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Методом ЭПР и спиновых зондов изучены некоторые особенности структуры 
детонационных алмазов (ДНА), антиоксидантные свойства и влияние наночастиц ДНА 
на микровязкость мембран эритроцитов крыс. Показано, что при концентрации ДНА в 
водной суспензии, равной 1 мг/мл происходит частичная агломерация частиц ДНА, 
которая исчезает при разведении суспензии. По спектрам ЭПР (восстановлению 
спинового зонда ТЕМПОЛ) установлено изменение антиоксидантной активности 
исследуемых ДНА со временем, что позволяет использовать метод ЭПР для быстрого 
тестирования образцов ДНА различных фирм-производителей. Расчет параметров 
спектров ЭПР показал, что присутствие в суспензии эритроцитов в концентрации 25 
мкг/мл ДНА не влияет на время корреляции зонда в мембране в пределах ошибки 
эксперимента, а, соответственно, и на микровязкость мембран эритроцитов, что 
указывает на низкую цитотоксичность ДНА при этих концентрациях. 
 

Ключевые слова: спиновый зонд, детонационные наноалмазы, электронный парамаг-
нитный резонанс, парамагнитные центры, свободнорадикальные процессы, микровяз-
кость мембран, биодоступность 
 
Введение 

В последние годы в качестве носителей лекарственных веществ (ЛВ) стали 
применяться детонационные наноалмазы (ДНА). Ранее были разработаны технологии, 
обеспечивающие высокую коллоидную устойчивость наноалмазов в водных суспензиях, 
включая их стерилизацию. Это открыло новые возможности для использования наноалма-
зов в качестве адресных носителей фармацевтических субстанций [1 – 5]. 

Применение не биодеградируемых наночастиц в медицинских целях предполагает 
необходимость изучения их межорганного распределения и накопления после введения в 
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организм и возможности последующей элиминации из организма. В случае наноалмазов 
для изучения этих аспектов может быть использован метод электронного парамагнитного 
резонанса (ЭПР). Данный метод обладает высокой чувствительностью и позволяет 
выявлять наночастицы, имеющие парамагнитные центры. Известно, что парамагнитные 
центры есть в наноалмазах взрывного синтеза [6, 7]. Преимущества метода ЭПР состоят в 
возможности детектировать наноалмазы без их дополнительной маркировки, например, 
флуоресцентными или радиоактивными метками. В модельных экспериментах in vitro 
показана  возможность детектирования наноалмазов в биоматериалах методом ЭПР [8, 9]. 
В работе [8] методом ЭПР диагностировали влияние элементоорганических соединений 
бора и фосфора, содержащихся во взрывчатом веществе, на парамагнитные свойства 
детонационных наноалмазов. Показано, что допирование (внедрение) бора и фосфора в 
кристаллическую решетку ДНА приводит к сужению собственного синглета ДНА. 

Методом ЭПР-спектроскопии исследовано распределение модифицированных 
наноалмазов (МНА) взрывного синтеза в органах и тканях мышей после внутривенного 
введения. Показано, что ДНА, введенные в хвостовую вену животных, через 2,5 ч 
аккумулируются преимущественно в легких и печени. В почках и сердце животных 
обнаруживается значительно меньшее (на 1 – 1,5 порядка) количество ДНА. Полученные 
результаты открывают перспективы для применения метода ЭПР в изучении 
распределения, накопления и элиминации наноалмазов взрывного синтеза при их 
внутривенном введении экспериментальным животным [10]. Установлено, что суспензии 
ДНА с концентрацией <0,1 г/л (меньше 100 мкг/мл) практически не влияют на 
жизнеспособность клеток нейтрофилов; что частица ДНА, взаимодействуя с живой 
иммунной клеткой (нейтрофилом человека), проникает внутрь клетки посредством 
фагоцитоза и трансмембранной диффузии. Алмазы не токсичны, не являются 
канцерогенами и не вызывают мутации генов, они не растворяются в биологических 
жидкостях. Биологическая активность ДНА еще недостаточно изучена. 

