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Резюме. Освещены основные вопросы разработки систем доставки лекарственных веществ нового по-
коления как гибридных наноматериалов: выбор наноносителя, его стандартизация и способ иммобили-
зации биологически активных и лекарственных веществ. Выявлены основные органы распределения и 
кумуляции перспективного углеродного наноносителя – детонационного наноалмаза. Показано повыше-
ние эффективности антигипоксического действия конъюгата наноалмаз – глицин по сравнению с натив-
ным глицином и препаратом сравнения – мексидолом.
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Abstract. There were illustrated the main questions of development of new generation drug delivery systems as hybrid 
nanomaterials as follows: selection of nanocarrier, its standardization and the methods of immobilization of biologically 
active and medicinal substances. The basic organs of distribution and accumulation of advanced carbon nanocarrier – 
detonation nanodiamond were identified. It was shown that antihypoxic effect of the nanodiamond-glycine conjugate 
increased in comparison with a native Glycine and Mexidolum® as reference drugs.
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Фармацевтическая технология и нанотехнологии

ВВВЕДЕНИЕ
Одним из наиболее интенсивно разви-

вающихся направлений фармации и меди-
цины является создание систем доставки 
лекарственных веществ (ЛВ) [1]. Такие сис- 
темы позволяют повысить эффективность 
ЛВ и снизить токсические эффекты за счёт 
уменьшения дозировки. В качестве носи-
телей – платформ для ЛВ применяют нано-
контейнеры и наночастицы [1, 2]. На сегод-
няшний день наибольшее развитие в этом 
направлении получили липосомы [3]. Одна-
ко их применение сопряжено с низкой ста-
бильностью и малым сроком хранения. По-
этому интерес исследователей смещается 
в сторону наночастиц, на поверхности ко-
торых могут быть иммобилизованы био-
логически активные вещества (БАВ). Среди 
наноматериалов, предложенных на роль 
носителей, особое место занимают угле-

родные наноструктуры – фуллерены, нано-
трубки, графен и детонационный наноал-
маз (ДНА). Методы синтеза этих наночастиц 
хорошо разработаны, и их химические, фи-
зико-химические и фармакологические ха-
рактеристики достаточно изучены [4, 5]. 
Однако фуллерены и нанотрубки облада-
ют существенной токсичностью и широким 
спектром побочных эффектов [6]. Поэто-
му в последние годы одним из наиболее 
перспективных и безопасных углеродных 
наноматериалов для применения в качест- 
ве носителя БАВ и ЛВ признается ДНА. В ря-
де работ была показана нетоксичность и 
биосовместимость ДНА наряду с его спо-
собностью проникать через биобарьеры, 
включая гематоэнцефалический. В отли-
чие от других углеродных наноматериалов 
в настоящее время только ДНА получают 
в промышленных масштабах (тонны в год). 
Поэтому целью работы является анализ фи-
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зико-химических подходов к разработке на основе де-
тонационных наноалмазов эффективных систем до-
ставки БАВ и ЛВ нового поколения.

ДЕТОНАЦИОННЫЙ НАНОАЛМАЗ
При детонации взрывчатых веществ с отрицатель-

ным кислородным балансом в неокислительной сре-
де образуется алмазосодержащий конденсированный 
углерод, из которого путем окислительной обработ-
ки выделяют ДНА [7]. Условия детонационного синтеза 
обусловливают сферическую форму и малый размер 
(2–10 нм) первичных алмазных частиц. Эти частицы 
имеют химически инертное алмазное ядро, покрытое 
нарушенной углеродной оболочкой, с которой связан 
слой поверхностных функциональных групп [8, 9] (ри-
сунок 1).

Высокая концентрация последних позволяет ис-
пользовать широкий спектр химических реакций для 
функционализации (химического модифицирования) 
поверхности алмазных наночастиц [10–12].

