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Один из принципиальных вопросов метаболизма – выявление механизма проницаемости веществ
в биологические клетки. Интерес к водорастворимым производным фуллерена С60 связан с их вы-
сокой биологической активностью (адресная доставка лекарств, противовирусная и антибактери-
альная активность и т.д.). В качестве модели целевых мишеней выбраны клетки эритроцитов. По-
лучены параметры, характеризующие молекулярную диффузию следующих водорастворимых про-
изводных фуллерена С60 в водных растворах и суспензии эритроцитов: пентазамещенное
производное с присоединенными остатками меркаптопропионовой кислоты и пентазамещенное
производное с присоединенными остатками пролина. Показано, что в суспензии эритроцитов про-
изводные фуллерена С60 находятся в виде изолированных и ассоциированных молекул в водной фа-
зе или связаны с клеточной мембраной. Определены относительные доли и времена жизни молекул
водорастворимых производных фуллеренов в клетках эритроцитов.
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Молекулярный и ионный обмен в клеточных
мембранах играет важную роль в процессах мета-
болизма в живых системах. Одной из основных
характеристик биологических мембран является
их избирательная проницаемость, природа кото-
рой может быть понята на основании исследова-
ния механизмов функционирования биомем-
бран. Особый интерес представляет изучение
проницаемости клеточных мембран для молекул
биологически активных веществ, которая, как
правило, определяется их взаимодействием с
компонентами мембраны [1–7].

В ряду биологически активных веществ особое
внимание привлекают водорастворимые произ-
водные фуллеренов (ВПФ) [8]. Эти соединения
проявляют эффективную противовирусную ак-
тивность [9–12], антибактериальные [13–15],
нейропротекторные [16, 17] и противоопухолевые
[14, 18, 19] свойства. Кроме этого, производные
фуллеренов могут применяться в качестве носи-

телей для целевой доставки лекарств в поражен-
ные клетки [8, 20].

Основной особенностью молекулярной струк-
туры водорастворимых производных фуллеренов
является наличие в их составе гидрофильных
компонент [21–23], что обусловливает их хоро-
шую растворимость в воде и способность вклю-
чаться в биологические мембраны или транспор-
тироваться через них в клетки [24–28].

Таким образом, водорастворимые производ-
ные фуллеренов служат перспективными материа-
лами для биомедицинских исследований и даль-
нейших фармакологических приложений. Поэто-
му изучение закономерностей взаимодействия
молекул ВПФ с клеточными мембранами имеет
особое значение для понимания механизмов их
функционирования в биосистемах in vivo.

Удобной системой для исследования мембра-
нотропных свойств водорастворимых производ-
ных фуллеренов служат эритроциты, поскольку
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они являются основным компонентом крови.
Помимо этого, эритроцитарной мембране прису-
щи общие принципы молекулярной организации
биомембран.

ЯМР с импульсным градиентом магнитного
поля (ЯМР ИГМП) – уникальный метод исследо-
вания механизмов молекулярного обмена в живых
системах [29]. Этот метод позволяет непосред-
ственно количественно охарактеризовать молеку-
лярную диффузию в биологических клетках [29–
34]. В частности, в нашей предыдущей работе была
изучена самодиффузия молекул пентазамещенно-
го производного фуллерена С60 с присоединенны-
ми остатками 3-меркаптопропансульфоновой
кислоты C60[S(CH2)3SO3Na]5H в эритроцитах, те-
нях эритроцитов и липосомах [35]. Было показано,
что молекулы C60[S(CH2)3SO3Na]5H фиксируются
на поверхности мембран эритроцитов, определена
их доля и время жизни в мембране.

Данная работа представляет собой продолже-
ние этих исследований. Будут рассмотрены сле-
дующие водорастворимые производные фуллере-
на С60: пентазамещенное производное с присо-
единенными остатками меркаптопропионовой
кислоты

и пентазамещенное производное с присоединен-
ными остатками пролина

Ранее было показано, что аналог соединения 1
способствует пролиферации нейральных стволо-
вых клеток in vitro и приводит к восстановлению
нарушенных в результате повреждения централь-
ной нервной системы двигательных функций
in vivo (на модели рыб Данио) [17]. Cоединение 2

 
(1)

 (2)

обладает противоопухолевым действием и спо-
собно снижать выживаемость клеток немелко-
клеточной карциномы легкого (A549) [36].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Исследуемые водорастворимые производные

фуллеренов (соединения 1 и 2) были синтезиро-
ваны согласно предложенным ранее методикам
[15, 36]. Концентрация этих соединений состави-
ла 8 × 10–3 М и 10–2 М в водных растворах и в сус-
пензии эритроцитов соответственно.

