3 H-Fgu-(Gly)2-Phe-Leu-NH2 
PAL-PEG-PS  

POEPOP HMP 
48 % 

4 
H-Fgu-(Nle)2-Gln-Orn-Nle-Gly-(Orn)2-Nle-

(Orn)2-Nle-Gly-(Orn)2-Nle-Gly-Tyr-NH2 
PAL-PEG-PS 88 % 

5 
H-Gly-(Nle)2-Gln-Orn-Nle-Gly-(Orn)2-Fgu-

(Orn)2-Nle-Gly-(Orn)2-Nle-Gly-Tyr-NH2 
PAL-PEG-PS 46 % 

6 H-Gly-Orn-Gly-Fgu-Gly-Orn-Gly-NH2 
PAL-PEG-PS 

POEPOP HMP 
49 % 

аТип смолы, использованной для твердофазного синтеза пептида. 

 Бьянко с соавт. [17] описали метод твердофазного синтеза аналога белка 

гистона H3, содержащего L-фуллеропирролидино-глутаминовую кислоту. Для 

получения соединения авторы заменили фрагмент Glu68 на Fgu (Рис. 25). По-

лученное соединение было охарактеризовано с помощью УФ-спектроскопии и 

масс-спектрометрии. 
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Рис. 25. Аналог гистона H3, содержащий L-фуллеропирролидино-

глутаминовую кислоту [17]. 

 Сюй с соавт. [66] получили аддукты фуллерена C60 с тафтсином (Thr-Lys-

Pro-Arg). Актуальность данного исследования связана с изучением влияния 

фуллеренового кора на иммуномодулирующее действие исследуемого тетра-

пептида. В зависимости от условий проведения реакции получали два конъюга-

та: NH2-Thr-Lys-Pro-Arg- C60 (Рис. 26а) и C60-Thr-Lys-Pro-Arg-COOH (Рис. 26б). 

Полученные соединения были охарактеризованы с использованием масс-

спектрометрии. 

(а) 

 

(б) 

 
Рис. 26. Аддукты NH2-Thr-Lys-Pro-Arg-C60 (а) и C60-Thr-Lys-Pro-Arg-COOH (б). 

 Досталова с соавт. [67] синтезировали шесть модификаций пептида мак-

симина H5 посредством замещения остатка L-аспарагиновой кислоты следую-

щими аминокислотами: L-гистидином, L-тирозином, L-аланином, глицином или 

L-валином. Далее авторы провели конъюгирование полученных соединений с 

карбоксилированным фуллереном C60. Для связывания пептидов поверхность 

фуллерена C60 активировалась азотной или тримезиновой кислотами. Было 

установлено, что модификация фуллерена тримезиновой кислотой приводит к 
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образованию большего числа карбоксильных групп на поверхности фуллерена 

C60, что позволяет увеличить количество связанного с фуллереном пептида. Ав-

торы провели физико-химическое изучение водных растворов, синтезирован-

ных конъюгатов и получили концентрационные зависимости распределения ча-

стиц по размерам и значения дзета-потенциалов. 

 Дженепалли с соавт. [68] синтезировали фуллеренилдигидропиррольные 

пептиды (Рис. 27 а–е) из моно- и бис[60]фуллерендигидропирролкарбоновых 

пептидов. Соединения были охарактеризованы методами ЯМР-спектроскопии и 

масс-спектрометрии. 
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(а) 

 

(б) 

 

(в) 

 

(г) 

 

(д) 

 

(е) 

 

Рис. 27. Фуллеренилдигидропиррольныепептиды из моно- и  бис[60]фуллерен-

дигидропирролкарбоновых пептидов: защищённые  фуллеренильные пептиды 

(а–г), дипептид (д) и пептид (е). 

 Софоу с соавт. [16] в результате четырёхстадийного синтеза получили 

фуллеренпептид, обогащённый Pro (Рис. 28). Соединение было охарактеризо-

вано методами ЯМР-спектроскопии и масс-спектрометрии. 
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Рис. 28. Фуллеренпептид, обогащенный Pro [16]. 

 Аруа c соавт. [69] в результате проведения реакции Прато с последую-

щим снятием трет-бутильной защиты получили аддукт фуллеропирролидина 

(Рис. 29) и на его основе был синтезирован фуллеродипептид (Рис. 30). 

 
Рис. 29. Аддукт фуллеропирролидина [69]. 

 
Рис. 30. Фуллеродипептид [69]. 

 Полученное соединение (Рис. 30) было охарактеризовано с помощью 

ЯМР-спектроскопии и масс-спектрометрии. 

 Стром с соавт. [70] получили два N-Boc- и N-Fmoc защищённых аза- и 

азиридино-аддуктов фуллерена с L-лизином и L-фенилаланином при взаимо-

действии фуллерена C60 с азидными производными L-лизина и L-фенилаланина. 

После снятия защиты с аза-производного L-фенилаланина была получена aзa-
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C60-Phe кислота (Рис. 31), которую подвергали взаимодействию с трет-

бутиловым эфиром глицина с образованием дипептида (Рис. 32). 

 
Рис. 31. Аза-C60-Phe кислота [70]. 

 
Рис. 32. Конъюгат азиридинофуллерена с дипептидом, содержащим защитные 

группы [70]. 

 Полученные производные были охарактеризованы с помощью ЦВ и УФ-

спектроскопии. 

 Цумото с соавт. [71] описали синтез эфиров N-гидроксисукцинимида C60 

из метанофуллеренкарбоновых кислот. В случае использования катализатора 

DMAP такие эфиры избирательно реагируют с амино- или гидроксигруппами 

аминокислоты, или пептида с получением различных аддуктов (Риc. 33). Полу-

ченные соединения были охарактеризованы с помощью ЯМР-спектроскопии и 

масс-спектрометрии. 
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Рис. 33. Аддукты N-гидроксисукцинимида C60, полученные из метанофуллерен-

карбоновых кислот [71]. 

 Рейриз с соавт. [72] разработали метод синтеза пептидных нанотрубок 

двух типов из α,γ-циклических октапептидов, связанных с метанофуллереном. 

Для этого гидрофильные аминокислоты вводили в реакцию твердофазного пеп-

тидного синтеза с использованием смолы Ванга. Далее полученные цикличе-

ские октапептиды участвовали в сборке нанотрубок. Авторами было показано, 

что фуллереновые фрагменты могут располагаться на одной стороне трубки 

(модель а) или на двух (модель б) (Рис. 34). Полученные соединения были оха-

рактеризованы с помощью методов AСM, СTM и ПЭМ. Было установлено, что 

синтезированные аддукты имеют перспективы применения при создании опти-

ческих и электронных устройств. 

 
Рис. 34. Модель образования пептидной нанотрубки. Процесс самосборки мо-

жет контролироваться ионными взаимодействиями между молекулами амино-

кислот (красные и синие шары) (а), а также индуцироваться поверхностными 

свойствами молекул фуллеренов (б) [72]. 
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 Гарбуйо с соавт. [73] описали твердофазный синтез двух типов 310-

спиральных фуллеренпептидов, содержащих внутримолекулярные водородные 

связи C–O···H–N и нитроксильный радикал (Рис. 35). 

 
Рис. 35. Спиральные фуллеренпептиды [73]. 

 Полученные пептиды были охарактеризованы с помощью методов ИК-, 

ЯМР- и ЭПР-спектроскопии. 

 Фуджи с соавт. [74,75] описали жидкофазный синтез двух циклических 

фуллеропептидов с полиэтиленгликольной цепью: (cyclo8-C60+PEG) (Рис. 36а) 

и (C60+PEG) (Рис. 36б). 

(а) 

 

(б) 

 

Рис. 36. Фуллеропептиды с полиэтиленгликольной цепью: (cyclo8-C60+PEG) (а) 

и (C60+PEG) (б) [74,75]. 

 В результате связывания C60-пирролидиновой трис-кислоты с N-концом 

пептида, содержащим гексагистидины, был получен пептид H2NGSGA3GLSH6 

(Рис. 37) [76]. Полученное соединение было охарактеризовано с использовани-

ем ЯМР-спектроскопии и масс-спектрометрии. 
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Рис. 37. Пептид H2NGSGA3GLSH6 [76]. 

 Минуа с соавт. [77] предложили новый способ получения аминокислот-

ных и пептидных аддуктов фуллеренов путем гидрофосфинирования с исполь-

зованием вторичного фосфин-борана в качестве сшивающего агента (Рис. 38). 

Полученные соединения были охарактеризованы методом ЯМР-спектроскопии. 

Дополнительно были изучены электрохимические свойства полученных аддук-

тов. 

 
Рис. 38. Схема получения аминокислотного и пептидного аддуктов C60 с ис-

пользованием реакции гидрофосфинирования [77]. 

 Сьепи с соавт. [78] разработали метод получения наночастиц C60, моди-

фицированных лизоцимом, выделенным из куриного яичного белка курицы 

(HEWL), а также лизоцимом, в котором цистеиновые группы были проалкили-

рованы 3-бромпропиламином, в результате чего были введены восемь дополни-

тельных положительных зарядов. Авторы провели физико-химическое изуче-

ние полученных наночастиц и их водных дисперсий методами AСМ, ПЭМ, 

ДРС и УФ-спектроскопии, также были рассчитаны значения ζ-потенциалов. В 
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результате проведённых исследований, были найдены эффективные солюбили-

зирующие агенты, позволяющие без использования ароматических растворите-

лей, полимеров или поверхностно-активных веществ создавать биологически 

активные дисперсии фуллеренов. 

 Чен с соавт. [79] получили конъюгат фуллерена с бычьим тиреоглобули-

ном (Рис. 39). Полученный конъюгат был охарактеризован с помощью УФ-

спектроскопии.  

 
Рис. 39. Конъюгат фуллерена с бычьим тиреоглобулином [79]. 

 Беньямини с соавт. [80] провели исследования взаимодействия фуллерена 

C60 и С3-изомера C60-трисмалоновой кислоты с четырьмя белками: протеазой 

ВИЧ, фуллерен-специфическим антителом, ЧСА и бычьим сывороточным аль-

бумином с использованием алгоритма PatchDock. Методом MultiBind авторами 

была установлена корреляция между физико-химическими свойствами и гео-

метрией поверхности для сайтов связывания фуллерена с протеазой ВИЧ, ЧСА 

и бычьим сывороточными альбуминами. 

1.2. Физико-химические свойства фуллеренов с аминокислотами и 

пептидами 

1.2.1. Термодинамические свойства фуллеренов и их аддуктов 

 Изучение термодинамических свойств фуллеренов представляет собой 

весьма актуальную задачу, так как они являются фундаментальными характе-

ристиками вещества и необходимы для решения разного рода теплофизических 

и технологических задач. Рассмотрим основные термодинамические свойства 

фуллерена C60. Значения энтальпий сгорания (ΔcН°, кДж·моль−1) и образования 

(ΔfН° кДж·моль−1) фуллерена C60 при 298,15 К и стандартном давлении, а также 

значения энтропии (ΔfS°, Дж·моль−1·К−1), энергии Гиббса (ΔfG°, кДж·моль−1) и 
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логарифма константы равновесия ( 0lg fK ) реакции образования фуллерена C60 из 

графита приведены в Табл. 2. 

Табл. 2. Значения энтальпий сгорания и образования фуллерена C60 при 298,15 

К и стандартном давлении, а также энтропия, энергия Гиббса и логарифм кон-

станты равновесия реакции образования фуллерена C60 из графита [81]. 

ΔcН°, 

кДж·моль−1 

ΔfН°, 

кДж·моль−1 

ΔfS°, 

Дж·моль−1·К−1 

ΔfG°, 

кДж·моль−1 
0lg fK  

−25937±17 2327±16 420,8±1,2 2202±17 0,306 

 На Рис. 40 представлена температурная зависимость изобарной теплоём-

кости фуллерена C60. 

 
Рис. 40. Температурная зависимость изобарной теплоёмкости фуллерена C60. 

 Анализ Рис. 40 позволяет сделать вывод о том, что в зависимости от тем-

пературы фуллерен C60 существует в трех физических состояниях: (i) в форме 

пластических кристаллов (KI), имеющих гранецентрированную кубическую 

решётку, в узлах которой молекулы C60 совершают практически свободное 

вращение; (ii) в форме кристаллов (KII), обладающих простой кубической ре-

шёткой и характеризующиеся ориентационным упорядочением молекул C60; 

(iii) в форме стеклоподобных кристаллов (KIII). Установлено, что в темпера-

турном диапазоне 0–340 К наблюдается два фазовых перехода: фазовый пере-

ход второго рода KIII→KII (при 86 К) и фазовый переход первого рода KII→KI 

(при 260,7 К). 
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 К настоящему времени в литературе представлено не так много данных о 

термодинамических свойствах аддуктов фуллеренов. Остановимся на основных 

результатах. В работе [82] авторы изучили температурную зависимость тепло-

ёмкости o
pC  гидрофуллерена C60H36 в области 4,8–340 К. Было установлено, что 

зависимость 
o
pC  от Т не имеет каких-либо аномалий. В работах [83–85] пред-

ставлены результаты термодинамического изучения аддуктов лёгких фуллере-

нов с L-лизином, а также водорастворимых фуллеренолов C60(OH)40 и C70(OH)12 

в широком диапазоне температур. На основании экспериментальных данных по 

температурной зависимости изобарной теплоёмкости были рассчитаны стан-

дартные термодинамические функции соединений (энтропия Sm°(T), энтальпия 

[Hm°(T) − Hm°(0)] и энергия Гиббса [Φm°(T) − Φm°(0)]). 

 В качестве примера на Рис. 41 представлена температурная зависимость 

изобарной теплоёмкости фуллеренола C60(OH)40, а также температурные зави-

симости изобарной теплоёмкости изомеров C60(OH)40 с равномерным распреде-

лением гидроксильных групп, и изомера, в котором гидроксильные группы 

расположены в экваториальной области («Saturn-like»), рассчитанные методом 

DFT. Видно, что в отличие от фуллерена C60, на температурной зависимости 

изобарной теплоёмкости не наблюдается фазовых переходов. 
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Рис. 41. Температурная зависимость изобарной теплоёмкости C60(OH)40 в 

интервале температур T = 5–326 К. ■ — экспериментальные данные, ▽ — 

расчёт методом DFT для фуллеренола с равномерным распределением 

гидроксильных групп; □ — расчёт методом DFT для фуллеренола, в котором 

гидроксильные группы расположены в экваториальной области («Saturn-like»). 

