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Проведено исследование кинетических характеристик, механизмов действия и закономерностей
взаимосвязи антиоксидантной активности с молекулярным и надмолекулярным строением фулле-
рена С60 и некоторых его N-монозамещенных аминокислотных производных. Показано, что введе-
ние аминокислотного заместителя в молекулу фуллерена С60 приводит к повышению его ингибиру-
ющей эффективности при свободнорадикальном окислении водорастворимой мишени (флуорес-
цеина). При этом, механизм антиоксидантной активности аминокислотных производных
фуллерена не связан с переносом атома водорода, отдачей электрона, либо катализом распада пе-
роксидов. Продемонстрировано, что строение аминокислотного заместителя не оказывает влияния
на антирадикальные свойства, которые детерминируются, таким образом, только эффективной
суммарной площадью поверхности наночастиц производных фуллерена С60 и возрастают с уменьше-
нием их размера. Эту поверхность можно охарактеризовать как наностенки, на которых происходит
гибель радикалов. Изменение концентрации исследуемых соединений в растворе не приводит к изме-
нению относительной антирадикальной активности и, соответственно, размеров образуемых ими на-
ночастиц. Полученные результаты имеют важное значение для понимания закономерностей биоло-
гической активности данной группы соединений.
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ВВЕДЕНИЕ
Свободнорадикальные процессы являются не-

отъемлемой частью метаболизма всех живых си-

стем. С одной стороны, избыточное образование
свободных радикалов ведет к повреждению кле-
точных структур и может приводить к развитию
большого числа различных заболеваний. С дру-
гой стороны, свободные радикалы, генерируемые
фагоцитирующими клетками, – это существен-
ный фактор неспецифической иммунной защи-
ты. Кроме того, свободно-радикальные процессы
участвуют в регуляции многих важных биологи-
ческих процессов, включая пролиферацию и апо-
птоз клеток [1].

Особый интерес представляет изучение анти-
радикальных свойств различных наноматериа-

Сокращения и обозначения: AAPH – 2,2'-азобис(2-амиди-
нопропан) дигидрохлорид; ET–PT – последовательный
перенос электрона и протона (electron transfer–proton
transfer); SPLET – последовательное депротонирование –
перенос электрона (sequential proton loss–electron transfer);
АОА – антиоксидантная активность; АПФ – аминокис-
лотные производные фуллерена; ДК – диеновые конъюга-
ты; ДФПГ – 2,2-дифенил-1-пикрилгидразил; ОАА – отно-
сительная антирадикальная активность; АОА – антиокси-
дантная активность; ПОЛ – перекисное окисление
липидов; СОД – супероксиддисмутаза; ФХ – фосфатидил-
холин; ЭПР – электронный парамагнитный резонанс.
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лов, в том числе и наноструктур на основе углеро-
да, к числу которых относится фуллерен С60. Бы-
ло отмечено [2, 3], что антирадикальные свойства
фуллерена С60 влияют на кинетику радикальной
полимеризации стирола и метилметакрилата
вплоть до полного ее подавления. В [4] описаны
кинетика и стехиометрия реакции фуллерена С70
с озоном. Помимо этого, в современной научной
литературе имеется множество работ, в которых
продемонстрированы уникальные свойства фул-
леренов С60 и различных их производных при вза-
имодействии с живыми организмами. В [5] было
показано, что производные фуллерена с такими
аминокислотами, как пролин, ε-аминокапроно-
вая кислота, аргинин, проявляют мембранотроп-
ную активность и проникают сквозь мембраны
клеток в ионизированной форме, тем самым вы-
зывая их деполяризацию. Методом иммунофлуо-
ресцентной микроскопии на примере карбокси-
лированного фуллерена C61(CO2H)2 было обнару-
жено, что водорастворимые производные
фуллерена С60 способны проникать через мем-
бранный слой клетки, а также то, что вышеука-
занное соединение преимущественно локализу-
ется в мембранной и богатой митохондриями
фракциях клетки [6]. Поскольку митохондрии яв-
ляются основными первичными источниками
свободных радикалов, полученные в [6] результа-
ты в совокупности с данными об антирадикаль-
ных свойствах производных фуллерена С60, бла-
годаря которым эти молекулы часто называют
“радикальными губками” [7], указывают на то,
что основу их биологических эффектов составля-
ет способность участвовать в регуляции окисли-
тельного стресса.