Получение эритроцитов осуществляли по
стандартной методике [37]. Для проведения
ЯМР-исследований эритроцитарную суспензию
дополнительно отстаивали в течение 4 ч, затем
отбирали осевшие эритроциты [34, 35].

Самодиффузия молекул производных фулле-
рена С60 исследовалась методом ЯМР с импульс-
ным градиентом магнитного поля. Измерения
проводились на импульсном спектрометре ЯМР с
фурье-преобразованием Bruker Avance-III-400
WB, оснащенном датчиком импульсного гради-
ента магнитного поля, на ядрах 1Н на частоте
400.22 МГц. Для измерения коэффициентов са-
модиффузии (КСД) использовали импульсную
последовательность “стимулированное эхо”,
представленную на рис. 1 [33–35]. В ходе экспе-
риментов регистрировался спад сигнала спино-
вого эха с увеличением амплитуды импульсного
градиента g при постоянных временах задержки
между РЧ-импульсами и длительности градиент-
ного импульса (диффузионное затухание). Для
анализа диффузионных затуханий использова-
лись интегральные интенсивности линий ЯМР
исследуемых молекул в фурье-спектрах эха.

Параметры экспериментов в водных раство-
рах: δ = 1 мс, максимальная амплитуда g = 5 Тл/м,
Δ варьировался от 20 до 1000 мс, число точек в
диффузионном затухании составляло 32 или 64.

Параметры экспериментов в суспензии эрит-
роцитов: δ = 1 мс, максимальная амплитуда g =
= 11 Тл/м, Δ варьировался от 10 до 300 мс, число
точек в диффузионном затухании = 64.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
На рис. 2 представлены спектры водного рас-

твора соединения 1 (а), суспензии эритроцитов
(б) и суспензии эритроцитов с водным раствором
соединения 1 (в). Спектры водного раствора со-
единения 2, суспензии эритроцитов и эритроци-
тов с соединением 2 показаны на рис. 3.

При введении производных фуллерена С60 в
эритроциты наблюдается изменение их 1Н хими-
ческих сдвигов, что предположительно объясня-
ется межмолекулярным взаимодействием данных
соединений с компонентами клеток эритроци-
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тов. Анализ сигналов спинового эхо исследуемых
систем, полученных при различных значениях
амплитуды градиентного импульса g, показал, что
компоненты соединений 1 и 2 могут быть одно-
значно выделены из спектров.

Для получения информации о трансляцион-
ной подвижности молекул производных фулле-
рена С60 в водных растворах и суспензии эритро-
цитов были зарегистрированы и проанализированы
диффузионные затухания (ДЗ) сигнала спиново-
го эхо на ядрах 1Н при различных временах диф-
фузии td = Δ – δ/3. На рис. 4 представлены диффу-
зионные затухания для соединения 1 в суспензии
эритроцитов при временах диффузии td 10 и
300 мс. На рис. 5 – диффузионные затухания для

соединения 2 в суспензии эритроцитов при време-
нах диффузии td 20 и 200 мс. Диффузионные зату-
хания молекул производных фуллерена С60 в вод-
ных растворах (td = 20 мс) показаны во вставках.

Полученные диффузионные затухания носят
сложный характер и описываются уравнением
для многофазной системы, представляющим со-
бой сумму экспоненциальных компонент [33–35,
38]:

(1)