1.2.2. Физико-химические свойства водных растворов аддуктов  

фуллеренов с аминокислотами и пептидами 

 Анализ литературы показывает ограниченное число работ, посвящённых 

физико-химическому изучению водных растворов аддуктов лёгких фуллеренов 

с аминокислотами и пептидами, а также изучению фазовых равновесий в си-

стемах, содержащих указанные аддукты. Кратко остановимся на основных по-

лученных результатах. 

В работах [86–88] проведено изучение степени ассоциации аддуктов фул-

леренов в зависимости от концентрации и природы заместителя для водных 

растворов следующих аддуктов фуллеренов: аддуктов C60 с аминокислотами 

(глицин, L-аланин) и пептидами (глицил-глицин, глицил-L-аланин, глицил-L-

валин и L-аланил-L-аланин), содержащих свободную карбоксильную группу 

[89]; метиловых эфиров пептидсодержащих малеимидофуллеренов (N-малеими-

дофулл-еренил-L-валил-L-валин, N-малеимидофуллеренил-L-аланил-L-лейцин, N 

-малеимидофулл-еренил-DL-аланил-DL-аланин, N-малеимидофуллеренилглицил-

L-валин, N-малеим-идофуллерен-ил-L-валил-L-валил-L-валин) [87]; моно- и ди-

замещённых аддуктов C60 с пропионовой, γ-аминомасляной и ε-
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аминокапроновой кислотами (натриевая соль N-моногидрофуллеренил-ɷ-

аминокапроновой кислоты, N-моногидрофуллере-нил-γ-аминобутират натрия, 

L-N-моногидрофуллеренилпропионат натрия, N-2-гидроксиэтилфуллеренил-ɷ-

аминокапроат натрия, метил-N-2- гидроксиэтилфулле-ренил-ɷ-аминокапроат, N-

2-гидроксиэтилфуллеренил-γ-аминобутират натрия, мет-ил-L-N-2-гидроксиэтил-

фуллеренилпропионат, метил-L-N-2-нитроксиэтилфуллерен-илпро-пионат, 2-ни-

троксиэтил-L-N-2-нитроксиэтилфуллеренпропионат, 2-нитрокс-иэтил-L-N-2-гид-

роксиэтилфуллеренилпропионат) [88]. 

 Тимофеева с соавт. [89] провели изучение степени ассоциации аддуктов 

C60 с аминокислотами и пептидами (N-моногидрофуллеренил-DL-серин, N-мон-

огидро-фуллеренил-L-аргинин, N-моногидрофуллеренил-DL-аланил-DL-аланин 

 и N- моно-гидроф-уллеренил-L-аланин) в водных растворах в зависимости от 

pH, ионной силы и концентрации. 

 Отдельного внимания заслуживает термодинамический подход, предло-

женный профессором СПбГТИ (ТУ) Н. А. Чарыковым для расчёта избыточных 

термодинамических функций и концентрационной границы термодинамиче-

ской устойчивости растворов водорастворимых аддуктов фуллеренов относи-

тельного фазового разделения, в том числе аддуктов лёгких фуллеренов с ами-

нокислотами. Указанный подход основан на использовании полуэмпирической 

модели VD-AS (Virial Decomposition Asymmetric Model), основанной на вири-

альном разложении избыточной молярной энергии Гиббса раствора по моль-

ным долям компонентов: 
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                 (1), 

где Gex — полная молярная избыточная энергия Гиббса раствора, R = 8,31 

Дж·К−1, T ‒ абсолютная температура (К), ni и xi — число молей и мольная доля 

i-го компонента (нижний индекс 1 относится к аддукту фуллерена, индекс 2 от-

носится к воде), λij — ij-вириальный коэффициент в разложении 
exG

RT
 по числам 

молей компонентов (верхние пределы суммирования в общем случае не лими-
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тированы и могут быть произвольными), ij отождествляется с приведённой (к 

RT) неспецифической энергией взаимодействия i частиц 1-го компонента и j ча-

стиц 2-го компонента. 

 Следует отметить, что при использовании только одного члена в подоб-

ном разложении реализуется хорошо известная модель строго регулярных рас-

творов, при допущении температурной зависимости единственного вириально-

го коэффициента ‒ модель квазирегулярных растворов, при использовании тре-

тьих вириальных коэффициентов — модель субрегулярных растворов и модель 

EFLCP, наконец, при дополнительном использовании в разложении вклада 

электростатических неспецифических взаимодействий согласно теории Дебая 

— Хюккеля — модель Питцера в различных модификациях. 

 Авторами работы [90] были получены следующие уравнения для расчёта 

коэффициентов активности аддуктов фуллеренов (нижний индекс 1) и раство-

рителя (нижний индекс 2) в «асимметричной» шкале нормировки: 
2 3

1 2 1 3 1 4 1ln 2 3 4ass x x x                (2), 
2 3 4

2 2 1 3 1 4 1ln 2 3ass x x x                (3), 

где 
1

( )i ij
i

T 


   . 

 На основе уравнений 2, 3 может быть получено условие устойчивости 

растворов аддуктов фуллеренов относительно фазового разделения (расслаива-

ния): 
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       (4). 

 Уравнение 4 является кубическим уравнением, которое можно разрешить 

относительно х1 по формуле Кардано. На Рис. 42, в качестве, примера представ-

лены концентрационные зависимости коэффициентов активности водных рас-

творов аддуктов фуллеренов с L-гидроксипролином (C60(C5H9NO3)2) и L-

лизином (C60(C6H14N2O2)2, C70(C6H14N2O2)3). На Рис. 43 представлены концен-

трационные зависимости функции 3 2
1 4 1 3 1 2 1( ) 12 6 2 1 0F x x x x         для бинар-
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ных систем C60(C5H9NO3)2–H2O, C60(C6H14N2O2)2–H2O и C70(C6H14N2O2)3)–H2O 

при 273,15 К.  
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Рис. 42. Концентрационные зависимости функций 1ln ass  для бинарных систем 

C60(C5H9NO3)2–H2O (□), C60(C6H14N2O2)2–H2O (○), C70(C6H14N2O2)3–H2O (Δ) 

[90,91]. 
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Рис. 43. Концентрационные зависимости функций F(x1) = 12Λ4x1

3 + 6Λ3x1
2 + 

2Λ2x1 + 1 = 0 для бинарных систем C60(C5H9NO3)2–H2O (□), C60(C6H14N2O2)2–

H2O (○), C70(C6H14N2O2)3–H2O (Δ). x1
* соответствует потере термодинамической 

устойчивости растворами аддуктов фуллеренов по отношению к разделению 

фаз [90,91]. 

 На Рис. 43 хорошо видно пересечение функции F(x1) с осью абсцисс, точ-

ка пересечения (x1
*) соответствует потере термодинамической устойчивости 

(расслаиванию раствора). При сравнении данных по динамическому светорас-

сеянию с данными, полученными из независимых криометрических измерений, 
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можно с определённой уверенностью утверждать, что в указанных системах 

присутствуют три концентрационные зоны: 

(1) при x1 < x1
* x1 ≈ (0,8–1,5)·10−4 в растворах присутствуют только ассоциаты 1-

го порядка с линейными размерами десятки нм и, возможно, в очень малых ко-

личествах мономерные гидратированные молекулы нанокластеров. Растворы 

являются термодинамически устойчивыми; 

(2) при сопоставимых значениях x1 ≈ x1
* в растворах помимо ассоциатов 1-го 

порядка появляются ассоциаты 2-го порядка с линейными размерами сотни нм, 

и растворы начинают терять устойчивость по отношению к фазовому разделе-

нию, иными словами растворы начинают предрасслаиваться; 

(3) наконец, при x1 > x1
*в растворах появляются ассоциаты 3-го порядка с ли-

нейными размерами единицы мкм и растворы начинают расслаиваться. 

 Анализ литературы показывает ограниченное число данных, посвящён-

ных физико-химическим свойствам растворов водорастворимых аддуктов фул-

леренов. Авторы работ [83–85,91–97] исследовали физико-химические свойства 

фуллеренолов, карбоксилированных фуллеренов, аддуктов фуллеренов с L-

аминокислотами и получили экспериментальные данные по концентрационным 

зависимостям теплоёмкости, плотности, показателя преломления, электропро-

водности, константы диссоциации, кажущейся степени диссоциации, распреде-

ления частиц по размерам, коэффициентов диффузии, вязкости и др., а также 

изучили диаграммы растворимости в бинарных и тройных системах, содержа-

щих водорастворимые аддукты фуллеренов. Авторы работ [98–105] изучили 

растворимость фуллеренолов C60(OH)22–24 и C70(OH)12 в воде в интервале темпе-

ратур 293–353 К, а также в тройных системах фуллеренол C60(OH)22–24–

неорганическая соль (Pr(NO3)3, YCl3, CuCl2, UO2SO4)–вода. В качестве примера 

на Рис. 44 представлены экспериментальные данные по растворимости в би-

нарных системах фуллеренол-вода. 
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Рис. 44. Температурные зависимости растворимости фуллеренолов (C60(OH)22–24 

(●), C70(OH)12 (○)) в воде. S — объёмная концентрация фуллеренолов в насы-

щенном растворе. 

 Из Рис. 44 следует, что растворимость фуллеренолов монотонно увеличи-

вается с ростом температуры, при этом формы кривых S(T) имеют сигмоидный 

характер сложными. Данный экспериментальный факт не является удивитель-

ным, так как аналогичные зависимости были получены для бинарных систем 

C70-о-ксилол (на ветви кристаллизации C70) и C60-α-хлор(бром)нафталин (ветвь 

кристаллизации сольватированного фуллерена) [106,107]. 

 В работе [108] методом изотермического насыщения в ампулах изучена 

растворимость бис-аддуктов лёгкого фуллерена C60 и незаменимых аминокис-

лот: лизина, треонина и оксипролина ‒ C60(C6H13N2O2)2, C60(C4H8NO3)2, 

C60(C5H9NO2)2 в воде в интервале температур 20–80 °С. Политермы раствори-

мости содержат по одной нонвариантной точке, отвечающей насыщению сразу 

двумя твёрдыми фазами ‒ кристаллогидратом и безводным бис-аддуктом. 

1.3. Биомедицинское исследование аддуктов фуллеренов с 

аминокислотами, пептидами и белками 

 Кратко остановимся на описании биологической активности аддуктов 

фуллеренов с аминокислотами и пептидами [96]. 

 Котельникова с соавт. [34] изучили ингибирующее действие аддукта фул-

лерена C60-ε-аминокапроат натрия (Рис. 2) в отношении протеазы ВИЧ в экспе-
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риментах in vitro. Было установлено, что аддукт C60-ε-аминокапроат натрия ин-

гибирует протеазу ВИЧ. 

 Стром с соавт. [109] изучили ингибирующее действие трипептидов (Рис. 

45а–в): Fmoc-Phe(4-аза-C60)-Lys3-OH, Fmoc-Phe(4-аза-C60)-Pro-Hyp-Lys-OH, 

Fmoc-Phe(4-аза-C60)-Hyp-Hyp-Lys-OH в отношении протеазы ВИЧ-1 (Рис. 45). 

(а) 

 

(б) 

 

(в) 

 
 

Рис. 45. Структурные формулы аддуктов: Fmoc-Phe(4-aза-C60)-Lys3-OH Fmoc-

Phe(4-aзa-C60)-Lys3-OH (a), Fmoc-Phe(4-aзa-C60)-Pro-Hyp-Lys-OH (б) и Fmoc-

Phe(4-aзa-C60)-Hyp-Hyp-Lys-OH (в) [109]. 

 
Рис. 46. Кристаллическая структура протеазы ВИЧ-1, содержащая Fmoc-Phe (4-

aзa-C60)-Lys3-OH (Рис. 45а) в активном центре фермента [109]. 
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 Было установлено, что аддукты представленные на Рис. 45а–в вызывают 

подавление активности протеазы ВИЧ-1. Наибольшее ингибирующее действие 

(Ki = 76 нмоль·л−1) показал аддукт Fmoc-Phe(4-aзa-C60)-Hyp-Hyp-Lys-OH (Рис. 

45в) за счёт наличия в его аминокислотной последовательности наибольшего 

числа остатков Hyp. Кроме этого, было показано, что аддукты (Рис. 45а–в) об-

ладают более высокой величиной константы ингибирования (Ki (Рис. 45а) = 85 

нмоль·л−1; Ki (Рис. 45б) = 120 нмоль·л−1; Ki (Рис. 45в) = 76 нмоль·л−1) по сравне-

нию с традиционно используемыми ингибиторами протеазы — ритонавиром (Ki 

ритонавира = 4,8 нмоль·л−1), саквинавиром (Ki саквинавира = 24 нмоль·л−1) и 

атазанавиром (Ki атазанавира = 2,66 нмоль·л−1) [110]. В связи с этим, необходи-

мы дальнейшие исследования, направленные на создание аддуктов C60 с пепти-

дами, имеющими большую аффинность к протеазе ВИЧ-1. 

 В патенте [46] авторами было установлено, что гидратированные аддукты 

фуллерена C60 с кислотами с общей формулой C60(H)3{NH(CH2)nCOOH}3·xH2O, 

где n = 5–7; x = 8–10, обладают противовирусной активностью в отношении 

ВПГ, вирусов гриппа различной природы, ВИЧ, а также противоопухолевой и 

противопсориатической активностью. 

 Maшино с соавт. [23] изучили ингибирующее действие различных 

аддуктов фуллерена: C60-дималоновая кислота; регио-изомеры C60-бис(N,N-

диметилпирролидиниум иодид) (Рис. 47а–в); смесь регио-изомеров C60-бис(2-

алкил-N,N-диметилпирролидиниум иодид) (Рис. 47г,д); смесь стерео-изомеров 

пролин-фуллерена (Рис. 47е,ж); в отношении обратной транскриптазы ВИЧ, а 

также провели сравнение биологической активности данных аддуктов с 

ингибитором невирапином, который активно применяется в клинической 

практике. 
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Рис. 47. Регио-изомеры C60-бис(N,N-диметилпирролидиниум йодид) (а–в); 

смесь регио-изомеров C60-бис(2-алкил-N,N-диметилпирролидиниум йодид) (г, 

д); смесь стерео-изомеров пролин-фуллерен (е, ж) [23]. 