Стандартизация и унифицирование образ-
цов ДНА. Пока практическое использование ДНА в 
биомедицинских приложениях ограничено из-за от-
сутствия стандартизации промышленно выпускае-
мых образцов. Физико-химические характеристи-
ки образцов могут различаться не только для ДНА 
разных торговых марок, но и разных партий одной 
торговой марки. В связи с этим была разработана 
методика высокотемпературной обработки ДНА га-
зообразным водородом  [13], приводящей к унифи-
цированию химии поверхности и способности ДНА в 
одинаковых условиях образовывать стабильные гид- 
розоли с близкими размерами агрегатов. Дополни-
тельно был разработан способ кислотно-щелочной 
доочистки промышленных образцов ДНА, позволя-
ющий удалять примеси железа, серосодержащих со-
единений и нитрат-анионов [14].

Изменение химического состояния поверх-
ности ДНА. Рядом исследователей показано, что хи-
мический состав поверхностных групп ДНА может вли-
ять на его взаимодействие с клетками и клеточными 
органеллами, на токсичность и способность иммоби-
лизовывать ЛВ. Поэтому были разработаны новые или 
оптимизированы созданные ранее методики получе-
ния ДНА с различной химией поверхности (рисунок 

2) [15]. Также были предложены методики ковалентной 
прививки реагентов разной химической природы на 
поверхность ДНА (рисунок 3) [16].

ПОДГОТОВКА ДНА  
ДЛЯ МЕДИКО-БИОЛОГИЧЕСКИХ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Для эффективного применения ДНА в медико-
биологических исследованиях был разработан способ 
получения стабильных гидрозолей ДНА с определен-
ным размером агрегатов [13], заключающийся в чере-
довании циклов ультразвуковой обработки и центри-
фугирования. Это открыло возможность применения 
методов спектрофотометрии и флуориметрии для 
определения концентрации гидрозолей ДНА. На этой 
основе был впервые разработан химико-аналитичес- 
кий подход к определению концентрации ДНА в воде 
и в водных средах от 1 нг с использованием комплек-
са четырех физико-химических методов (гравиметрия, 
УФ-спектрофотометрия, флуориметрия и пьезоквар-
цевое взвешивание) [17].

Создание систем доставки ЛВ невозможно без 
выяснения их специфической активности, токсичнос- 
ти, способности проникать в клетки, органы и тка-
ни, динамики накопления в организме и выведения 
из него. Были разработаны и запатентованы спосо-
бы визуализации ДНА – использование собственной 
или приобретенной люминесценции, введение на по-
верхность ДНА радиоактивной (тритий) или рентге-
ноконтрастной (3,4,6-трийодбензиловый спирт) ме-
ток [16]. Показано, что использование наноалмаза с 
тритиевой меткой возможно в любых экспериментах 
in vitro и ex vivo. На сегодняшний день этот метод ви-
зуализации ДНА является лучшим по своим характе-
ристикам [18].

Рисунок 1. Структура первичной частицы ДНА и функциональ-
ные группы на его поверхности [9]

Рисунок 2. Схема различных видов функционализации по-
верхности ДНА [16]

Нанотехнологии
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Проникновение ДНА в клетки. Изучение мемб- 
ранного транспорта ДНА показало, что частицы прони-
кают в клетки уже через 15 мин инкубации (рисунок 4). 
Скорость проникновения ДНА в клетки уменьшается 
в ряду ДНА > ДНА – амикацин > ДНА – глицин. Следо-
вательно, ковалентное связывание ДНА с глицином не 
препятствует связыванию с мембраной клетки частиц 
ДНА, но осложняет проникновение конъюгата внутрь 
клетки. Показано, что частицы ДНА, находясь внутри 
клетки, сформированы в цепочечные агрегаты, кото-
рые не окружены мембраной (свободно лежат в цито-
плазме). При этом ДНА не проникает в ядро или мито-
хондрии при коротких временах инкубации. Однако 
через 24 ч частицы ДНА были обнаружены в ядре, что 
может быть связано с митозом (делением клетки) [19].

Токсичность ДНА. В работе установлено, что при 
однократном внутрибрюшинном введении мышам 
линии BALB/c показатели LD50 составляют: для ДНА – 
3420±414, глицина – 4100±300,9 и конъюгата ДНА – гли-
цин – 2730±250 мг/кг соответственно. При этом конъю-
гат ДНА – глицин несколько токсичнее отдельных ДНА 
и глицина. Однако все эти вещества можно отнести к IV 
классу малотоксичных веществ.