В связи с вышесказанным актуален вопрос по-
дробного изучения ингибирующего действия
фуллерена С60 и его производных по отношению
к различным свободным радикалами и выявле-
ние корреляций химического строения фуллере-
новых соединений с их антирадикальной актив-
ностью. На предмет активности по отношению к
супероксидному радикалу первыми были иссле-
дованы фуллеренолы [8] и гексасульфобутилфул-
лерены [9]. Супероксидный анион-радикал в этих
исследованиях генерировали системой ксан-
тин/ксантиоксидаза, о расходовании суперок-
сидного радикала судили по интенсивности хе-
милюминесценции люцигенина. Было установ-
лено, что гексасульфобутилфуллерены обладают
высокой активностью по отношению к суперок-
сидному радикалу и ингибируют 60 и 96% свобод-
ных радикалов при концентрациях 50 и 100 мкМ
соответственно, в то время как фуллеренолы ин-

гибируют только 59 и 70% при концентрациях 50
и 100 мкМ соответственно. Был сделан вывод о
том, что производные с меньшим количеством
заместителей обладают более высокой активно-
стью, поскольку в таком случае система сопря-
женных π-электронов сохраняется. Также авто-
рами [8] продемонстрировано, что присутствие
фуллеренола в диапазоне концентраций
0‒47 мкМ в системе кстантин/ксантиноксидаза
не влияет на активность фермента, что исключает
двойственность толкования исследований с ис-
пользованием данной системы.

Введение заместителя из группы органических
кислот значительно повышало антирадикальную
активность фуллерена в неполярной среде (мо-
дельная система инициированного окисления
этилбензола) [10].

Примерно в это же время были исследованы
антиоксидантные свойства аддуктов фуллерена с
малоновой кислотой. Методом электронного па-
рамагнитного резонанса (ЭПР) с использованием
системы ксантин/ксантиноксидаза в качестве ис-
точника супероксидного радикала и 5,5-диметил-
1-пирролин-N-оксида в качестве спиновой ло-
вушки было показано, что триаддукты фуллерена
с малоновой кислотой способны полностью ин-
гибировать супероксидные анион-радикалы [11].

Теоретическим методом компьютерного моде-
лирования был предположен механизм ингиби-
рования супероксидного радикала производным
фуллерена С60 с тремя остатками малоновой кис-
лоты [12]. Согласно этой модели, реакция проис-
ходит в несколько стадий:

1)  переносит неспаренный электрон на яд-
ро фуллерена с образованием O2 и анион-радика-
ла производного фуллерена;

2) происходит перенос электрона с анион-ра-

дикала производного фуллерена на второй  с
последующим переносом на него протона H+ с
образованием –OOH;

3) перенос следующего протона водорода H+

на –OOH приводит к образованию перекиси во-
дорода H2O2.

Однако факт подобных каталитических
свойств малонового производного фуллерена
экспериментальных подтверждений не имеет.

Методом ЭПР с использованием спиновой ло-
вушки 13С было показано присоединение бен-
зильных радикалов в среде толуола к молекуле
фуллерена С60 [13]. Обнаружено существование
как минимум двух промежуточных радикальных
аддуктов при присоединении 3 бензильных ради-

2O −i

2O −i
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калов ( ) и 5 бензильных радикалов ( ),
стабильных при 50°С. Предположено, что макси-
мально к 1 молекуле фуллерена может присоеди-
ниться до 15 бензильных радикалов. Также масс-
спектрометрическими методами найдено, что
1 молекула фуллерена может присоединять до
34 метильных групп.

Методом импульсного радиолиза показано
эффективное связывание различными карбокси-
лированными фуллеренами сольватированного
электрона, гидроксильного радикала, синглетно-
го кислорода. При взаимодействии с сольватиро-
ванным электроном карбоксилированные произ-
водные фуллерена, по предположению авторов,
образуют моноанион-радикал [14].

Относительно связывания гидроксильного ра-
дикала •OH гидроксилированными производны-
ми фуллерена предлагаемые механизмы делятся
на два типа: 1) •OH захватывает H от гидроксиль-
ной группы с образованием эфирной связи на по-
верхности фуллеренового ядра; 2) •OH присоеди-
няется к двойной связи фуллеренового ядра [15].

Ингибирующее действие гидроксифуллерена
на нитроксильный радикал NO• продемонстри-
рованно как в химической, так и в биологической
системах [16]. В последнем случае введение гид-
роксифуллерена мышам, которым предваритель-
но вводили источник NO• радикала (нитропрус-
сид натрия), предотвращало снижение активно-
сти ферментов: супероксиддисмутазы (СОД),
каталазы, глутатион-s-трансферазы и глутатион-
пероксидазы.

Резюмируя имеющиеся данные о механизмах
ингибирующего действия фуллерена и его произ-
водных в отношении свободных радикалов, мож-
но сделать вывод о том, что исследования антиок-
сидантных свойств проводились в отношении
ограниченного числа структур, при этом взаимо-
связь химического строения и антирадикальной
активности малоизучена. Выдвигаемые механиз-
мы действия в большинстве случаев носят пред-
положительный характер. Активность фуллерена
и его производных в отношении такой биологи-
чески важной активной формы кислорода, как
перекись водорода, также не рассматривалась в
научных публикациях. Все это указывает на то,
что исследование механизма действия различных
производных фуллерена является актуальной на-
учной задачей.