 Было установлено, что все аддукты фуллерена обладают ингибирующим 

действием, по сравнению с ненуклеозидным аналогом ингибитора обратной 

транскриптазы ВИЧ невирапином. Наиболее высокую ингибирующую 

активность (IC50 = 0,029 мкМ) показал аддукт фуллерена с L-пролином (Рис. 

47д). По мнению авторов работ [23,111], это объясняется тем, что 

биологическая активность аддуктов фуллерена с аминокислотами зависит от 

типа и положения заместителей в фуллереновом коре. 

 Важным преимуществом анти-ВИЧ препаратов на основе аддуктов фул-

лерена с аминокислотами является практически полное отсутствие выработки к 

ним резистентности у вирусов [112]. 
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 Помимо работ, связанных с ингибированием протеазы и обратной тран-

скриптазы ВИЧ, проводятся исследования эффектов аддуктов фуллеренов с 

аминокислотами на развитие ЦМВИ. В работах [35,36] была изучена противо-

вирусная активность аддуктов фуллерена C60 с натриевыми солями γ-

аминомасляной и ε-аминокапроновой кислот (см. Рис. 2) в отношении ЦМВИ, а 

также гибридных структур на основе аддукта фуллерена C60 с дипептидом кар-

нозином (см. Рис. 2). Было установлено, что натриевая соль фуллерениламино-

масляной кислоты более эффективно ингибирует развитие ЦМВИ по сравне-

нию с клиническим препаратом для лечения ЦМВИ — ганцикловиром. 

 Котельникова с соавт. [35] впервые показали достоверную корреляцион-

ную зависимость между развитием ЦМВИ и интенсивностью ПОЛ в инфици-

рованных клетках фибробластов лёгкого человека. Было установлено, что ис-

следуемые аддукты фуллерена C60 с натриевыми солями γ-аминомасляной и ε-

аминокапроновой кислот (см. Рис. 2) уменьшают количество образовавшегося 

малонового диальдегида в митохондриях. Известно, что малоновый диальдегид 

является одним из конечных продуктов ПОЛ и образуется при окислительной 

деградации жирных кислот. По накоплению малонового диальдегида можно 

судить об активации или ингибировании ПОЛ [113]. Наиболее эффективным 

антиоксидантом из всех аддуктов оказался аддукт фуллерена C60 с карнозином 

(см. Рис. 2); карнозин сам по себе менее эффективен, чем аддукт фуллерена C60 

с карнозином. 

 Аддукты фуллерена C60 с натриевыми солями ε-аминокапроновой и γ-

аминомасляной (см. Рис. 1) кислот обладают выраженной противовирусной ак-

тивностью в отношении вируса герпеса, различных вирусов гриппа и ВИЧ 

[35,36]. Так, Халиков с соавт. [44] изучили противовирусную активность натри-

евых солей фуллеро-(C60) аминокислот в отношении вируса H5N1 на модели 

клеточной линии PEKC в экспериментах in vitro. Было показано, что данные 

соединения способны подавлять репликацию вируса H5N1. Вирулицидная ак-

тивность соединений обусловлена прямой инактивацией вирионов в популяции 
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вирусов, которые частично или полностью подавляют их инфекционную актив-

ность. 

 При определённых условиях многие из соединений фуллеренов способ-

ны, защищать клетки от различных видов излучений (ионизирующего, радиа-

ции) [114,115]. Возможность применения фуллеренов в фотодинамической те-

рапии определяется как физико-химическими свойствами конкретного аддукта, 

так и условиями проведения эксперимента: время, мощность источника излуче-

ния, концентрация вещества, размеры наночастиц [114]. В настоящее время в 

данной области широко проводятся исследования аддуктов фуллерена C60 с 

аминокислотами. Ху с соавт. [31] изучили биологическое действие аддуктов 

фуллерена C60 с фолацином, L-фенилаланином и L-аргинином (см. Рис. 2)) в от-

ношении опухолевых клеток линии HeLa. Было показано, что при облучении 

клеток HeLa видимым светом наблюдается снижение митохондриального мем-

бранного потенциала, жизнеспособности клеток, активности ферментов СОД, 

каталазы, глутатионпероксидазы, что приводит к активации каспазы-3 и, соот-

ветственно, запуску программы апоптоза. 

 Цзян с соавт. [38] изучили биологическое действие аддукта фуллерена C60 

с глицином (см. Рис 2) в отношении клеточных линий HeLa и Lm8. Цитоток-

сичность сравнивалась для аддукта фуллерена C60 с глицином в различных кон-

центрациях (0–100 мкг·мл−1) на основании данных по ингибированию скорости 

роста клеточной линии Lm8, как показано на Рис. 48. Кроме того, в условиях in 

vitro с использованием клеточной линии HeLa сравнивали цитотоксичность при 

различной мощности излучения (Рис. 49). 
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Рис. 48. Зависимость ингибирования роста клеточной линии HeLa от 

концентрации (0–100 мкг·мл−1) в присутствии аддукта фуллерена C60 с 

глицином [38]. 
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Рис. 49. Зависимость ингибирования роста клеточной линии Lm8 от мощности 

излучения (λ = 500–600 нм) в присутствии аддукта фуллерена C60 с глицином 

[38]. 

 В результате исследований, было установлено, что аддукт фуллерена C60 

с глицином при облучении (λ = 500–600 нм) вызывает гибель клеточных линий 

Lm8 и HeLa. 

 По мнению авторов, гибель клеток происходит, главным образом из-за 

повреждения фосфолипидов и белков клеточной мембраны. При облучении ад-

дукт фуллерена C60 с глицином переходит из возбуждённого синглетного со-

стояния в возбуждённое триплетное состояние, которое впоследствии гасится 

кислородом переводя его в синглетное состояние. Затем синглетный кислород 
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моментально вступает в реакции с белками, нуклеиновыми кислотами и мем-

бранными фосфолипидами, что приводит к повреждению и гибели клеток. 

 Ли с соавт. [39] изучили биологическое действие аддуктов фуллерена C60 

с L-фенилаланином и глицином (см. Рис. 2). Было установлено, что данные ад-

дукты могут выступать в качестве фотосенсибилизаторов для фотодинамиче-

ской терапии. Исследование проводилось на клеточной линии SMMC-7721. 

Апоптотическая гибель клеток оценивалась через 30 мин, 24–72 ч после облу-

чения; аддукты фуллерена C60 с L-фенилаланином и глицином использовались в 

концентрациях 80–300 мкг·мл−1. Было установлено, что ингибирование клеточ-

ного деления в присутствии аддуктов фуллерена с аминокислотами значитель-

но выше после 48 ч инкубации по сравнению с инкубацией клеток в течение 24 

ч. Таким образом, результаты исследований показывают, что аддукты фуллере-

на C60 с аминокислотами могут рассматриваться как перспективные соединения 

для лечения онкологических заболеваний. 

 Ху с соавт. [61] изучили биологическую активность C60-GluEG (см. Рис. 

20) в отношении клеточной линии HeLa при различных концентрациях и вре-

мени инкубации 12 и 24 ч. Исследование показало, что C60-GluEG обладает 

низкой цитотоксичностью и высокой биосовместимостью. 

 Сьепи с соавт. [78] изучили биосовместимость наночастиц C60, модифи-

цированных лизоцимом, выделенным из яичного белка курицы (HEWL), а так-

же лизоцимом, на клеточных линиях HaCaT и HeLa. Было показано, что нано-

частицы фуллерена C60, модифицированные лизоцимом в диапазоне концен-

траций 0,5–3,0 мкмоль·л−1 не обладают цитотоксичностью (время инкубации 24 

и 48 ч). 

 Одним из наиболее важных свойств аддуктов фуллерена C60 с аминокис-

лотами является их способность проникать через биологические мембраны и 

распределяться в различных компартментах клетки [116]. Котельникова с соавт. 

[117] изучили мембранотропные свойства аддуктов фуллерена C60-Ala 

((C60(C3H6NO2)nHn, где n = 1) и (C60-Ala-Ala (C60(C6H12N2O3)nHn, где n = 1). Было 

показано, что эти аддукты проникают в липосомы через липидный бислой мем-
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бран и способны осуществлять активный трансмембранный транспорт ионов 

Co2+, образуя с ним комплексы. 

 Ху с соавт. [40–42] изучили биологическое действие аддуктов фуллерена 

C60 с β-аланином, L-цистином и трипептидом глутатионом (см. Рис. 2) в отно-

шении клеточной линии РС12. Результаты исследования показали, что аддукты 

фуллерена C60 в диапазоне концентраций от 0,5 до 100 мкг·мл−1 обладают ан-

тиапоптотическим эффектом в отношении клеток линии PC12 при действии пе-

рекиси водорода. Антиапоптотический эффект аддуктов фуллерена в первую 

очередь связан с их активностью и морфологией агрегатов. Размер агрегатов 

аддукта фуллерена C60 с L-аланином (см. Рис. 2) наименьший среди остальных 

аддуктов, что даёт ему возможность легче проникать через клеточную мембра-

ну и обладать протективным действием посредством захвата АФК. 

 Кумар с соавт. [118] исследовали способность конъюгата фуллерена C60 c 

L-лизином (Рис. 50) вызывать разрывы ковалентных связей в суперскрученной 

молекуле ДНК плазмиды pBR322 в присутствии кофермента NADH под дей-

ствием видимого излучения (время облучения — 3 ч). 

 
Рис. 50. Конъюгат фуллерена C60 c L-лизином [118]. 

 Аддукты фуллерена с аминокислотами эффективно проникают через ге-

матоэнцефалический барьер и поэтому могут выступать в качестве переносчи-

ков лекарственных средств в нервную ткань [7]. В связи с этим, создание и ис-

следование аддуктов на основе фуллеренов является перспективным подходом 

в фармакотерапии заболеваний нервной системы. Авторами [7] в эксперимен-

тах in vitro и in vivo было установлено, что аддукты фуллерена C60 c различны-

ми аминокислотами: (L-фенилаланин (Рис. 4а), L-серин (Рис. 4б), β-аланин (Рис. 
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4в) и γ-фенилмасляная кислота (Рис. 4г)) ингибируют пролиферацию клеток 

глиобластомы и уменьшают скорость её роста у рыб вида Данио-рерио. Так же 

было установлено, что аддукт фуллерена C60 с L-фенилаланином ингибирует 

рост глиобластомы, не замедляя восстановление нейронов и не оказывает влия-

ние на нейрональные стволовые клетки. Предположительно, противоопухоле-

вый механизм действия аддуктов фуллерена C60 c аминокислотами объясняется 

их участием в регуляции свободно-радикальных процессов. 

 В патенте [53] авторы изучили биологическую активность фуллеренсо-

держащего гликопептида GlcNac-MurNac-Ala-DiGln[Lys-ε-CO(CH2)5NHC60-H] 

(см. Рис. 12). Эксперименты, проведённые на мышах (самки линии Balb/c), по-

казали, что при низких дозах 1 и 10 нмоль/животное фуллеренсодержащий гли-

копептид обладает высокими адъювантными свойствами. При введении высо-

кой дозы соединения (1 мг/животное) гибель животных не наблюдалась, что 

свидетельствует о нетоксичности указанного аддукта. 

 В обзоре литературы обобщены имеющиеся данные по синтезу, иденти-

фикации, физико-химическому и биологическому изучению аддуктов фуллере-

на C60 с аминокислотами, пептидами и белками. Анализ работ по функционали-

зации лёгких фуллеренов позволяет сделать следущее заключение:  

- не во всех рассмотренных работах представлены полные данные по иденти-

фикации синтезированных аддуктов фуллерена C60 и тем самым, невозможно 

однозначно судить о химическом составе полученных соединений;  

- лишь в небольшом количестве работ представлены данные по физико-

химическому изучению аддуктов фуллеренов, несмотря на то, что их физико-

химические свойства лежат в основе понимания механизмов действия создава-

емых наночастиц;  

- исследование биологической активности аддуктов фуллеренов носит фраг-

ментарный и несистемный характер. 

Очевидно, что разработка одностадийных методов синтеза водораство-

римых аддуктов фуллеренов, а также комплексное изучение их свойств являет-
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ся актуальной задачей для создания на их основе высокотехнологичных мате-

риалов медицинского назначения.  
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Глава 2. Экспериментальная часть 

2.1. Материалы и методы исследования 

2.1.1. Синтез аддукта лёгкого фуллерена C60 с L-аргинином 

 Для проведения синтеза навеску L-аргинина (4,65 г) и гидроксида натрия 

(15,75 г) растворяли в 54 мл воды. Гидроксид натрия использовали для 

перевода аминокислоты в натриевую форму. Затем к полученному раствору 

добавляли этанол (270 мл) (для обеспечения взаимной растворимости о-ксилола 

и воды) и насыщенный раствор фуллерена C60 в о-ксилоле (для этого 1 г C60 

растворяли в 131,5 мл о-ксилола). После чего полученную реакционную смесь 

перемешивали с помощью магнитной мешалки при комнатной температуре в 

течение недели в атмосфере аргона. Схема реакции синтеза аддукта фуллерена 

представлена на Рис. 51. 

 
Рис. 51. Схема реакции получения аддукта фуллерена C60 с L-аргинином. 

 Затем проводили выделение продукта реакции. Полученную смесь 

отделяли от растворителей с использованием роторного испарителя RV3V 

(IKA, Германия) и затем растворяли образовавшийся осадок в воде. После этого 

полученный раствор отфильтровывали от нерастворимых примесей и 

проводили перекристаллизацию аддукта лёгкого фуллерена C60 с L-аргинином с 

использованием этанола. Полученный осадок промывали от щелочи этанолом 

до нейтральной реакции среды (pH 7). Аддукт C60 с L-аргинином высушивали 

при 60 °C на воздухе (Рис. 51). Выход целевого продукта составил до 90 %. 

После чего проводили очистку продукта от примесей диализом с 

использованием диализного мешка, MWCO = 1000 г/моль, при t° = 25 °C, 

против деионизованной воды в течение 24 ч. Замена воды проводилась каждые 

6 ч. 
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2.1.2. Идентификация аддукта лёгкого фуллерена C60 с L-аргинином 

 Идентификацию полученного аддукта проводили с использованием 

комплекса физико-химических методов анализа: элементного анализа, ИК- и 13C 

ЯМР-спектроскопии, ВЭЖХ, термогравиметрического анализа. 