В результате исследования побочного действия 
на организм животного конъюгата ДНА – глицин при 
внутрибрюшинном введении мышам линии BALB/c 
в дозах 75, 150 и 225 мг/кг установлено, что он не вы-
зывал признаков интоксикации и гибели животных на 
протяжении 14 сут. Конъюгат ДНА – глицин также не 
вызывал у мышей изменения шерстяного покрова, со-
стояния слизистых оболочек. При этом отсутствовали 
птоз верхнего века, повышенная уринация, дефекация, 

саливация, пилоэрекция, вокализация, боковое поло-
жение. В пределах нормы были ритм и глубина дыха-
тельных движений, отсутствовали агрессивность, пуг- 
ливость, тремор, судороги, каталепсия, стереотипия и 
груминг. Не наблюдалось изменения позы. У животных 
были сохранены пинеальный, роговичный и болевой 
рефлексы. На протяжении всего времени наблюдения 
экспериментальные животные удерживались на пере-
вернутой сетчатой платформе в течение 5 с [20].

Биораспределение ДНА. Методом рентгеновс- 
кой компьютерной томографии (РКТ) с помощью ДНА 
с рентгеноконтрастной меткой удалось визуализи-
ровать циркуляцию данного конъюгата в кровенос-
ной системе кролика. Однако чувствительности ме-
тода не хватило для его обнаружения в основных 
органах, так как повышение радиометрической плот-
ности органов по Хаусфилду оказалось статистичес- 
ки недостоверным до и после введения конъюгата в 
организм [21]. Поэтому было решено определить рас-

Рисунок 3. Примеры ковалентной прививки БАВ и ЛВ на поверхность ДНА [16]

Рисунок 4. Проникновение ДНА в клетку через 15 мин инкуба-
ции. На рисунке показана инвагинация мембраны при подхо-
де к ней частиц ДНА [19]

Фармацевтическая технология и нанотехнологии
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пределение ДНА в органах кролика ex vivo методом 
масс-спектрометрии с индуктивно связанной плаз-
мой (ИСП-МС) по изменению в них с течением време-
ни концентрации йода  [22]. Для этого органы живот-
ного переводили в жидкую фазу нагреванием в 1 М 
растворе едкого натра и непосредственно перед из-
мерением проводили ультразвуковую обработку об-
разцов. Результаты анализа биораспределения ДНА с 
йодной меткой представлены на рисунке 5.

Установлено, что достаточно быстрое (уже че-
рез 1 ч после введения) и максимальное кумулирова-
ние ДНА происходит в легких (до 30 мкг/г), меньшее – 
в селезенке (23 мкг/г). Максимальное содержание ДНА 
в других органах достигается медленнее: в печени и 
головном мозге – через сутки, а в почках в и сердце – 
на 15-е сутки. При этом в сердце и головном мозге на-
капливается до 6,5 мкг/г. Выводится ДНА, как следует 
из рисунка 5, из всех органов практически в течение 

месяца. Это открывает дополнительные возможнос- 
ти применения ДНА в биофармацевтической практи-
ке для разработки пролонгированных лекарственных 
форм [16].

Биораспределение ДНА с тритиевой меткой ([3Н]-
ДНА) изучали в течение 24 ч при внутривенном вве-
дении в бедренную вену крыс при определении ра-
диоактивности в 13 видах биологических жидкостей, 
тканях и органах (рисунок 6).

Чтобы наглядно изучить распределение ДНА по 
каждому виду ткани или органа, из графика были убра-
ны легкие, поскольку накопление в них было макси-
мально и на порядок превышало накопление в других 
органах и тканях (4,5, 6,2, 4,7, 5,8, 1,8 и 2,5% от введен-
ной дозы на грамм органа соответственно). Количест- 
во ДНА в легких достигает 4,4% на грамм органа в те-
чение 15 мин и повышается до 6,2% к 30 мин. Через 6 ч 

Рисунок 5. Динамика накопления и выведения ДНА по органам кролика (среднее по 5 животным) [16]

Нанотехнологии
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количество частиц в легких снижается до 1,8%, а к 24 ч 
накапливается до 2,3%. 