где m – число фаз в системе, Dsi – коэффициент
самодиффузии (КСД) в i-й фазе и

=

τ τ= = −γ δ
τ τ 

2 2 21

11

(2 , , ) '( ) exp( ),
(2 , ,0)

m

i d si
i

A gA g p g t D
A

Рис. 1. Трехимпульсная последовательность “стимулированное эхо” с импульсным градиентом магнитного поля: δ –
длительность импульсного градиента магнитного поля, g – амплитуда импульсного градиента магнитного поля, τ и
τ1 – интервалы между радиочастотными импульсами, Δ – интервал между импульсами градиента магнитного поля.
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Рис. 2. Спектры 1Н: а – водный раствор соединения 1 (2.51 м.д. – 10Н, м., –СН2-СООK; 2.75–3.60 м.д. – 10Н, м., –
СН2–S); б – суспензия эритроцитов (0–1.70 м.д. – (СН2)n- и СН3-группы липидов, 6–9 м.д. – белковая компонента
(протоны ароматических колец, NH- и ОН-групп); в – суспензия эритроцитов с введенным соединением 1.
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pi – относительное количество ядер молекул, ха-
рактеризующихся КСД Dsi (населенности i-ой
фазы); T1i – время спин-решеточной релаксации
в i-ой фазе, T2i – время спин-спиновой релакса-

=

   τ ττ τ= − − − −   
   

1 1

12 1 2 1

2 2' exp / exp ,
m

i i i
ii i i i

p p p
T T T T

=
=

1
1,

m

i
i

p

ции в i-ой фазе. В нашем случае Т1i, Т2i ≫ td,
(td = Δ – δ/3) и можно принять, что pi ≈ .

В водных растворах ДЗ производных фуллере-
на С60 1 и 2 носят двухэкспоненциальный харак-

тер с коэффициентами самодиффузии  и . В
то время как, в суспензии эритроцитов появляет-
ся дополнительная третья компонента с коэффи-
циентами самодиффузии  = (5 ± 1) × 10–12 м2/с
и (6 ± 1) × 10–12 м2/с для соединений 1 и 2, соот-

'ip

в
1sD в

2sD

c
3sD

Рис. 3. Спектры 1Н: а – водный раствор соединения 2 (4.08–4.14 ppm – 5H, м., –CH–; 3.28–3.52 – 10H, м., –CH2–N-;
2.29–2.48 и 1.95–2.12 – 10H, м., –CH2–СН-; 1.96–2.26 – 10Н, м., –CH2–CH2–CH2-); б – суспензия эритроцитов (0–
1.70 ppm – (СН2)n и СН3-группы липидов, 6–9 ppm – белковая компонента (ароматические группы, NH- и ОН-груп-
пы)); в – суспензия эритроцитов с введенным соединением 2.
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Рис. 4. Диффузионные затухания спинового эхо на ядрах 1Н при различных временах диффузии td = Δ – δ/3 (указаны
на рисунке) молекул соединения 1 в суспензии эритроцитов. На вставке показаны ДЗ молекул соединения 1 в водном
растворе.
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ветственно. Таким образом, подвижность моле-
кул производных фуллерена С60 в водных раство-
рах характеризуется двумя коэффициентами са-
модиффузии  и , а в суспензии – тремя ,

 и  (табл. 1).

Как видно из табл. 1, коэффициенты самодиф-
фузии ,  и ,  в водных растворах и сус-
пензии эритроцитов близки. Большее значение
коэффициентов  в суспензии, по сравнению с
водными растворами, по-видимому, связано с ча-
стичным перекрыванием сигналов протонов мо-
лекул воды и регистрируемого сигнала, что, в
свою очередь, приводит к возрастанию компо-
нента .

Наличие биэкспоненциальности диффузион-
ного затухания в водных растворах производных
фуллерена С60 связывают с образованием ассоци-
атов [39, 40]. В этом случае, наибольший коэффи-
циент самодиффузии  соответствует изолиро-
ванным молекулам, а  ассоциированным мо-
лекулам ВПФ.

в
1sD в

2sD c
1sD

c
2sD c

3sD

в
1sD в

2sD c
1sD c

2sD

c
1sD

c
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в
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Исходя из соотношения Стокса–Эйнштейна
были рассчитаны гидродинамические радиусы
изолированных молекул и ассоциатов:

(2)

где k – постоянная Больцмана 1.3806 × 10–23 Дж/K,
Т – температура в Кельвинах, η – вязкость рас-
творителя при температуре Т, rН – гидродинами-
ческий радиус частицы.