 Определение содержания углерода, азота и водорода в образце проводили 

с использованием C, H, N-анализатора EuroEA3028-НТ (Италия). Регистрация 

ИК-спектров проводилась на ИК-Фурье спектрометре Nicolet 8700 (США). Для 

идентификации аддукта также использовали твердотельную спектроскопию 13C 

ЯМР (ЯМР-спектрометр Avance III 400 WB, Bruker (Массачусетс, США). 

 Термогравиметрический анализ проводили с помощью синхронного 

термического анализатора Netzsch STA 449 F3 Jupiter (Германия) в 

температурном интервале 303,62–1274,95 °C при скорости нагревания 5 °C/мин 

на воздухе. 

2.1.3. Изучение термодинамических свойств аддукта лёгкого фуллерена C60 

с L-аргинином 

 Изучение температурной зависимости изобарной теплоёмкости аддукта 

лёгкого фуллерена C60 с L-аргинином проводили методом адиабатической 

вакуумной калориметрии в интервале низких температур T = 5–328 К 

(калориметр типа «АК-9.02/BCT-21», Termax, Россия). Калибровку прибора 

осуществляли путём измерения изобарных теплоёмкостей стандартных 

образцов — бензойной кислоты (чистота 0,99999) и синтетического сапфира α-

Al2O3 (чистота 0,99999). Определение теплоёмкости проводили в 

вакуумированной и заполненной сухим гелием титановой ампуле. 

2.1.4. Изучение физико-химических свойств аддукта лёгкого фуллерена C60 

с L-аргинином 

 Измерение плотности (ρ) водных растворов аддукта лёгкого фуллерена C60 

с L-аргинином проводили на плотномере Anton Paar DMA 5000 M (Anton Paar 

GmbH, Австрия) в интервале температур Т = 278,15–323,15 К и в диапазоне 

концентраций C = 0,3–40 г·дм−3). Перед каждой серией измерений прибор 

калибровали в изотермических условиях (при атмосферном давлении). 



55 

Точность определения плотности составляла 7·10−6 г·см−3 (воспроизводимость 

5·10−6 г·см−3), термостатирование образцов контролировалась с точностью 0,01 

К. Представленные значения плотностей являются средними трёх независимых 

экспериментов. 

 Изучение концентрационной зависимости вязкости (η) водных растворов 

аддукта лёгкого фуллерена C60 с L-аргинином в интервале температур Т = 

278,15–313,15 К и в диапазоне концентраций C = 0,25–40 г·дм−3 проводили с 

использованием микровискозиметра Anton Paar LOVIS 2000 M. Калибровка 

вискозиметра была проведена с использованием деионизованной воды; 

точность термостатирования составила 0,02 К; точность измерения вязкости не 

превышала 0,5 %. Измерение вязкости проводили три раза для каждого образца. 

 Измерение показателя преломления (nD) проводили с использованием 

рефрактометра Anton Paar Abbemat Multi-Wavelength WR-MW (Австрия) при 

длине волны 589,3 нм (D-линия натрия) в интервале температур Т = 278,15–

323,15 К и в диапазоне концентраций C = 0,06–30 г·дм−3. Калибровку прибора 

проводили при атмосферном давлении с использованием сухого воздуха. 

Представленные значения показателей преломления являются средними из трёх 

независимых экспериментов. 

Изучение концентрационной зависимости электрофоретической 

подвижности и концентрационной зависимости размеров ассоциатов аддукта 

лёгкого фуллерена C60 с L-аргинином в водных растворах проводили на приборе 

Malvern Zetasizer 3000 (Великобритания). 

 Изучение растворимости в бинарной системе аддукт C60 с L-аргинином-

вода проводили методом изотермического насыщения в ампулах в интервале 

температур 293,15–333,15 К. Насыщение проводилось в водном шейкер-

термостате LAUDA ET 20 (Германия), точность термостатирования составила 

ΔТ = ±0,1 К, частота встряхивания 2 Гц, время насыщения 8 ч. Концентрация 

аддукта определялась спектрофотометрически при длине волны 330 нм [108]. 
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2.1.5. Биосовместимость и биологическая активность аддукта лёгкого  

фуллерена C60 с L-аргинином 

2.1.5.1. Цитотоксичность 

 Изучение цитотоксичности аддукта C60 с L-аргинином проводили с 

помощью МТТ-реагента (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия 

бромида) на клеточной линии HEK293 (клетки почки эмбриона человека). 

Клеточная линия была получена из Российской коллекции клеточных культур 

позвоночных Института цитологии РАН, г. Санкт-Петербург. 

 Клеточную линию культивировали в CO2-инкубаторе при +37 °С в 

увлажнённой атмосфере, содержащей воздух и 5% CO2 в питательной среде 

DMEM, содержащей 10 % термически инактивированную фетальную бычью 

сыворотку, 1% L-глутамина, 50 Ед·мл−1 пенициллина и 50 мкг·мл−1 

стрептомицина. 

 Для проведения эксперимента клетки высеивали в 96-луночный планшет 

и ставили для инкубации в течение ночи в СО2-инкубатор: за это время 

происходило прикрепление клеток к поверхности лунок (в каждую лунку 

вносили 5000 клеток в 200 мкл среды DMEM). Подсчёт числа клеток проводили 

на анализаторе жизнеспособности клеток BioRad TC10 (Bio-Rad Laboratories, 

США). После чего в лунки добавляли раствор, содержащий аддукт фуллерена 

C60 с L-аргинином. Инкубация клеток в планшетах продолжалась 48 ч в СО2-

инкубаторе при +37 °С. Далее культуральную среду DMEM сливали путём 

инвертирования планшета и в лунки вносили 100 мкл среды DMEM и 20 мкл 

МТТ-реагента после чего планшеты с клетками инкубировали в течение 1 ч в 

СО2-инкубаторе при +37 °С. 

 После удаления надосадочной жидкости кристаллы формазана 

растворяли в течение 15 мин при перемешивании в 200 мкл/лунку ДМСО и 

измеряли оптическую плотность на планшетном спектрофотометре 

BioRadxMarx (Bio-Rad Laboratories, США) при длинах волн 540 нм и 690 нм. 

Для коррекции фона из значений оптической плотности при 540 нм вычитали 
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значения оптической плотности при 690 нм для соответствующих лунок. 

Данные нормировали в процентах по отношению к контрольным клеткам [119]. 

2.1.5.2. Генотоксичность 

 Генотоксичность аддукта лёгкого фуллерена C60 с L-аргинином изучали с 

помощью метода ДНК-комет, основанного на измерении влияния аддукта на 

целостность молекулы ДНК мононуклеарных клеток периферической крови 

человека (PBMC) с помощью электрофореза [120,121]. ДНК кометы 

визуализировали с использованием флуоресцентного микроскопа Микромед 3 

ЛЮМ (Россия). Измерение длин хвостов ДНК-комет проводили с помощью 

программного обеспечения CASP. Содержание ДНК в хвосте и длина хвоста 

были определены экспериментально, а момент хвоста был рассчитан как 

процентное содержание ДНК в хвосте, умноженного на расстояние между 

центром головы и хвоста кометы. 

2.1.5.3. Связывание с ЧСА 

 Изучение взаимодействия ЧСА и аддукта фуллерена C60 с L-аргинином 

проводили при 298,15 К методом изотермической калориметрии титрования с 

использованием прибора Nano ITC 2G (TA Instruments, США), оснащённого 

золотой измерительной ячейкой объёмом 1 мл. В ячейку помещали раствор 

ЧСА (C = 10−4 моль·л−1). После установления равновесия к содержимому 

ячейки при непрерывном перемешивании добавляли раствор аддукта (C = 10−3 

моль·л−1) путём последовательных инъекций по 10 мкл. В качестве среды для 

протекания изучаемой реакции использовали фосфатный буферный раствор 

PBS. Интервал между инъекциями составлял 2400 с, скорость вращения 

мешалки — 250 об·мин−1. Точность поддержания температуры в ходе 

эксперимента составляла ±0,0003 К [119]. 

2.1.5.4. Антирадикальная активность 

 Исследование антирадикальной активности аддукта фуллерена C60 с L-

аргинином (240 мкМ) в модельной реакции со стабильным радикалом 

дифенилпикрилгидразила (ДФПГ) (120 мкМ) проводили на спектрофотометре 

BioRadxMark. Для получения кинетической кривой восстановления ДФПГ 
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исследуемым веществом реакционную смесь пипетировали в 96-луночный 

планшет и регистрировали оптическую плотность при длине волны 515 нм 

через каждую минуту в течение 10 мин, через каждые 10 мин в течение 

последующих 170 мин, а также через 6 дней после начала реакции. 

Перемешивание реакционной смеси осуществляли на орбитальном шейкере 

Multi Bio 3D [119]. 
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Глава 3. Результаты 

3.1. Идентификация аддукта лёгкого фуллерена C60 с L-аргинином 

3.1.1. Элементный анализ 

 Результаты элементного анализа аддукта показали хорошее соответствие 

между расчётными и экспериментальными данными (экспериментальное 

содержание: C 61,3 %, H 5,3 %, N 21,2 %, теоретическое содержание: C 61,3 %, 

H 5,3 %, N 21,2 %). Таким образом, можно сделать вывод о том, что на одну 

молекулу C60 приходится восемь остатков молекулы L-аргинина. 

3.1.2. ИК-спектроскопия 

 На Рис. 52 представлен ИК-спектр аддукта фуллерена C60 с L-аргинином: 

широкий пик при 3449 см−1 относится к валентным колебаниям связи NH 

гуанидиновой группы; пик при 2926 см−1 можно отнести к валентным 

колебаниям аминогруппы молекулы L-аргинина; пик при 1618 см−1 

соответствует валентным колебаниям связи С–N в составе гуанидиновой 

группы; пик при 1574 см−1 можно отнести к валентным колебаниям связи C=O 

карбоксильной группы молекулы L-аргинина; пик при 1401 см−1 относится к 

деформационным колебаниям CH2–NH в составе гуанидиновой группе; пик при 

1190 см−1 соответствует валентным колебаниям С–N связи гуанидиновой 

группы; пик при 596 см−1 соответствует колебаниям связей С–С молекулы 

фуллерена. 
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Рис. 52. ИК-спектр аддукта фуллерена C60 с L-аргинином. 

3.1.3. 13C ЯМР-спектроскопия 

 Так как в процессе растворения аддукта наблюдается образование круп-

ных ассоциатов с размерами сотни-тысячи нм (в зависимости от концентрации), 

которые препятствует высокоскоростным процессам спиновой диффузии, а 

также усреднению диполь-дипольного взаимодействия, приводящему к невоз-

можности регистрации спектра ЯМР высокого разрешения (в жидкой фазе). 

Поэтому для регистрации спектров применяли метод твердотельной ЯМР-

спектроскопии. Для регистрации спектров на ядрах 13C использовалась кросс-

поляризационная последовательность возбуждающих импульсов (методика 

CP/MAS). В качестве внешнего референса использовался тетраметилсилан. 

 На Рис. 53 представлен набор CP/MAS спектров ЯМР, полученных при 

разных временах контакта. Видно, что при коротких временах контакта (от 7 до 

10 мкс) наблюдаются сигналы, соответствующие двум –СН2– структурным 

элементам молекулы L-аргинина. При времени контакта больше 20 мкс возни-

кает сигнал, который соответствует –СН– структурному элементу молекулы L-

аргинина. На следующем этапе, когда время контакта превышает 100 мкс, на 

спектре видны пики, соответствующие атомам углерода в составе гуанидино-
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вой и карбоксильной групп молекулы L-аргинина. Остальные сигналы при вре-

мени контакта 500 мкс, относятся к атомам углерода фуллеренового кора. 

 
Рис. 53. Набор CP/MAS спектров ЯМР C60-L-аргинин, полученных при разных 

временах контакта (указаны слева от спектров в мкс). 

 На Рис. 54 показан спектр 13C ЯМР аддукта, полученный методом 

CP/MAS (время контакта ‒ 2 мкс). Спектр представлен следующими пиками: 

сигнал при 176,4 м. д. соответствует атому углерода в составе карбоксильной 

группе, сигнал при 158 м. д. соответствует атомам углерода в составе 

гуанидиновой группы, сигнал при 76,2 м. д. может быть отнесён к атомам 

углерода фуллеренового кора, связанного с атомом водорода, сигнал при 56 м. 

д., соответствует -СН- структурному элементу молекулы L-аргинина, сигнал 

при 27,5 м. д. соответствует –СН2– структурному элементу молекулы L-

аргинина. Остальные сигналы с 139,6, 76,2, 63,7 и 16,4 м. д. соответствуют 

фуллереновому кору. 
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Рис. 54. 13C ЯМР cпектр аддукта фуллерена C60 с L-аргинином, полученный 

методом CP/MAS (время контакта — 2 мкс). 

3.1.4. Высокоэффективная жидкостная хроматография 

 Результаты проведённого хроматографического анализа показали, что 

чистота аддукта лёгкого фуллерена C60 с L-аргинином составляет 99,8 % (Рис. 

55). 
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Рис. 55. Хроматограмма аддукта фуллерена C60 с L-аргинином. 

3.1.5. Термогравиметрический анализ 

 На Рис. 56 представлены результаты термогравиметрического анализа 

аддукта C60 с L-аргинином. 
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Рис. 56. Термогравиметрический анализ аддукта лёгкого фуллерена C60 с L-

аргинином в интервале температур T = 303,62–1274,95 К на воздухе. Кривая TГ 

—сплошная линия, кривая ДТГ — пунктирная линия. 

 Анализ Рис. 56 выявляет следующее: (1) в температурном диапазоне до 

340 К аддукт является термически устойчивым; (2) в интервале температур Т = 

340–950 К происходят многоступенчатые процессы разложения аддукта, 

включающие дегидратацию (−nH2O), декарбоксилирование (−nCO2), 

деазотирование (−N2) и дегидрирование (−H2). Потеря массы, равная 65,9 % 

(Рис. 56) соответствует разложению восьми остатков L-аргинина; (3) в 

интервале температур Т = 950–1270 К происходит окисление фуллеренового 

кора (C60). 