Следующим органом по количеству накопленного 
ДНА в течение 15 мин является селезенка, в которой 
через данный промежуток времени обнаруживается 
ДНА в количестве 0,6% от введённой дозы на грамм 
органа. ДНА проникает в почки уже через 15 мин пос- 
ле введения, после чего его концентрация постепен-
но снижается. Можно сделать вывод, что ДНА выво-
дится через желудочно-кишечный тракт, в который он 
поступает через 30 мин после введения, и его кон-
центрация увеличивается за это время в 4 раза – с 0,05 
до 0,2% на грамм. В работе также была изучена фарма-
кокинетическая кривая содержания ДНА в крови, кон-
центрация которого с течением времени постепенно 
снижается. Таким образом, были определены основ-
ные органы накопления и выведения ДНА в организ-
ме крысы.

Синтез и свойства конъюгатов ДНА – БАВ и 
ДНА  – ЛВ. Анализ молекулярной поверхности фер-
мента неорганической пирофосфатазы (РРазы) по-
казывает, что на ней расположено большое число 
аминогрупп, которые могут быть использованы для 
ковалентной пришивки к поверхности ДНА для по-
лучения системы доставки этого фермента в орга-
низм. Количество пришитого фермента составило 
0,81±0,05 мг на 1 мг ДНА. Это определено по разности 
концентрации фермента в супернатанте до и после 
синтеза (при учете концентрации фермента в промы-
вочной жидкости). Образцы иммобилизованной РРа-
зы на ДНА имели большой средний размер частиц (до 
1  µм) и отрицательный ζ-потенциал. Если предполо-
жить, что все частицы ДНА имеют размер 4,2 нм и со-
держат 7000 атомов углерода, из которых 1000 атомов 
(15%) находятся на поверхности, то к 2 частицам ДНА 
присоединяется 1 молекула РРазы. Взаимное положе-
ние ДНА и фермента в этом материале можно сравнить 
с булочкой с изюмом, где изюм (ДНА) составляет около 
50%. Электронная микрофотография ДНА, полученная 
методом просвечивающей электронной микроскопии 
(ПЭМ) до и после иммобилизации РРазы, представлена 
на рисунке 7 [23].

Так как молекула белка в основном состоит из 
углерода и других элементов с аналогичными атомны-
ми зарядами, электронные свойства ДНА и белка весь-
ма близки и их трудно отличить с помощью метода 
ПЭМ. Тем не менее в поверхностном слое частиц мож-
но наблюдать выраженное различие. Непосредствен-
но частицы определяются благодаря узкому слою не-
упорядоченной материи, соответствующей, скорее 
всего, аморфному углероду. Кристаллическая природа, 
типичная для ядра наноалмаза, видна по рентгеновс- 
кой дифрактограмме, показанной на рисунке 7 в ка-
честве вставки. После иммобилизации РРазы (рисунок 
7б) частицы ДНА сохраняют кристаллическую основу, 
но план становится размытым, что, вероятно, связано 
с толстым слоем неупорядоченной органической фа-
зы на поверхности, включающей белковые молекулы. 
Можно предположить, что белковая молекула после 
иммобилизации сохраняет, по крайней мере, частич-
ную способность к нековалентной адсорбции и слу-
жит звеном, соединяющим частицы ДНА, приводя к 
гибридному материалу типа «булочка с изюмом». 

На микрофотографиях ПЭМ конъюгата ДНА – гли-
цин в отличие от всех остальных образцов ДНА была 
зафиксирована оболочка вокруг частиц, которая име-
ла размеры не более 1 нм [16]. По-видимому, это может 
свидетельствовать о большей доле молекул глицина, 
включенных в конъюгат (рисунок 8).

Конъюгат ДНА – глицин был охарактеризован 
методом рентгеновской фотоэлектронной спектро-
скопии (РФЭС) (таблица 1). Как видно из данных таб- 
лицы 1, происходит существенное увеличение со-
держания азота на поверхности ДНА, что свиде-
тельствует о прививке глицина на поверхность ДНА. 
По базам NIST [24] атом N 1s в молекуле свободно-
го глицина характеризуется энергиями связи 400,6 
и 398,7 эВ соответственно. В конъюгате эта энергия 
оказалось равной 399,6 эВ, что соответствует сред-
нему значению [25].