Кристаллы ДНА обладают химически пассивным ядром классического алмаза 
почти круглой или овальной формы и достаточно химически активной поверхностной 
«бахромой» из не опасных для живого организма функциональных групп, придающих 
поверхности гидрофильные свойства. Кроме того, каждый кристалл ДНА имеет большое 
число неспаренных электронов и, по сути, представляет множественный радикал. 
Наноалмазы относятся к принципиально новым противоопухолевым препаратам. Их 
можно рассматривать как полифункциональные надмолекулярные структуры с 
полярными группами ОН, NН2, С(О)NН2, обусловливающими их антиоксидантную 
активность и способность участвовать в свободнорадикальных процессах в живых 
клетках. Множество функциональных групп на поверхности частиц ДНА может 
обеспечивать как дополнительное генерирование, так и обезвреживание избыточных 
радикалов в метаболических процессах, стать основой их противоопухолевого действия. В 
то же время, в ряде работ получены доказательства физико-химической и биологической 
неэквивалентности промышленных марок ДНА компаний-производителей «PlasmaChem» 
(ФРГ), «Adamas nanotechnologies» (США), ЗАО «Алмазный центр» (РФ) [1, 3, 5, 11], что, 
возможно, связано с разным составом полярных химически активных групп, антиокси-
дантной активностью и разным количеством парамагнитных центров на поверхности 
частиц ДНА разных компаний-производителей ДНА. 

Целью работы явилось изучение особенностей структуры поверхности ДНА 
методом ЭПР, а также исследование влияния ДНА на микровязкость мембран эритроци-
тов крысы методом спиновых зондов. Микровязкость мембран клеток является важным 
параметром мембран клеток, так как ферментативная активность мембранных ферментов, 
структура и функционирование ионных каналов в мембране, проницаемость мембран, 
биодоступность лекарственных веществ, скорость прохождения нервного импульса в 
нейронах напрямую зависят от микровязкости мембран клеток. 
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Материалы и методы исследований 
В работе использован метод спиновых зондов, который давно успешно приме-

няется в молекулярной биологии, фармакологии и медико-биологических исследованиях. 
Метод спиновых зондов и меток по спектрам электронного парамагнитного резонанса 
(ЭПР) стабильного нитроксильного радикала (зонда), вводимого в биообъект, позволяет 
судить о микровязкости и полярности микроокружения зонда, конформационных 
изменениях в белках и мембранах, текучести липидов мембран и целостности мембран 
клеток, митохондриальной активности различных тканей, сродстве веществ и ЛВ к 
мембранам и белкам, топографии больших и сложных ферментов [12, 13]. В работе по 
спектрам ЭПР нитроксильных радикалов на основе пальмитиновой кислоты (что 
позволяет им внедриться в липофильный слой мембран эритроцитов) оценивали время 
корреляции броуновской вращательной диффузии зондов в мембранах клеток. Для 
изучения микровязкости мембран эритроцитов в присутствии растворителей и полимеров 
был выбран спиновый зонд 2 на основе пальмитиновой кислоты. Зонд 2 – нитроксильный 
радикал 4-(N,N-диметил-N-гексадециламмонио)-ТЕМПО – содержит в своём составе 
четвертичный аммониевый фрагмент, благодаря чему может рассматриваться как 
ионогенное ПАВ. 
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Рис. 1. Спиновые зонды 1 и 2. 

Для изучения антиоксидантной активности водной взвеси ДНА использовали водо-
растворимый спиновый зонд 1  ТЕМПОЛ, который восстанавливается до гидроксиламина 
в присутствии в среде доноров электронов – сигнал ЭПР исчезает по экспоненте [14]. Зонд 
2 синтезирован по схеме [15, 16]. Введение зонда 2 в водную взвесь эритроцитов осущес-
твляли добавлением концентрированного раствора зонда в ДМСО таким образом, чтобы 
конечная концентрация ДМСО во взвеси эритроцитов была в пределах 0,5 – 1%. Регис-
трацию спектров ЭПР осуществляли на радиоспектрометре «ESR Spectrometer CMS8400». 
Оценка микровязкости мембран эритроцитов проводилась на основе обработки интенсив-
ности и ширины линий триплета ЭПР-спектров нитроксильных радикалов – спинового 
зонда 2, находящегося в липидном бислое мембран эритроцитов [12, 13]. Для расчета 
времени корреляции броуновской вращательной диффузии зонда ( ) используются такие 
характеристики спектров: ширина центральной компоненты (∆H0), интенсивности 
компонентов спектра ЭПР ( 110 ,,  hhh ) с магнитным квантовым числом ядра 
14N )1,1,0( M , изотропная константа расщепления ( изоA ). Базовым уравнением для 