3.2. Термодинамические характеристики аддукта лёгкого фуллерена C60 с  

L-аргинином 

 На Рис. 57 представлена температурная зависимость изобарной 

теплоёмкости аддукта в интервале температур Т = 5–328 К. Полученные 

экспериментальные данные свидетельствуют о том, что в изученном интервале 

температур не наблюдается фазовых переходов. Для сравнения 

индивидуальный фуллерен C60 существует в трех физических состояниях: в 

стеклообразном, кристаллическом состоянии, в виде моноклинных кристаллов 

и в виде пластичных кристаллов и имеет место два фазовых перехода: переход 
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второго рода «порядок - беспорядок» (при 86 К) и фазовый переход первого 

рода (при 260,7 К) (см. раздел 1.2.1) [81]. 

 
Рис. 57. Температурная зависимость изобарной теплоёмкости аддукта лёгкого 

фуллерена C60 с L-аргинином в интервале температур Т = 5–328 К. 

 Экстраполяция теплоёмкости к Т = 0 К проводилась с использованием 

полиномиального уравнения 5: 

,
o n
p mC A T              (5), 

где A и n — эмпирические коэффициенты, вычисленные на основе 

экспериментальных значений теплоёмкости в интервале температур T = 6–10 К. 

 Логарифмическая форма уравнения 5 имеет следующий вид: 
1 1

,ln( / ) 2,88346 ln( / ) 0,010126o
p mC Дж К моль T K           (6). 

 Стандартные отклонения рассчитанных коэффициентов (A и n) из 

уравнения 5 составляет менее 1,2 %. Численная форма уравнения 5 имеет 

следующий вид: 
2,88346

, 0,989925o
p mC T            (7). 

 Температурная зависимость изобарной теплоёмкости была описана с 

помощью полиномиального уравнения 8 для следующих интервалов 

температур: T = 5–14 К, Т = 1–81 К и Т = 82–328 К: 
3 2 0,5 2 3

, 0 1 2 3 4 5 6
o
p mC k k T k T k T k T k T k T               (8), 

где ki ‒ полиномиальные коэффициенты. 

 Значения полиномиальных коэффициентов представлены в Табл. 3. 
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Табл. 3. Значения полиномиальных коэффициентов ki в интервалах температур 

Т = 5–14 К, Т = 15–81 К и Т = 82–328 К. 

T, К k0 k1 k2 k3 k4 k5 k6 

5–14 3515,76 −29494,3 20428,2 −7195,9 −217,887 9,28502 −0,156846 

15–81 −6907,51 3088030 −575915 27599,6 110,993 −0,97727 0,00388589 

82–328 −12630,8 472098000 −21656200 108085 55,5848 −0,125264 0,000140997 

 Расчёт стандартной молярной энтропии Sm°(T) аддукта был осуществлён 

в соответствии с уравнением 9, при условии 0 0T KS   : 
0298,15

0
0

0

      pT K C
S S dT

T
             (9). 

 Таким образом, было установлено, что при Т = 298,15 К стандартная 

молярная энтропия аддукта (Sm°(T)) составляет 2396 ± 5 Дж·К−1·моль−1. 

 Энтропии простых веществ (С (гр.), H2 (г), О2 (г), N2 (г)) (Табл. 4) 

использовались для расчёта стандартной молярной энтропии образования 

C60(C6H14N4O2)8 в кристаллическом состоянии при Т = 298,15 К по уравнению 

10: 

108C(гр.) + 56H2(г.) + 16N2(г.) + 8O2(г.) = C60(C6H14N4O2)8(кр.)           (10), 

где гр. — графит, г. — газ, кр. — кристалл. 

Табл. 4. Стандартные молярные энтропии простых веществ. 

Вещество Sm°(298 К), Дж·К
−1

·моль
−1 

C, гр. 5,6 ± 0,5 

H2, г. 130,680 ± 0,003 

O2, г. 205,152 ± 0,005 

N2, г. 191,609 ± 0,004 

 В итоге было получено следующее значение стандартной молярной 

энтропии образования аддукта C60 с L-аргинином (уравнение 11): 
1 1(298,15 ) (10234 7)  o

f mS K Дж К моль                     (11). 
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 В Табл. 5, представлены стандартные молярные термодинамические 

функции аддукта фуллерена C60 с L-аргинином, рассчитанные в интервале 

температур 5–320 К. 

Табл. 5. Стандартные молярные термодинамические функции аддукта лёгкого 

фуллерена C60-L-аргинин. Sm° — стандартная молярная энтропия, [Hm°(T) − 

Hm°(0)] — энтальпия и [Φm°(T) − Φm°(0)] — функция Гиббса при 0,1 мПа. 

T, К 
 ,p mC T , 

Дж·К−1·моль−1 

 0
T

mH T , 

кДж·моль−1 

 0
T

mS T , 

Дж·К−1·моль−1 

 0
T

mФ T , 

кДж·моль−1 

5 1,049 0,00135 0,364 0,094 

10 7,790 0,0199 2,699 0,699 

15 32,15 0,110 9,64 2,31 

20 70,20 0,360 23,80 5,79 

25 113,3 0,818 44,04 11,32 

30 161,1 1,50 68,84 18,79 

35 213,8 2,44 97,58 27,94 

40 269,5 3,64 129,7 38,63 

45 326,1 5,13 164,7 50,67 

50 382,2 6,90 202,0 63,93 

70 596,2 16,71 364.9 126,3 

90 827,1 30,92 542,3 198,7 

110 1025,9 49,51 728,1 287,0 

130 1201.2 71,8 913,9 361,6 

150 1366,8 97,49 1097,5 447,5 

170 1527,7 126,4 1278,4 534,6 

190 1685,6 158,6 1457,0 622,4 

210 1842,1 193,9 1633,4 710,3 

230 1999,1 232,3 1808,0 798,1 

250 2159,1 273,8 1981,2 885,9 

270 2325,4 318,7 2153,7 973,4 
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273,15 2352,4 326,0 2180,8 987,2 

290 2501,7 366,9 2326,0 1060,7 

298,15 2577,4 387,6 2396,4 1096,3 

310 2692,4 418,8 2499,0 1147,9 

320 2794,5 446,3 2586,1 1191,5 

 

C помощью метода DFT, в программе DMol3 в рамках гармонического 

приближения научным сотрудником кафедры химии твёрдого тела Института 

химии СПбГУ А. В. Петровым были рассчитаны значения теплоёмкости для 

аддукта C60 с L-аргинином. В области низких температур было получено 

хорошее соответствие между расчётными и экспериментальными данными для 

двух изомеров аддукта C60 с L-аргинином с равномерным (Рис. 58а) и 

экваториальным («Saturn-like») (Рис. 58б) распределением функциональных 

групп. 
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Рис. 58. Сопоставление экспериментальных и расчётных изобарных теплоёмко-

стей аддукта C60 с L-аргинином с равномерным (а) и «Saturn-like» (б) распреде-

лением функциональных групп. Функционал HCTH — черная линия, функцио-

нал PBE — красная линия, функционал PW91 — синяя линия. 

 При повышении температуры наблюдается расхождение между 

экспериментальными и расчётными данными, что связано с ангармоничностью 

колебаний (значения теплоёмкости рассчитаны в гармоническом приближении). 

Кроме того, можно сделать вывод об отсутствии существенной разницы в 

значениях теплоёмкости для молекул аддукта фуллерена C60 с L-аргинином с 
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разным распределением аминокислотных остатков, рассчитанных в 

функционалах PBE, PW91 и HCTH [122]. 

3.3. Физико-химические свойства водных растворов аддукта лёгкого 

фуллерена C60 с L-аргинином 

3.3.1. Плотности водных растворов аддукта 

 Результаты экспериментального изучения плотности водных растворов 

аддукта фуллерена C60 с L-аргинином в интервале температур Т = 278,15–323,15 

К и диапазоне концентраций C = 3–40 г·дм−3) представлены в Табл. 6 и на Рис. 

59. 
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Рис. 59. Концентрационные зависимости плотности (ρ) водных растворов 

аддукта C60 с L-аргинином при (□) 278,15 К; (○) 283,15 К; (△) 288,15 К; (▽) 

293,15 К; (◇) 298,15 К; (◁) 303,15 К; (▷) 308,15 К; (⬡) 313,15 К; (☆) 318,15 К; 

(⬠) 323,15 К. C — объёмная концентрация. 

 Из Рис. 59 видно увеличение плотности с увеличением концентрации 

аддукта C60 с L-аргинином. 

 Полученные данные по концентрационным и температурным 

зависимостям плотности (Табл. 6) были использованы для расчёта средних 

молярных объёмов (V ) растворов по уравнению 12: 

2 60H O C L аргинин

VV
n n  




                 (12), 
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где V — объём водного раствора аддукта C60 с L-аргинином; 
2H On  и 

60C L аргининn   — 

число молей воды и C60-L-аргинина в 1 дм3 раствора. 
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Рис. 60. Концентрационные зависимости среднего молярного объёма (V) 

водных растворов аддукта C60 с L-аргинином при (□) 278,15 К; (○) 283,15 К; (△) 

288,15 К; (▽) 293,15 К; (◇) 298,15 К; (◁) 303,15 К; (▷) 308,15 К; (⬡) 313,15 К; 

(☆) 318,15 К; (⬠) 323,15 К. x — мольная доля, растворенного вещества. 

 С использованием уравнений 13 и 14 были рассчитаны парциальные 

молярные объёмы компонентов раствора (
2H OV  и 

60C L аргининV   ): 
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Табл. 6. Температурная и концентрационная зависимости плотности (ρ) водных растворов C60 с L-аргинином. C — 

объёмная концентрация аддукта в водном растворе. 

C, г·дм−3 
ρ, г·см−3 

278,15 К 283,15 К 288,15 К 293,15 К 298,15 К 303,15 К 308,15 К 313,15 К 318,15 К 323,15 К 

0,3 1,00033 0,99983 0,99924 0,99834 0,99718 0,99579 0,99418 0,99236 0,99038 0,98817 

0,5 1,00045 0,99995 0,99936 0,99847 0,99732 0,99592 0,99428 0,99246 0,99047 0,98828 

1 1,00069 1,00020 0,99960 0,99871 0,99755 0,99616 0,99454 0,99272 0,99071 0,98852 

2,5 1,00139 1,00089 1,00029 0,99940 0,99826 0,99686 0,99523 0,99340 0,99139 0,98918 

5 1,00262 1,00210 1,00149 1,00058 0,99942 0,99800 0,99636 0,99451 0,99248 0,99026 

7,5 1,00388 1,00336 1,00274 1,00182 1,00065 0,99923 0,99760 0,99578 0,99375 0,99152 

10 1,00505 1,00452 1,00388 1,00296 1,00178 1,00036 0,99872 0,99688 0,99485 0,99262 

15 1,00744 1,00687 1,00621 1,00527 1,00406 1,00263 1,00096 0,99911 0,99705 0,99482 

20 1,00985 1,00928 1,00861 1,00766 1,00645 1,00500 1,00333 1,00147 0,99942 0,99718 

30 1,01464 1,01404 1,01333 1,01234 1,01111 1,00963 1,00795 1,00604 1,00398 1,00173 

40 1,01972 1,01901 1,01817 1,01709 1,01577 1,01425 1,01250 1,01051 1,00834 1,00603 
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    (13), 

2 60
60 ,

C L аргининH O
C L аргинин T P

VV V x
x 

 

 
   

  

  
260

2 ,
C L аргинин H O

H O T P

VV V x
x 

 
   

  

    (14). 

 На Рис. 61 и 62 представлены концентрационные зависимости парциальных 

молярных объёмов воды и аддукта C60 с L-аргинином (
2H OV  и 

60C L аргининV   ) в 

интервале температур Т = 278,15–323,15 К. 
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Рис. 61. Концентрационная зависимость парциального объёма воды при (□) 278,15 

К; (○) 283,15 К; (△) 288,15 К; (▽) 293,15 К; (◇) 298,15 К; (◁) 303,15 К; (▷) 308,15 

К; (⬡) 313,15 К; (☆) 318,15 К; (⬠) 323,15 К. x — мольная доля растворенного 

вещества в растворе. 
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Рис. 62. Концентрационная зависимость парциального объёма C60-L-аргинина при 

(□) 278,15 К; (○) 283,15 К; (△) 288,15 К; (▽) 293,15 К; (◇) 298,15 К; (◁) 303,15 К; 

(▷) 308,15 К; (⬡) 313,15 К; (☆) 318,15 К; (⬠) 323,15 К. x — мольная доля 

растворенного вещества. 

 Видно, что при всех изученных температурах концентрационные 

зависимости парциальных молярных объёмов C60 с L-аргинином имеют сложный 

характер: в области низких концентраций аддукта парциальные молярные объёмы 

отрицательны и принимают высокие по модулю значения (Рис. 62). Это означает, 

что добавление даже небольшого количества аддукта C60 с L-аргинином приводит 

к значительному уплотнению и структурированию водных растворов. 

 Вторые производные потенциала Гиббса, соответствующие первым 

производным объёма или энтропии, значительно более чувствительны к 

изменению структуры раствора, чем частные производные низкого порядка. 

Смешанные производные второго порядка потенциала Гиббса были определены 

из экспериментальных данных по плотностям водных растворов C60 с L-

аргинином с использованием соотношений Максвелла: 
2 2

, ,P X T X

G G V S
P T T P T P

      
      

        
          (15), 

где , ,G V S  — средние молярные величины (потенциал Гиббса, объём и энтропия). 
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 Видно, что в изученном температурном диапазоне функция 

   
60

/
C L аргининP

V T x
 

   проходит через экстремум при 
60

52 10
C L аргинин

x
 

   (Рис. 63). 
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Рис. 63. Концентрационная зависимость производной 
,P X

V
T

 
 

 
 при (□) 278,15 К; 

(○) 283,15 К; (△) 288,15 К; (▽) 293,15 К; (◇) 298,15 К; (◁) 303,15 К; (▷) 308,15 К; 

(⬡) 313,15 К; (☆) 318,15 К; (⬠) 323,15 К. O — точка экстремума 

(
2

60, 5 10
P

V x
x T

 
   

  
). 

 Данная концентрация соответствует потере термодинамической 

устойчивости водными растворами аддукта C60 с L-аргинином. Последний факт 

связан со сложным и иерархическим типом ассоциации аддукта в растворе, а 

именно с образованием ассоциатов второго порядка с линейными размерами 

тысяч нм (см. раздел 3.3.4.). 