Гидродинамические радиусы производных
фуллерена С60 в водных растворах, составили
dH1 = 1.0 ± 0.2 нм и dH2 = 5.0 ± 1.0 нм для соедине-
ния 1; dH1 = 1.1 ± 0.1 нм и dH2 = 7.4 ± 0.4 нм для со-
единения 2. Таким образом, в водных растворах
исследуемые производные фуллерена С60 нахо-
дятся в виде изолированных молекул с диаметром
dH1 и ассоциированных молекул, характеризуе-
мых диаметром dH2.

Как отмечалось ранее (табл. 1), в отличие от
водных растворов, в суспензии эритроцитов по-
движность молекул соединений 1 и 2 характери-
зуется тремя коэффициентами самодиффузии.
Наименьший КСД  практически совпадает с

=
πη H

,
6

kTD
r

c
3sD

Рис. 5. Диффузионные затухания спинового эхо на ядрах 1Н при различных временах диффузии td = Δ – δ/3 (указаны
на рисунке) молекул соединения 2 в суспензии эритроцитов. На вставке показаны ДЗ соединения 2 в водном растворе.
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Таблица 1. Коэффициенты самодиффузии производных фуллерена С60 в водных растворах и суспензии эритро-
цитов

Соединение
Водный раствор Суспензия эритроцитов

 × 1010, м2/с  × 1011, м2/с  × 1010, м2/с  × 1011, м2/с  × 1012, м2/с

1 4.3 ± 0.8 7.5 ± 1.5 7.1 ± 1.4 4.4 ± 0.9 5 ± 1
2 1.2 ± 0.1 4.9 ± 0.5 8 ± 1 3.8 ± 0.6 6 ± 1

в
1sD в

2sD c
1sD c

2sD c
3sD
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коэффициентом латеральной диффузии липидов
в мембране эритроцитов (≈7 × 10–12 м2/с). Два
других коэффициента самодиффузии близки к
КСД молекул соединений 1 и 2 в чистых водных
растворах. Это позволяет сделать вывод, что в
суспензии эритроцитов молекулы производных
фуллерена С60 находятся в изолированном и ассо-
циированном виде в водной фазе, а также связа-
ны с эритроцитарной мембраной.

Благодаря наличию проницаемости мембран
эритроцитов, между молекулами производных
фуллерена С60, связанных с мембраной и находя-
щихся в водной фазе, существует обмен. Количе-
ственную информацию об обменных процессах
можно получить из анализа зависимости насе-
ленности р3 (относительной доли производной
фуллерена в эритроцитах) от времени диффузии
td. Как показано на рис. 6, эта зависимость хоро-
шо аппроксимируется соотношением (3) [38, 39, 41]:

(3) = − τ 
3 3( ) (0)exp ,d

d
tp t p

где τ – время жизни молекулы производной фул-
лерена C60 в клетке эритроцита.

Величины τ составили 470 ± 70 мс и 1200 ± 300 мс
для соединений 1 и 2, соответственно. Коэффици-
енты самодиффузии , относительные доли р3 и
времена жизни τ молекул производных фуллерена
С60 в эритроцитах представлены в табл. 2. Для сопо-
ставления в этой таблице приведены аналогичные
данные для производного фуллерена С60 с присо-
единенными остатками 3-меркаптопропансуль-
фоновой кислоты C60[S(CH2)3SO3Na]5H (соедине-
ние 3), полученные нами ранее [35].

Таким образом, методом ЯМР ИГМП, выяв-
лена способность молекул производных фуллере-
на С60, проникать в биологические мембраны.
Определены парциальные коэффициенты само-
диффузии молекул ВПФ в эритроцитах. Установ-
лено, что в суспензии эритроцитов молекулы
ВПФ находятся в виде изолированных и ассоци-
ированных молекул в водной фазе или связаны с
клеточной мембраной. Оценено время обмена
молекул ВПФ между мембраной эритроцитов и
водным раствором.

Результаты исследования пентазамещенного
производного фуллерена С60 с присоединенными
остатками пролина выполнены при финансовой
поддержке РФФИ в рамках научного проекта
№ 18-32-00815. ЯМР измерения выполнены с ис-
пользованием оборудования АЦКП ИПХФ РАН
при поддержке государственного задания ИПХФ
РАН (№ гос. регистрации 0089-2019-0010/№
AAAA-A19-119071190044-3).
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Таблица 2. Коэффициенты самодиффузии , отно-
сительные доли р3 и времена жизни τ молекул произ-
водных фуллерена С60 в эритроцитах
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