оценки вязкости любых сред является уравнение Стокса – Эйнштейна 

34 / 3c Ba k T    ,                                                                  (1) 

где с – время корреляции спинового зонда (время, за которое спиновый зонд повора-
чивается на 1 радиан, 570),   – вязкость среды, a  – эффективный радиус спинового зонда, 
определяемый по спектрам ЭПР [12, 13]; 
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1/с (+1) = 2·108 / (h0/h+1)
1/2 – 1)] ∆H0 с

-1,          (2 а) 

1/с (-1) = 3,6·109 / (h0/h-1)
1/2 – 1)] ∆H0 с

-1,         (2 б) 

          с (+1/-1) = 6,65·10-10 ((h+1/h-1)
1/2 – 1)] ∆H+1 с

-1.        (2 в) 

Для тонкой оценки структуры ДНА использовали параметр анизотропии спектров 
ЭПР зондов в липидах мембран  .  В работе [12] рассмотрено влияние анизотропии 
тензора вращательной диффузии нитроксильных радикалов (спиновых зондов) на пара-
метры их спектров ЭПР. Теория спектров ЭПР связывает экспериментальный параметр 
анизотропии спектров ( ) с величиной анизотропии вращательной диффузии радикала. 
Анизотропия спектров ЭПР определяется из спектров ЭПР согласно следующей формуле: 

 

)]1)//[()]1)/[( 2/1
10

2/1
10   hhhh  

 

Эритроциты крыс для исследований получали из крови крыс самцов трехкратной 
отмывкой физиологическим раствором (0,89 % хлорид натрия), приготовленном на 
натрий-фосфатном буфере (5 ммоль/л), pH 7,2 – 7,4 путем центрифугирования при 3000 
об/мин в течение 20 мин [15, 16]. Детонационные наноалмазы УДА-Ф9 со средним 
размером агрегатов около 20 нм произведены в г. Бийск. 

 
Результаты и обсуждение 

На рис. 2. представлен спектр ЭПР ДНА, который, как описано в литературе, 
является синглетом с шириной линии ∆H0 около 10 Гс. Синглет изучаемого НДА имеет 
ширину 7,61 Гс. Для разных образцов ДНА ширина синглета ДНА колеблется около 10 Гс 
[5, 8, 16, 18], причем допирование (внедрение) в кристаллическую решетку ДНА атомов 
других элементов, например бора или фосфора, приводит к сужению синглета ДНА [8]. 
Возможно, в изучаемых частицах ДНА такой эффект присутствует или свободные 
радикалы в парамагнитных центрах находятся на близких расстояниях и при обменном 
взаимодействии синглет сужается. Наличие синглета свидетельствует об обменном 
взаимодействии между свободными радикалами парамагнитных центров на поверхности 
ДНА или слипании частиц ДНА (концентрация ДНА в водной взвеси 1 мг/мл), когда 
расстояние между свободными радикалами очень близкое, в пределах 3 – 5 Å. Добавление 
во взвесь ДНА 0,1 мл парамагнитного уширителя феррицианида калия с конечной 
концентрацией феррицианида во взвеси ДНА равной 0,1 М/л приводило к небольшому 
уширению синглета с 7,6 Гс до 8,0 гс, т.е. ∆H0 = 0,4 Гс. Это свидетельствует о небольшой 
доступности воды к свободным радикалам, возможно, парамагнитные центры ДНА 
находятся в прилегающих к поверхности наночастицы областях. 