 Аналогичные результаты были получены с использованием другой 

смешанной производной потенциала Гиббса: 

60 2

260

2 2

,

C L аргинин

C L аргинин

H O
H O

TT P T

G G V V V
P x x P x P P

 
 

 

       
                    

      (16), 

где µi, Vi — химический потенциал и парциальный молярный объем i-компонента. 
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Рис. 64. Концентрационная зависимость производной 
60C L аргинин

V
x  




 при (□) 278,15 К; 

(○) 283,15 К; (△) 288,15 К; (▽) 293,15 К; (◇) 298,15 К; (◁) 303,15 К; (▷) 308,15 К; 

(⬡) 313,15 К; (☆) 318,15 К; (⬠) 323,15 К. O — точка экстремума 

(
2

60, 5 10
P

V x
x T

 
   

  
). 

 Как видно из Рис. 64, зависимость   60,
/ ( )C L аргининP T

V x x     также проходит 

через минимум при 
60

65 10C L аргининx 

    . 

 На Рис. 65 представлены рассчитанные концентрационные и температурные 

зависимости коэффициента изобарного термического расширения (αP) водных 

растворов аддукта C60 с L-аргинином в интервале температур T = 283,15–323,15 К: 

1
P

PT
r


r

   
    

  
                     (17), 

где ρ — плотности водных растворов аддукта C60 с L-аргинином и T — 

абсолютная температура. 
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Рис. 65. Концентрационная зависимость коэффициента изобарного термического 

расширения (α) бинарной системы C60-L-аргинин–H2O при (□) 278,15 К; (○) 283,15 

К; (△) 288,15 К; (▽) 293,15 К; (◇) 298,15 К; (◁) 303,15 К; (▷) 308,15 К; (⬡) 313,15 

К; (☆) 318,15 К; (⬠) 323,15 К; x — мольная доля; О — точка экстремума. 

 Видно, что в интервале температур Т = 283,15–318,15 К коэффициенты 

изобарного термического расширения имеют аналогичную концентрационную 

зависимость, как и смешанные производные энергии Гиббса  
,

/
P X

V Т   и 

 
,

/
P T

V x  . 

3.3.2. Температурная зависимость вязкости водных растворов аддукта 

 Концентрационные зависимости динамической вязкости η(C) водных 

растворов аддукта C60 с L-аргинином представлены в Табл. 7 и на Рис. 66. 
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Рис. 66. Концентрационная зависимость вязкостей водных растворов аддукта C60-

L-аргинин при (□) 278,15 К; (○) 283,15 К; (△) 288,15 К; (▽) 293,15 К; (◇) 298,15 К; 

(◁) 303,15 К; (▷) 308,15 К; (⬡) 313,15 К. w — массовая доля аддукта C60 с L-

аргинином. 

 Из Рис. 66 видно, что с увеличением концентрации аддукта происходит 

увеличение вязкости, при этом максимальное увеличение (на 22 % по сравнению с 

водой) наблюдается при Т = 283,15 К при C = 40 г·дм−3. 

 Термодинамические параметры вязкости течения рассчитывались по 

уравнению Эйринга: 

expA

P

hN G
V RT

h
 

  
 

             (18), 

где η — динамическая вязкость, V — молярный объем, h — постоянная планка, NA 

— число Авогадро. 
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Табл. 7. Температурная и концентрационная зависимости вязкости (η) водных растворов аддукта C60 с L-аргинином. C — 

объёмная концентрация. 

C, г·дм−3 
η, мПа·с 

278,15 К 283,15 К 288,15 К 293,15 К 298,15 К 303,15 К 308,15 К 313,15 К 318,15 К 323,15 К 

0,25 1,525 1,312 1,143 1,006 0,895 0,802 0,725 0,659 0,604 0,556 

0,5 1,529 1,316 1,146 1,010 0,897 0,805 0,727 0,661 0,606 0,558 

1 1,539 1,324 1,154 1,017 0,904 0,810 0,732 0,666 0,609 0,561 

2,5 1,560 1,343 1,170 1,031 0,917 0,822 0,743 0,676 0,618 0,569 

5 1,610 1,386 1,208 1,063 0,946 0,850 0,767 0,697 0,635 0,582 

7,5 1,628 1,402 1,221 1,077 0,957 0,858 0,775 0,705 0,646 0,594 

10 1,651 1,423 1,238 1,090 0,969 0,869 0,785 0,713 0,653 0,599 

15 1,748 1,504 1,313 1,158 1,031 0,923 0,833 0,759 0,692 0,634 

20 1,822 1,570 1,369 1,205 1,072 0,960 0,867 0,787 0,718 0,657 

30 2,032 1,753 1,527 1,345 1,199 1,076 0,972 0,882 0,808 0,741 

40 2,274 1,902 1,653 1,456 1,292 1,157 1,043 0,947 0,865 0,791 
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 ΔH и ΔS дают структурную информацию о взаимодействии между 

растворенным веществом и растворителем. Анализ Табл. 8 указывает на 

стабильность значений ΔH и ΔS вязкого течения во всём диапазоне концентраций 

(C = 0,25–40 г·дм−3) с учётом точности численного дифференцирования [123]. 

 Положительные значения ΔH указывают на наличие специфических 

взаимодействий между молекулами аддукта и растворителя, отрицательные 

значения ΔS свидетельствуют о том, что образование активированного комплекса 

приводит к молекулярному упорядочению в растворе. При помощи 

логарифмической формы уравнения Френкеля — Андраде была рассчитана 

энергия активации вязкого течения и предэкспоненциальный множитель (Табл. 8): 

1ln ln a
S

EA
R T

h                (19), 

где AS — предэкспоненциальный множитель, Ea — энергия активации вязкого 

течения, R — универсальная газовая постоянная, T — абсолютная температура. 

 Температуры активации вязкого течения были определены согласно 

уравнению 20 (Табл. 8): 

ln
a

A
S

ET
R A


               (20). 

 Дополнительно были рассчитаны коэффициенты Вант-Гоффа для вязкости 

(γn) бинарной системы C60-L-аргинин–H2O в соответствии с уравнением 21: 

1010 1,22 0,03
T

TT T
n

T T

hh


h h



               (21), 

где γn — коэффициент Вант-Гоффа (Рис. 67). 
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Табл. 8. Концентрационные зависимости термодинамических характеристик вязкого течения: энергии активации (Ea), 

логарифма предэкспоненциального множителя (lnAS), температуры активации вязкого течения (TA), изменения энтальпии 

(ΔH) и энтропии (ΔS). C — объёмная концентрация. 

C, г·дм−3 Ea, Дж·моль−1 lnAS, мПа·с TA, К ΔH, кДж·моль−1 ΔS, Дж·моль−1·К−1 

0,25 16588,70 −6,4236 310,61 16,34 −94,17 

0,5 16660,01 −6,5227 307,21 16,44 −93,18 

1 16835,63 −6,7060 301,96 16,62 −91,60 

2,5 16732,98 −6,7044 300,19 16,47 −91,13 

5 16760,54 −6,7744 297,58 16,53 −90,69 

7,5 16678,75 −6,7538 297,03 16,52 −90,66 

10 16776,16 −6,8055 296,50 16,57 −90,69 

15 16687,06 −6,8004 295,15 16,48 −90,71 

20 16690,47 −6,8157 294,54 16,49 −90,58 

30 16686,59 −6,821 294,25 16,48 −90,54 

40 16697,48 −6,8283 294,12 16,50 −90,47 
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 Из Рис. 67 видно, что имеет место высокая стабильность коэффициентов 

Вант-Гоффа. 
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Рис. 67. Концентрационные зависимости коэффициентов Вант-Гоффа для 

вязкости (γn = 1,22 ± 0,03) бинарной системы C60-L-аргинин–H2O. (□) 
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. x — мольная 

доля аддукта C60 с L-аргинином. 

 На Рис. 68 представлены температурные зависимости динамических 

вязкостей бинарной системы C60-L-аргинин–H2O. Полученные зависимости были 

описаны с помощью трёхпараметрического уравнения Фогеля — Фулчера — 

Таммана (VFT): 

0lg ( ) lg AT
T B

h h 


            (22), 

где η0, A и B — корреляционные параметры. 



82 

 

270 280 290 300 310 320 330
0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

2,0

2,2

2,4

h
 /

 м
П

а 
с

 

 

T / K

 
Рис. 68. Температурные зависимости динамической вязкости водных растворов, 

содержащих аддукт фуллерена C60 с L-аргинином: точки — экспериментальные 

значения, сплошные линии — результаты аппроксимации по уравнению Фогеля 

— Фулчера — Таммана (уравнение 22): (□) 40 г·дм−3; (○) 30 г·дм−3; (△) 20 г·дм−3; 

(▽) 15 г·дм−3; (◇) 10 г·дм−3; (◁) 7,5 г·дм−3; (▷) 5 г·дм−3; (⬡) 2,5 г·дм−3; (☆) 0,5 

г·дм−3; (⬠) 0,25 г·дм−3; (+) вода. 

 Абсолютное среднее отклонение (AAD) и стандартное отклонение (SD) 

между экспериментальными и расчётными значениями были определены по 

уравнениям 23 и 24: 

exp, ,

1 exp,

100n
i cal i

i i

AAD
n

h h

h

  
    

   
            (23), 

 

 

1
22

exp, ,
1

n

i cal i
iSD

n p

h h


 
 

 
 

  


            (24), 

где ηexp,i и ηcal,i — экспериментальные и рассчитанные значения динамических 

вязкостей водных растворов аддукта C60 с L-аргинином; n — количество 

измерений, p — количество заданных параметров. Значения параметров 

уравнения VFT, а также значения SD и AAD представлены в Табл. 9. 
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Табл. 9. Корреляционные параметры уравнения Фогеля — Фулчера — Таммана. С — концентрация аддукта C60 с L-

аргинином в водном растворе, SD — стандартное отклонение, AAD — абсолютное среднее отклонение. 

60C L аргининC   , г·дм−3 

 0 0,25 0,5 1 2,5 5 7,5 10 15 20 30 40 

A, К 332,57 332,57 332,57 332,68 332,76 333,02 333,52 333,90 334,58 334,74 335,12 335,21 

B, К 116,51 116,51 116,51 116,94 117,21 118,18 120,07 121,57 124,23 124,90 126,44 126,70 

η0, мПа·с 0,0132 0,0132 0,0132 0,0131 0,0131 0,0129 0,0124 0,0121 0,0117 0,0121 0,0130 0,0144 

SD, мПа·с 0,003 0,003 0,004 0,004 0,004 0,006 0,006 0,008 0,010 0,011 0,011 0,008 

AAD, % 0,42 0,46 0,60 0,72 0,66 0,81 0,98 1,25 1,58 1,80 1,58 1,37 



                                                                               

84 

 

3.3.3. Рефракция водных растворов аддукта 

 Экспериментальные значения показателей преломления (nD) водных 

растворов аддукта C60 с L-аргинином в интервале температур Т = 283,15–323,15 

К представлены в Табл. 10. 

 Концентрационные зависимости удельных и молярных рефракций 

водных растворов аддукта C60 с L-аргинином были рассчитаны по уравнению 

Лоренц — Лоренца: 

r

1
2
1

2

2
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nr                  (25), 
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2
1
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2

                 (26), 

где r, R — удельная и молярная рефракция, M  — средняя молекулярная масса 

раствора: 
2 2 60 60C -L-аргинин C -L-аргининH O H OM x M x M    . В Табл. 11 представлены 

полученные удельные и молярные рефракции изученных водных растворов 

аддукта C60 с L-аргинином. 



 

 

85 

Табл. 10. Концентрационные зависимости показателя преломления (nD) водных растворов аддукта C60 с L-аргинином в 

температурном диапазоне 278,15–323,15 К. 

C, г·дм−3 
nD 

283,15 288,15 293,15 298,15 303,15 308,15 313,15 318,15 323,15 

0,06 1,33374 1,33345 1,33305 1,33256 1,33200 1,33137 1,33067 1,32992 1,32909 

0,13 1,33381 1,33351 1,33311 1,33262 1,33207 1,33144 1,33074 1,32998 1,32916 

0,25 1,33397 1,33368 1,33328 1,33278 1,33224 1,33161 1,33092 1,33014 1,32933 

0,5 1,33438 1,33410 1,33371 1,33320 1,33269 1,33199 1,33130 1,33054 1,32971 

1 1,33515 1,33489 1,33450 1,33397 1,33351 1,33275 1,33206 1,33129 1,33043 

2,5 1,33573 1,33551 1,33512 1,33460 1,33416 1,33337 1,33269 1,33192 1,33106 

5 1,33625 1,33607 1,33569 1,33519 1,33475 1,33395 1,33327 1,33251 1,33163 

10 1,33732 1,33716 1,33682 1,33635 1,33591 1,33509 1,33443 1,33366 1,33278 

15 1,33841 1,33824 1,33795 1,33754 1,33706 1,33629 1,33564 1,33487 1,33401 

20 1,34052 1,34031 1,34007 1,33983 1,33927 1,33858 1,33794 1,33718 1,33636 

30 1,34327 1,34292 1,34248 1,34197 1,34139 1,34074 1,34001 1,33921 1,33838 
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Табл. 11. Рефракционные свойства водных растворов аддукта C60 с L-аргинином 

при 298,15 К. С — объёмная концентрация, nD — показатель преломления, r и R 

— удельные и молярные рефракции водных растворов аддукта C60 с L-аргинином, 

60C -L-аргининr  и 
60C -L-аргининR  — удельные и молярные рефракции аддукта C60 с L-

аргинином. 

C, 

г·дм−3 
nD 

r, 

см3·г−1 

R, 

см3·моль−1
 

60C -L-аргининr , 

см3·г−1 
60C -L-аргининR , 

см3·моль−1 

0,25 1,33257 0,20603 3,70944 0,246 519 

0,5 1,33264 0,20604 3,71051 0,243 513 

1 1,33281 0,20606 3,71272 0,244 516 

2,5 1,33328 0,20612 3,71935 0,245 518 

5 1,33412 0,20622 3,73039 0,246 519 

7,5 1,33478 0,20632 3,74152 0,246 519 

10 1,33539 0,20641 3,75235 0,245 518 

15 1,33659 0,20659 3,77432 0,244 516 

20 1,33777 0,20675 3,79596 0,243 513 

30 1,34006 0,20705 3,83951 0,241 509 

40 1,34238 0,20737 3,88408 0,240 508 

  

Значения молярной (
60C L аргинин

R
 

) и удельной (
60C L аргинин

r
 

) рефракций аддукта C60 с 

L-аргинином (Табл. 11) были рассчитаны в соответствии с правилом аддитивности 

рефракций (уравнения 27 и 28): 

 2 2 60 60

1
100H O H O C L аргинин C L аргининr r w r w                 (27), 

 2 2 C C60 60L аргинин L аргининH O H OR R x R x
   

              (28), 

где ri, Ri — удельные и молярные рефракции i-компонента, wi, xi — массовые и 

мольные доли i-компонента. 