Антигипоксическая активность конъюгата 
ДНА  – глицин. Исследование специфической проти-
вогипоксической активности конъюгата ДНА – глицин 
в сравнении с фармакопейным глицином и широко 
применяемым в медицинской практике препаратом 
мексидолом осуществлялось при использовании двух 

Рисунок 6. Биораспределение [3H]-ДНА в организме крыс от 
15 мин до 24 ч при внутривенном введении в бедренную вену 
(среднее по 2 животным)

Рисунок 7. Микрофотография ПЭМ частиц ДНА до (а) и после (б) 
иммобилизации РРазы [23]
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методик с различным генезом гипоксических состоя-
ний: нормобарической гипоксии с гиперкапнией в гер-
мообъеме и гемической гипоксии [26].

Таблица 1. 

Данные РФЭС конъюгата ДНА – глицин [25]

Наименование  
характеристики

Химические элементы

С О N

Атомные %, 80,1±0,1 11,5±0,1 8,4±0,1

Энергии связи, эВ 285,2±0,5 530,7±0,5 399,6±0,5

Было обнаружено, что конъюгат ДНА – глицин ста-
тистически достоверно увеличивал время выжива-
ния животных в условиях гипоксии. Показано, что его 
противогипоксический эффект имеет дозозависимый 
характер, усиливается с увеличением дозы от 10 до 
20 мг/кг и выявляется как при однократном, так и при 
повторном введении. По противогипоксической ак-
тивности в тесте нормобарической гипоксии конъюгат 
ДНА – глицин превосходит ДНА, не уступает глицину и 
препарату сравнения мексидолу, а в тесте гемической 
гипоксии существенно превосходит как ДНА и глицин, 
так и мексидол [27].

Исследование специфической активности конъю-
гата ДНА – глицин на других моделях эксперименталь-
ной психофармакологии [15,19] позволило выявить 
практически в каждом случае изменение интенсив-
ности или природы фармакологической активности 
по сравнению с нативным глицином. Кроме того, было 
выявлено, что конъюгат ДНА – глицин обладает рядом 
эффектов, которые нативный глицин не проявляет. Это 
позволяет нам предположить, что обнаружено фун-
даментальное явление наномедицины – изменение 
спектра (амплификация) фармакологической актив-
ности лекарственного вещества при его иммобили-
зации на поверхности ДНА. Это открывает синтети- 
ческие возможности разработки на основе ДНА но-
вого класса высокоэффективных инновационных ле-
карственных средств.

Таблица 2.

Противогипоксическая активность конъюгата ДНА – глицин  
в сравнении с глицином и препаратом сравнения мексидолом  

в тестах нормобарической гипоксии с гиперкапнией  
и гемической гипоксии (мыши, вн/в, n=10) [26]

Вещества
Доза,  
мг/кг

Продолжитель-
ность жизни, мин

Тест нормобарической гипоксии с гиперкапнией  
в гермообъеме

Контроль (физ. раствор) – 15,08±0,45

Конъюгат ДНА – глицин

0,5 14,54±0,19

1 16,09±0,21

5 17,32±0,6*

10 18,32±0,43*

Глицин
1 15,32±0,42

10 17,14±0,41*

Мексидол 100 18,01±0,12*

Тест гемической гипоксии

Контроль (фон – NaNO2) – 17,58±0,75

Конъюгат ДНА – глицин 10 30,49±2,4*

Глицин 10 25,50±3,57*

Мексидол 100 20,5±3,45

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработанная стратегия получения стандартизо-

ванных детонационных наноалмазов с определенной 
функциональной поверхностью, выбором метода и 
условий иммобилизации биологически активного ве-
щества и контролируемым размером частиц синтези-
рованного гибридного наноматериала в стабильном 
гидрозоле позволяет создавать высокоэффективные 
лекарственные средства нового поколения, превыша-
ющие лучшие зарубежные аналоги и позволяющие не 
только решать проблему импортозамещения в ле-
карственном обеспечении населения страны, но и соз-
дать мощный экспортный потенциал, обеспеченный 
правовой защитой интеллектуальной собственности.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
РФФИ (гранты 14-03-00423 и 16-08-01156).
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