Для исключения фактора слипания частиц ДНА при концентрации 1 мг/мл водную 
взвесь ДНА разбавляли водой в 10 раз. Этот спектр ЭПР представлен на рис. 3 и демон-
стрирует наличие синглета небольшой интенсивности (разбавление). Сохраняются также 
другие низкопольные и высокопольные сопутстующие линии ЭПР, которые 
присутствовали в спектре исходной, неразбавленной водной взвеси ДНА. Однако ширина 
синглета ∆H0 ДНА после разбавления составила 10,6 Гс, что ближе к литературным 
данным, т.е. фактор слипания в исходной взвеси ДНА все-таки присутствует. Возможно, 
при разбавлении исходной взвеси агломераты ДНА разрушаются, сужение синглета 
вследствие обменного уширения пропадает и оставшиеся наночастицы демонстрируют 
немного уширенный синглет вследствие диполь-дипольного уширения свободных 
радикалов в парамагнитном центре. На рис. 4 представлен спектр ЭПР водной взвеси ДНА 
разбавленной водой еще в 2 раза (концентрация взвеси ДНА равна 50 мкг/мл). 
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Рис. 2. Собственный спектр ЭПР 
водной взвеси изучаемых 
ДНА при концентрации 
частиц 1 мг/мл. 

 

 

Рис. 3. Собственный спектр ЭПР 
водной взвеси ДНА (1 мг/мл) 
после добавления 0,1 мл 
парамагнитного уширителя 
феррицианида калия (1 м/л). 

 

Анализ спектров ЭПР, представленных на рис. 5 и 6, показывает, что инкубация 
зонда ТЕМПОЛ с исходной взвесью ДНА в течение 1 ч приводит к уменьшению 
интенсивности синглета ДНА в 1,42 раза: интенсивность синглета снижается со 100% до 
71,4 %. Это свидетельствует о значительной антиоксидантной активности изучаемого 
НДА и демонстрирует возможность метода ЭПР быстро количественно определять 
различие в антиоксидантной активности образцов ДНА различных фирм-производителей 
ДНА. 

 

 

Рис. 4. Собственный спектр ЭПР 
водной взвеси НА, 
разбавленной в 10 раз 
(концентрация ДНА 100 
мкг/мл). 

 

Анализ данных, приведенных в таблице, показал, что в течение 1 ч заметно (на 
34%) снижается параметр анизотропии спектров ЭПР зонда ТЕМПОЛ. Это 
свидетельствует о существенном изменении предпочтительной оси вращательной 
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диффузии зонда во взвеси ДНА, что предполагает взаимодействие зонда с поверхностью 
наночастиц ДНА. 

 

 

Рис. 5. Собственный спектр ЭПР 
водной взвеси ДНА с 
концентрацией частиц 
50 мкг/мл. 

 

 

Рис. 6. Спектр ЭПР 
водорастворимого спинового 
зонда ТЕМПОЛ в исходной 
водной взвеси ДНА (1 мг/мл). 

 

Таблица. Изменение параметров спектра ЭПР зонда ТЕМПОЛ в водной взвеси ДНА в 
течение 1 ч 

 

Образец Аизо (гс) τ+1, с 1010 τ-1, с 1010 τ+/-1, с 1010 ε 
Форма  
спектра 

Темпол 17,21 0,59 0,03 -0,01 1,08 Триплет 
Темпол через 1 ч 17,19 0,44 0,03 0,02 0,71 Триплет 
 

На рис. 7 и 8 представлены спектры ЭПР липофильного зонда 2 в мембранах 
эритроцитов в отсутствие и в присутствии ДНА. Время корреляции для исходного спектра 
ЭПР составило τ+-1·109  = 6,05 ± 0,5 с. Расчет параметров ЭПР этих спектров показал, что 
присутствие во взвеси эритроцитов 25 мкг/мл ДНА не влияет на время корреляции зонда в 
мембране в пределах ошибки эксперимента, а следовательно, и на микровязкость мембран 
эритроцитов. Это совпадает с результатами других исследователей о том, что ДНА в 
концентрации меньше 100 мкг/мл не влияют на выживаемость нейтрофилов человека [1]. 
Возможно эта концентрация ДНА не является цитотоксичной для эритроцитов. 
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Рис. 7. Сектр ЭПР зонда 2 
в мембране 
эритроцитов. 