87 

 

 На Рис. 69 представлены значения удельных и молярных рефракций аддукта 

C60 с L-аргинином в водных растворах при Т = 298,15 К, рассчитанные с помощью 

правила аддитивности рефракций. 
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Рис. 69. Концентрационные зависимости удельной (a) и молярной (б) рефракции 

C60-L-аргинин в водном растворе при 298,15 К; x — мольная доля.  

 Кроме того, при помощи правила аддитивности Эйзенлора на основе 

данных по атомным рефракциям и инкрементам химических связей было 

рассчитано значение молярной рефракции аддукта C60 с L-аргинином: 
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2 2

3 -1
( ) ( ) ( ) ( )60 8 (3 3 8 2 2 ) 512  7 см мольadd

c c CH H N NH N NH O C O O OHR R R R R R R R R             

                                                                                                                                      (29), 

 Установлено, что расхождение в расчёте молярной рефракции связано с 

выбором спектральных линий (Ha [λ = 658,3 нм]) и Hγ [λ = 436,1 нм]). Величина 

удельной рефракции аддукта C60 с L-аргинином была рассчитана в соответствии с 

уравнением 30: 

3 1

60

 0, 242 0,03 м г
(С -L-аргинин)

add
add Rr

M
            (30). 

 Значения удельной и молярной рефракций аддукта фуллерена C60 с L-

аргинином, рассчитанные по правилу аддитивности Эйзенлора, хорошо 

согласуются с данными, рассчитанными по показателям преломления растворов. 

3.3.4. Размеры частиц в водном растворе и ζ-потенциалы 

 В Табл. 12 и на Рис. 70 представлена концентрационная зависимость 

распределения ассоциатов аддукта C60 с L-аргинином по размерам в водных 

растворах в диапазоне концентраций C = 0,001–10 г·дм−3 при Т = 298,15 К. 
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Табл. 12. Распределение ассоциатов аддукта C60 с L-аргинином по размерам в водных растворах при 298,15 К. δ0, δI, δII, 

δIII — средние диаметры мономерной молекулы и ассоциатов первого, второго и третьего порядков; N0→1, N0→2, N0→3 — 

среднее число мономерных молекул аддукта C60 с L-аргинином в ассоциатах первого, второго и третьего порядка, ζI, ζII, 

ζIII — дзета-потенциалы ассоциатов первого, второго и третьего порядка. 

C, г·дм−3 δ0, нм δI, нм δII, нм δIII, мкм N0→1·10−4 N0→2·10−5 N0→2·10−9

 ζI, мВ ζII, мВ ζIII, мВ 

0,001 — 50–70 200–300 — 0,8–2 3–7 — −30 −40 — 

0,01 — 50–70 200–300 — 0,8–2 3–7 — −30 −40 — 

0,1 — — 200–300 — — 3–7 — −30 −40 — 

0,2 — — 200–300 — — 3–7 — — −40 — 

0,3 — — 200–300 5–6 — 3–7 2–4 — −40 — 

0,4 — — 200–300 5–6 — 3–7 2–4 — −40 — 

0,5 — — 200–300 5–6 — 3–7 2–4 — −40 — 

1,0 — — 200–300 5–6 — 3–7 2–4 — −40 — 

3,0 — — 200–300 5–6 — 3–7 2–4 — −40 — 

5,0 — — 200–300 5–6 — 3–7 2–4 — −40 −60 

7,0 — — 200–300 5–6 — 3–7 2–4 — −40 −60 

10,0 — — 200–300 5–6 — 3–7 2–4 — −40 −60 
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Рис. 70. Концентрационная зависимость распределения по размерам ассоциатов 

аддукта C60 с L-аргинином в водных растворах при 298,15 К; 
60C -L-аргининC  — 

объёмная концентрация аддукта C60 с L-аргинином. 

 Анализ Табл. 12 и Рис. 70 показывает следующее: 

(1) мономерные молекулы аддукта C60 с L-аргинин с линейными размерами ⁓2 нм 

не обнаружены в диапазоне концентраций C = 0,001–10 г·дм−3; 

(2) в диапазоне концентраций C = 0,001–0,1 г·дм−3 наблюдается одновременное 

присутствие ассоциатов первого и второго порядка с линейными размерами 50–70 

нм и 200–300 нм, соответственно. Следует отметить, что образование ассоциатов 

второго порядка обуславливает потерю термодинамической устойчивости 

раствором [124]; 

(3) в диапазоне концентраций C = 0,1–0,2 г·дм−3 в растворе присутствуют 

кластеры только второго порядка с линейными размерами 200–300 нм; 

(4) в диапазоне концентраций C = 0,3–10 г·дм−3 в растворе одновременно 

присутствуют ассоциаты второго и третьего порядков с размерами 200–300 нм и 

5–6 мкм, соответственно; 

(5) с использованием уравнения 31 было вычислено среднее число мономерных 

молекул в кластерах первого (N0→1), второго (N0→2) и третьего порядка (N0→3) (см. 

Табл. 12): 
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             (31), 

где Kупак — формальный упаковочный коэффициент, соответствующий упаковке 

«малых сфер» в «большую сферу». Из-за сравнительно больших размеров и 

наличия заряда на аминокислотных остатках был выбран упаковочный 

коэффициент, соответствующий примитивной кубической ячейке (Kупак = 0,52). 

 Кроме того, с помощью уравнения Гельмгольца — Смолуховского были 

оценены значения ζ-потенциалов на основе экспериментальных значений элек-

трофоретической подвижности (см. Табл. 12 и Рис. 71). 
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Рис. 71. Концентрационные зависимости ζ-потенциалов ассоциатов аддукта C60 с 

L-аргинином первого, второго и третьего порядков в водных растворах при 298,15 

К; 
60C -L-аргининC  — объёмная концентрация. 

 Анализ концентрационной зависимости ζ-потенциалов (см. Табл. 12 и Рис. 

71) показывает следующее: 

(1) в диапазоне концентраций C = 0,001–10 г·дм−3 значения ζ-потенциалов 

отрицательны и равны –(60–20) мВ; 

(2) во всём диапазоне концентраций растворы аддукта C60 с L-аргинином являются 

электрокинетически устойчивыми;  
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(3) в концентрационном диапазоне C = 0,001–0,1 г·дм−3 распределение ζ-

потенциала включает два пика, соответствующих ассоциатам первого и второго 

порядка. В диапазоне концентраций C = 0,2–5 г·дм−3 распределение ζ-потенциалов 

включает один пик, соответствующий ассоциатам второго порядка. В свою 

очередь, в диапазоне концентраций C = 5–10 г·дм−3 на распределении ζ-

потенциала отчётливо проявляется два пика, соответствующих ассоциатам 

второго и третьего порядков (см. Табл. 12). 

(4) сравнение экспериментальных данных, представленных на Рис. 69 и 70, 

показывает несовпадение размерности ассоциатов в концентрационном диапазоне 

C = 0,1–3 г·дм−3 (см. Табл. 12). Скорее всего, это связано с тем, что под действием 

электрического потенциала заряженные частицы аддукта C60 с L-аргинином могут 

ассоциировать или диссоциировать в зависимости от соотношения поверхностных 

зарядов и степени гидратации кластеров. 

3.3.5. Растворимость 

 На Рис. 72 представлена температурная зависимость растворимости в би-

нарной системе аддукт C60 с L-аргинином–вода в интервале температур 293,15–

333,15 К. 
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Рис. 72. Температурная зависимость растворимости аддукта C60 с L-аргинином в 

воде в интервале температур 293,15–333,15 К. 

 Из представленных данных хорошо видно, что растворимость аддукта со-

ставляет от десятков до сотен граммов в литре (в зависимости от температуры), 

подобные значения растворимости хорошо согласуются с экспериментальными 
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данными, полученными для таких хорошо известных водорастворимых аддуктов 

как фуллеренолы [94], карбоксилированные фуллерены [95]. Диаграмма раство-

римости имеет сигмоидный характер. Данный тип зависимости является распро-

странённым для систем, содержащих фуллерены и их производные [95]. 

3.3.6. Описание зависимостей Т–x физических свойств 

 Температурные и концентрационные зависимости физико-химических 

свойств растворов (М) аддукта C60 с L-аргинином (плотности, вязкости и 

показателей преломления) описаны с использованием полинома второго порядка, 

M (T, x) (Рис. 73): 
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41 1
i i

i
i

i
i TbxTbxAM                     (32), 

где x — мольная доля аддукта C60 с L-аргинином, T — абсолютная температура, A, 

bi (i = 1–6) — корреляционные параметры, рассчитанные методом наименьших 

квадратов с использованием программного обеспечения Origin 9. 

 Оценка соответствия между экспериментальными и расчётными значениями 

физико-химических свойств водных растворов аддукта C60 с L-аргинином была 

проведена путём расчёта стандартного отклонения (SD) и коэффициента 

детерминации (R2) по уравнениям 33, 34: 
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            (34), 

где xcal,i и xexp,i — расчётные и экспериментальные величины, n — число 

измерений. В Табл. 13 и 14 обобщены корреляционные параметры, а также 

значения R2 и SD для T-x зависимостей плотности, вязкости и показателя 

преломления.  
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(а) 

 

(б) 

 
 

                                         (в) 

 
 

Рис. 73. Температурная и концентрационная зависимость плотности (а), вязкости 

(б) и показателя преломления (в) водных растворов аддукта C60 с L-аргинином; ρ 

— плотность раствора, η — динамическая вязкость, nD — показатель 

преломления, T — абсолютная температура, x — мольная доля. 

Экспериментальные данные представлены красными сферами, поверхности 

представляют собой данные, рассчитанные с использованием уравнения 32.
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Табл. 13. Корреляционные параметры A, bi (i = 1–6) полиномиального уравнения 32 для описания температурных и 

концентрационных зависимостей плотности (ρ), динамической вязкости (η) и показателей преломления (nD) водных 

растворов аддукта C60 с L-аргинином. R2 — коэффициент детерминации (уравнение 34). 

Свойства раствора A b1 b2 b3 b4 b5 b6 R2 

ρ, г·см−3 101,681 1,574 −8,57·10−3 1,16·10−3 −101,017 2,48·10−3 −4,57·10−6 0,9998 

η, мПa·с 2654,894 828,853 −5,052 7,58·10−3 −2616,051 −0,2338 3,57·10−4 0,9968 

nD 48,637 2,998 −0,0203 3,46·10−5 −47,412 8,26·10−4 −1,56·10−6 0,9996 
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Табл. 14. Стандартные отклонения (SD) для рассчитанных значений плотности (ρ), 

динамической вязкости (η) и показателя преломления (nD) водных растворов 

аддукта C60 с L-аргинином (уравнение 33). 

T, К 
SD 

ρ, г·cм−3 η, мПa·с nD 

278,15 0,00009 0,0033 — 

283,15 0,00008 0,0022 0,00005 

288,15 0,00005 0,0024 0,00004 

293,15 0,00006 0,0018 0,00005 

298,15 0,00004 0,0008 0,00004 

303,15 0,00004 0,0012 0,00004 

308,15 0,00006 0,0019 0,00004 

313,15 0,00008 0,002 0,00004 

318,15 0,00009 0,0015 0,00004 

323,15 0,00011 0,0025 0,00007 

 

3.4. Биосовместимость и биологическая активность аддукта лёгкого 

фуллерена C60 с L-аргинином 

3.4.1. Цитотоксичность 

 Изучение цитотоксичности аддукта проводили с помощью реагента МТТ (3-

(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия бромид) на клеточной линии 

HEK293 (клетки почки эмбриона человека). В результате взаимодействия реагента 

МТТ с НАД(Ф)Н-зависимыми клеточными оксидоредуктазами образуется 

окрашенный продукт — формазан, с максимумом поглощения при длине волны 

540 нм, содержание которого пропорционально количеству жизнеспособных 

клеток (Рис. 74). 
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Рис. 74. Схема реакции восстановления тетразолиевого красителя МТТ. 

 Было установлено, что аддукт C60 с L-аргинином в концентрационном 

диапазоне 1–200 мкМ не вызывал снижение жизнеспособности клеток и не 

оказывал токсического действия на клетки линии НЕК293 (Рис. 75). 
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Рис. 75. Зависимость жизнеспособности клеточной линии (HEK293) от 

концентрации аддукта C60 с L-аргинином. С — молярная концентрация аддукта. 

3.4.2. Генотоксичность 

 ДНК-повреждающее действие аддукта C60 с L-аргинином было изучено на 

клетках моноцитов периферической крови человека. Средние значения 

содержания ДНК в хвосте комет (%), длины хвоста и хвостового момента комет 

представлены в Табл. 15. 
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Табл. 15. Концентрационная зависимость генотоксичности аддукта C60 с L-аргинином. 

Изучаемая 

характеристика 

Контроль (фосфатный 

буфер) 

Амплитуда, % 

C(H2O2), мкМ C(C60-L-аргинин), мкМ 

100,0 10,0 50,0 75,0 100,0 

%ДНК хвоста 3,3 ± 0,4 89,1 ± 6,7* 3,4 ± 0,3 4,7 ± 1,4 2,5 ± 0,5 5,6 ± 1,2 

Длина хвоста, мкМ 14,0 ± 3,0 492,8 ± 20,6* 9,5 ± 2,3 16,1 ± 3,2 11,0 ± 2,2 19,1 ± 2,9 

Хвостовой момент 0,50 ± 0,01 43,1 ± 1,4* 0,30 ± 0,01 0,80 ± 0,04 0,30 ± 0,01 1,07 ± 0,03 
*p < 0,05 по сравнению с контролем. 
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 Было установлено, что количество повреждений ДНК моноцитов 

периферической крови человека в присутствии H2O2 значительно больше, чем в 

контрольных клетках, инкубированных в фосфатном буфере. Аддукт C60 с L-

аргинином в диапазоне концентраций 10–100 мкМ не оказывал генотоксического 

влияния на ДНК моноцитов периферической крови человека. В качестве примера 

на Рис. 76 представлены фотографии ДНК-комет, полученные при инкубации 

клеток в присутствии H2O2, фосфатного буфера и аддукта C60 с L-аргинином. 