 

 

Рис. 8. Спектр ЭПР 
спинового зонда 2 
в присутствии 
НДА (25 мкг/мл). 

 

Выводы 
Методом ЭПР и спиновых зондов изучены некоторые особенности структуры НДА, 

антиоксидантные свойства и влияние наночастиц НДА на микровязкость мембран 
эритроцитов крысы. Показано, что при концентрации ДНА в водной взвеси равной 
1 мг/мл происходит частичная агломерация частиц ДНА, которая исчезает при 
разбавлении взвеси. По спектрам ЭПР (восстановлению спинового зонда ТЕМПОЛ) 
установлена антиоксидантная активность изучаемых ДНА со временем, что позволяет 
использовать метод ЭПР для быстрого тестирования образцов ДНА разных фирм-
производителей. Введение ДНА во взвесь эритроцитов в концентрации 25 мкг/мл не 
приводит к существенным изменениям в микровязкости мембран эритроцитов, что 
указывает на низкую цитотоксичность ДНА при этих концентрациях. 
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ВИВЧЕННЯ СТРУКТУРИ НАНОАЛМАЗІВ І ЇХ ВПЛИВУ НА 
МІКРОВ'ЯЗКІСТЬ МЕМБРАН ЕРИТРОЦИТІВ ЩУРІВ 

МЕТОДОМ СПІНОВИХ ЗОНДІВ 
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Методом ЕПР і спінових зондів вивчені деякі особливості структури ДНА, 

антиоксидантні властивості і вплив наночастинок ДНА на мікров'язкість мембран 
еритроцитів щурів. Показано, що при концентрації ДНА в водній суспензії, яка дорівнює 1 
мг/мл відбувається часткова агломерація частинок ДНА, яка зникає при розведенні 
суспензії. За спектрами ЕПР (відновленню спінового зонда ТЕМПОЛ) встановлено зміну 
антиоксидантної активності досліджуваних ДНА з часом, що дозволяє використовувати 
метод ЕПР для швидкого тестування зразків ДНА різних фірм-виробників. Розрахунок 
параметрів спектрів ЕПР показав, що присутність у суспензії еритроцитів 25 мкг/мл 
ДНА не впливає на час кореляції зонда в мембрані в межах помилки експерименту, а, 
відповідно, і на мікров'язкість мембран еритроцитів. Введення ДНА в суспензію 
еритроцитів в концентрації 25 мкг/мл не призводить до суттєвих змін в мікров'язкості 
мембран еритроцитів, що вказує на низьку цитотоксичність ДНА при цих концентраціях. 

 
Ключові слова: спіновий зонд, детонаційні наноалмази, електронний парамагнітний 
резонанс, парамагнітні центри, вільнорадикальні процеси, мікров'язкість мембран, 
біодоступність 
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Some features of the NDA structure, antioxidant properties, and the effect of NDA 
nanoparticles on the microviscosity of rat erythrocyte membranes were studied using the EPR 
method and spin probes. It is shown that when the concentration of DND in a water suspension 
equal to 1 mg/ml, partial agglomeration of DND particles occurs, which disappears when the 
suspension is diluted. The EPR spectra (recovery of the TEMPOL spin probe) revealed a change 
in the antioxidant activity of the studied DND with time, which allows the use of the EPR method 
for rapid testing of DND samples from different manufacturers. The calculation of the 
parameters of the EPR spectra showed that the presence of 25 µg/ml of DND in a suspension of 
red blood cells does not affect the correlation time of the probe in the membrane within the 
experimental error, and consequently, the microviscosity of the red blood cell membranes. The 
introduction of DND into a suspension of erythrocytes at a concentration of 25 μg/ml does not 
lead to significant changes in the microviscosity of erythrocyte membranes, which indicates a 
low cytotoxicity of DND at these concentrations. 

 
Keywords: spin probe, detonation nanodiamonds, electron paramagnetic resonance, 
paramagnetic centers, free radical processes, membrane microviscosity, bioavailability 

 