(а) (б) (в) 

   
Рис. 76. ДНК кометы после электрофореза в микрогеле клеток: (а) — 

положительный контроль (H2O2), (б) — отрицательный контроль (фосфатный 

буфер), (в) — аддукт C60 с L-аргинином (C = 100 мкМ). 

3.4.3. Cвязывание с ЧСА 

 На Рис. 77 представлена зависимость теплового эффекта реакции 

взаимодействия аддукта фуллерена C60 с L-аргинином с ЧСА при 298,15 К в 

зависимости от объёма титранта. 
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Рис. 77. Зависимость теплового эффекта реакции взаимодействия аддукта 

фуллерена C60 с L-аргинином с ЧСА при 298,15 К. ΔH — тепловой эффект 

реакции, 
60С -L-аргининV  — объём титранта. 

 На основе полученных экспериментальных данных были рассчитаны 

параметры взаимодействия аддукта фуллерена C60 с L-аргинином с ЧСА на основе 

термодинамической модели независимого связывания [125]. Полученное значение 

стехиометрии взаимодействия показывает, что в точке эквивалентности на 1 моль 

титруемого вещества (ЧСА) приходится 0,7 моль титранта (аддукта) (Табл. 16). 

Данный факт можно объяснить особенностями структуры изучаемого белка, а 

именно недоступностью некоторых сайтов связывания в силу стерического 

фактора. Рассчитанная константа связывания ЧСА c аддуктом (Ка = 6,0·105 М−1) 

находятся в эффективном диапазоне 104–105 моль·дм−3, необходимом для 

выполнения альбумином транспортной функции в кровотоке. В свою очередь, при 

меньших значениях константы связывания комплексы будут недостаточно прочны, 

а при больших будет происходить необратимое связывание и аддукт не будет 

высвобождаться из комплекса с ЧСА [126]. 

 

 

 



101 

 

Табл. 16. Термодинамические характеристики взаимодействия аддукта C60 с L-

аргинином с ЧСA при 298,15 К. Kd — константа диссоциации, Ka — константа 

связывания, n — стехиометрический коэффициент, ΔH, ΔS, ΔG — изменение 

энтальпии, энтропии и энергии Гиббса в реакции взаимодействия аддукта с ЧСА, 

T — абсолютная температура. 

Kd, M−1 n 
ΔH, 

кДж·моль−1 

ΔS, 

Дж·моль−1·К−1 

ΔG, 

кДж·моль−1 

−TΔS, 

кДж·моль−1 

Ka, 

M−1 

1,7·10−6 0,7 ± 0,07 −85,3 ± 8,5 −175 ± 17,5 −33,0 ± 3,3 −52,3 ± 5,2 6,0·105 

 Из представленных значений термодинамических параметров (Табл. 16) 

видно, что взаимодействие аддукта с ЧСА является экзотермическим процессом. 

Отрицательные значения ΔH и ΔS являются типичными при образовании 

водородных связей, поэтому, связывание аддукта с ЧСА происходит за счёт 

аргининовых остатков фуллеренового аддукта. 

3.4.4. Антирадикальная активность 

 На Рис. 78 показан предполагаемый механизм реакции взаимодействия 

аддукта C60 с L-аргинином с ДФПГ. 
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(а) 

 
(б) 

 
Рис. 78. Предполагаемый механизм взаимодействия аддукта фуллерена C60 с L-

аргинином с ДФПГ: (a) передача водорода радикалу ДФПГ (быстрая стадия) и (б) 

нуклеофильная атака C=C связи (медленная стадия). 

 Для количественной оценки скорости реакции между аддуктом C60 с L-

аргинином и ДФПГ была использована модель псевдопервого порядка [127]: 

kt
AA
AA t 









0

ln              (35), 

где A∞, At и A0 — оптические плотности раствора спустя «бесконечность» (через 

шесть дней после начала эксперимента), в момент времени t и в начальный 

момент времени, соответственно. Кинетическая зависимость реакции 

восстановления радикала ДФПГ аддуктом C60 с L-аргинином представлена на Рис. 

79. 
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Рис. 79. Кинетическая зависимость реакции восстановления радикала ДФПГ 

аддуктом фуллерена. 

 При помощи уравнения 35 были рассчитаны константы скоростей для двух 

стадий реакции взаимодействия ДФПГ с аддуктом C60 с L-аргинином: k1 = 0,0151 

мин−1 (быстрая стадия) и k2 = 0,0038 мин−1 (медленная стадия). 

 Анализ литературы [127] показал, что для фуллерена C60 (концентрация 100 

мкМ) константа скорости составляет k2 = 0,0007 мин−1, для C60(OH)30 k1 = 0,0063 

мин−1 и k2 = 0,0014 мин−1. Кроме того, установлено, что рассчитанные константы 

скоростей реакции сопоставимы со значения констант скоростей первой и второй 

стадий для других аддуктов фуллеренов с аминокислотами (Табл. 17). 

Табл. 17. Значения констант скорости восстановления ДФПГ водорастворимыми 

аддуктами лёгких фуллеренов с аминокислотами. 

Соединение k1, мин−1 k2, мин−1 

C60-L-аргинин 0,0151 0,0038 

C70-L-лизин [128] 0,0313 0,00238 

C70-L-треонин [128] 0,0112 0,00127 

C60-глицин [129] 0,0352 0,00112 

C60-L-гидроксипролин [129] 0,0835 0,00131 

C60-L-метионин [129] 0,0301 0,00112 

C60-L-цистеин [129] 0,0931 0,00105 
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Также была рассчитана доля восстановленного радикала (ДВР) по формуле: 
( )

100%ДФПГ образец

ДФПГ

A A
ДВР

A


 

           (36), 

где AДФПГ= 0,302, Aобразец — оптические плотности растворов ДФПГ через час 

после начала измерений в отсутствии и в присутствии антиоксиданта (аскорбат 

натрия и C60-L-аргинин), соответственно. В результате были получены следующие 

величины ДВР: ДВР (C60-L-аргинин) = 64,2 %, ДВР (аскорбат натрия) = 86,8 %. 

Кроме этого, для аддукта была рассчитана величина антиоксидантной 

эффективности (АЕ) по формуле: 

5050

1

ECTEC
AE


              (37). 

где EC50 — количество антиоксиданта, необходимое для восстановления 

половины радикалов, 
50ECT  — время восстановления половины радикалов. 

 Расчёты показали, что величина AE для аддукта составляет 2,39 л·моль−1·с−1 

(
50ECT  = 4189 с, EC50 = 100 мкМ). Согласно литературным данным [130], для 

синтетического промышленного антиоксиданта ионола величина AE составляет 

0,58 л·моль−1·с−1 (
50ECT  =2100 с, EC50 = 82 мкМ). Из полученных данных следует, 

что аддукт обладает выраженными антирадикальными свойствами. 
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Глава 4. Основные результаты и выводы 

1. Разработан новый метод получения водорастворимого аддукта фуллерена C60 с 

L-аргинином, позволяющий получить конечный продукт с выходом более 90 %. 

Полученное соединение было идентифицировано с использованием комплекса 

физико-химических методов анализа:13C ЯМР-, ИК-спектроскопия, термограви-

метрический анализ, элементный анализ и ВЭЖХ. 

2. Изучены термодинамические свойства аддукта фуллерена C60 с L-аргинином в 

широком интервале температур T = 13–326 К методом адиабатической вакуумной 

калориметрии. Установлено, что в изученном интервале температур не 

наблюдаются фазовых переходов; на основании экспериментальных данных по 

температурной зависимости изобарной теплоёмкости были рассчитаны 

стандартные термодинамические функции Sm°(T), [Hm°(T) − Hm°(0)] и [Φm°(T) − 

Φm°(0)]. 

3. Проведено исследование физико-химических свойств водных растворов аддук-

та фуллерена C60 с L-аргинином: изучены плотности, вязкости, показатели пре-

ломления, распределение частиц по размерам и ζ-потенциалы. Установлено, что 

аддукт фуллерена C60 с L-аргинином имеет большие отрицательные значения пар-

циальных молярных объёмов в водных растворах, что свидетельствует о сильном 

структурировании растворов. Показано, что водные растворы аддукта ассоцииро-

ваны и размер ассоциатов варьируется от 50 нм до 6 мкм в зависимости от кон-

центрации. 

4. Исследована биосовместимость аддукта фуллерена C60 с L-аргинином. 

Показано, что аддукт связывается с ЧСА и не проявляет цито- и генотоксичности. 

5. Изучено взаимодействие аддукта фуллерена C60 с L-аргинином со стабильным 

радикалом ДФПГ. Установлено, что аддукт обладает антирадикальной активно-

стью, которая сопоставима с антирадикальной активностью промышленного ан-

тиоксиданта ионола. 
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Перечень сокращений 

АЕ — антиоксидантная эффективность 

АСМ — атомно-силовая микроскопия 

АФК — активные формы кислорода 

БСА — бычий сывороточный альбумин 

ВПГ — вирус простого герпеса 

ВЭЖХ — высокоэффективная жидкостная хроматография 

ДВР — доля восстановленного радикала 

ДМСО — диметилсульфоксид 

НАД(Ф)Н — никотинамид-β-адениндинуклеотидфосфат 

Пептид Т — синтетически полученный белок на основе белка gp 120 вируса ВИЧ 

1, способный связываться с CD4 рецепторами Т-лимфоцитов 

Пептид Т(4–8) — пентапептидный аналог в V2-области белка gp120, который 

блокирует вирусную активность ВИЧ (последовательностью аминокислот Thr-

Thr-Asn-Tyr-Thr) 

ЦВ — циклическая вольтамперометрия 

ЦМВИ — цитомегаловирусная инфекция 

ЦПД — цитопатическое действие 

ЧСА — человеческий сывороточный альбумин 

Aib — α-аминоизомасляная кислота 

А172 — клеточная линия глиобластомы человека  

А549 — клеточная линия карциномы лёгкого человека  

Boc — трет-бутилоксикарбонильная группа 

CAT — каталаза 

СD4 — кластер дифференцировки 

COP — C60-пептид 

CP/MAS — кросс-поляризационная последовательность возбуждающих 

импульсов  

Cys3 — цистатион гамма-лиаза 

DCC/HOBt — N,N’-дициклогексилкарбодиимид/1-гидроксибензотриазол 
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DFT — теория функционала плотности (Density Functional Theory) 

DFT-MD — метод молекулярной динамики на основе теории функционала 

плотности 

DiGln — диглюкуронид 

DMAP — 4-диметиламинопиридин 

DMEM — модифицированная среда Дульбекко Eagle Medium 

DMol3 — метод DFT, реализованный с использованием атомных волновых 

функций с применением модели PCM 

Fab — фрагмент связывания антигена 

FBO — определение порядков связей для «нечётких» атомов 

Fgu — фуллеропирролидиноглутаминовая кислота 

Fmoc — флуоренилметилоксикарбонильная группа 

Fmoc-Cl — 9-флуоренилметилхлорформиат 

FOX — каталитическое окисление железа 

Fpr — 3,4-фуллеропролин 

GlcNac — N-ацетилглюкозамин 

GluEg — модифицированная этиленгликолем боковая цепь глутаминовой кислоты 

GSH-Px — глутатионпероксидаза 

HEPES — (4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфоновая кислота) 

HEWL — лизоцим, выделенный из яичного белка курицы 

HF — метод Хартри-Фока (Hartree–Fock method) 

HMP — п-бензилоксибензиловый спирт 

HSA — человеческий сывороточный альбумин  

HaCaT — клеточная линия иммортализованных клеток кожи человека 

HEK 293 — клетки почки эмбриона человека  

HeLa — клеточная линия аденокарциномы шейки матки человека  

Hyp — гидроксипролин 

IC50 — концентрация полумаксимального ингибирования 

Lm8 — линия опухолевых клеток остеогенной саркомы мыши 

MT-4 — лимфобластоидные клетки человека 
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MurNac — N-ацетилмураминовая кислота 

MWCO — предельные отсечения по молекулярной массе 

NADH — восстановленный никотинамидадениндинуклеотид 

Nle — норлейцин 

PAL — пептидный амидный линкер 

PBE — функционал Пердью — Бёрка — Эрнцерхофа 

Pbf — 2,2,4,6,7-пентаметилдигидробензофуран-5-сульфонил 

PCM — модель поляризуемого континуума  

РС12 — клеточная линия феохромоцитомы крысы 

PEKC — клетки почки эмбриона свиньи 

PEG — полиэтиленгликоль 

Phl — фенилаланинол 

Pmc — 2,2,5,7,8-пентаметилхроман-6-сульфонил 

POEPOP — полиоксиэтиленполиоксипропилен 

PS — полистирол  

[Ru(bpy)3]2+ — рутений-трис(2,2’-бипиридил) 

SMMC-7721 — клеточная линия гепатокарциномы человека 

TFA — трифторуксусная кислота 

TEMPO — (2,2,6,6-тетраметилпиперидин-1-ил)оксил 

TG — термогравиметрия 

TOAC — 2,2,6,6-тетраметил-N-оксил-4-амино-4-карбоновая кислота 

VFT — уравнение Фогеля — Фулчера — Таммана 
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исследования. Особую благодарность выражаю доктору химических наук, 

профессору, заведующему кафедрой химии твёрдого тела Мурину Игорю 

Васильевичу за помощь в организации диссертационного исследования на 

кафедре и сотрудникам кафедры химии твёрдого тела. 

 Идентификация и изучение физико-химических свойств аддукта фуллерена 

C60 с L-аргинином были проведены с использованием оборудования ресурсных 

центров «Инновационные технологии композитных наноматериалов», «Магнитно-

резонансные методы исследования», «Методы анализа состава вещества», 

«Термогравиметрические и калориметрические методы исследования», Научного 

парка СПбГУ и Центра коллективного пользования научным оборудованием 

«Новые материалы и ресурсосберегающие технологии» ННГУ им. Н. И. 

Лобачевского. Проведение биомедицинских исследований осуществлялось на базе 

кафедры общей и биоорганической химии и лаборатории биомедицинского 

материаловедения ПСПбГМУ им. И. П. Павлова Минздрава России. 
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