С точки зрения применения в качестве регуля-
торов свободно-радикальных процессов пред-
ставляет интерес изучение конъюгатов фуллерена
с молекулами, участвующими в метаболизме био-

3 60R Ci

5 60R Ci логических систем, в частности, протеиногенны-
ми аминокислотами [17], а также аминокислота-
ми, которые являются нейромедиаторами и/или
обладают иной биологической активностью.
Токсичность фуллерена С60 и его производных
давно вызывает споры. С одной стороны, имеют-
ся сведения, что в присутствии света фуллерен С60
оказывает токсическое действие на биологиче-
ские объекты [18]. С другой стороны, существует
большое количество подтверждений тому, что
введение даже высоких доз фуллерена С60 не вли-
яет негативно на жизнедеятельность живых орга-
низмов. Так, введение мышам фуллерена в дозе
2.5 г/кг не приводило к гибели и изменениям в
поведении животных [19]. Парентеральное введе-
ние мышам N-моногидрофуллеренил-L-серина в
дозировке 80 мкг/кг не влияло на поведение и
жизнеспособность мышей [20].

Известно, что фуллерен и его производные в
водных растворах находится в виде коллоидного
раствора наночастиц [21, 22], их физико-химиче-
ские свойства определяются как строением моле-
кул, так и размером наночастиц [23, 24].

В настоящей работе проведено исследование
механизмов антиоксидантного действия и корре-
ляций строения с антирадикальной активностью
N-моноаминокислотных производных фуллере-
на С60 на основании анализа их поведения в раз-
личных модельных системах.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Получение водной дисперсии фуллерена С60

Водная дисперсия фуллерена C60 была приго-
товлена в соответствии с методикой [25] путем
получения насыщенного раствора в толуоле, к
которому приливали воду и обрабатывали в тем-
ноте в ультразвуковой ванне (42 кГц, 50 Вт) в те-
чение нескольких часов с перерывами на охла-
ждение.

Синтез аминокислотных производных
фуллерена (АПФ)

Соединения: N-(моногидрофуллеренил)-L-
аланина калиевая соль (Н–C60–L-Ala–ОК),
N-(моногидрофуллеренил)-D-аланина калиевая
соль (Н–C60–D-Ala–ОК), N-(моногидрофулле-
ренил)-L-валина калиевая соль (Н–C60–L-Val–
ОК), N-(моногидрофуллеренил)-D-валина кали-
евая соль (Н–C60–D-Val–ОК), N-(моногидрофул-
леренил)-L-аспарагиновой кислоты дикалиевая
соль (Н–C60–L-Asp–(ОК)2), N-(моногидрофулле-
ренил)-D-аспарагиновой кислоты дикалиевая
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соль (Н–C60–D-Asp–(ОК)2), N-(моногидрофул-
леренил)-ε-аминокапроновой кислоты калиевая
соль (Н–C60–ε-ACA–ОК) получены в результате
одностадийного синтеза, путем непосредствен-
ного присоединения аминокислотного остатка к
фуллереновому ядру по методике [26].

Флуориметрия
Кинетические кривые изменения интенсив-

ности флуоресценции флуоресцеина во времени
измеряли на спектрофлуориметре FluoroLog 3.21
(“HORIBA Scientific”, США) с использованием
термостатируемого при 37 ± 0.2°C кюветного от-
деления. Наблюдаемую флуоресценцию детекти-
ровали на длине волны 515 нм при длине волны
возбуждающего света 491 нм. Температуру образ-
ца поддерживали при помощи жидкостного тер-
мостата 12108-15 (“Cole-Parmer”, США).

Определение относительной антиоксидант-
ной активности проводили по методике, пред-
ставленной в [27].

Растворы флуоресцеина и AAPH (2,2'-азо-
бис(2-амидинопропан) дигидрохлорида) готови-
ли в фосфатном буфере (75 мМ, рН 7.4), а затем
инкубировали в течение 10 мин при 37°C. В кюве-
те флуориметра сначала смешивали растворы
флуоресцеина и исследуемого образца; раствор
AAPH вводили последним и немедленно начина-
ли запись кинетической кривой изменения ин-
тенсивности флуоресценции. Конечные концен-
трации компонентов смеси в кювете составляли:
9.6 мМ (AAPH), 10–8 М (флуоресцеин), 2.5 × 10–6 М
(исследуемый раствор). Фосфатный буфер
(75 мМ) использовали для холостого опыта, тро-
локс (6-гидрокси-2,5,7,8-тетраметилхроман-2-кар-
боновую кислоту) в концентрации 1.2 × 10–6 М – в
качестве препарата сравнения. Значение величи-
ны, характеризующей относительную антиради-
кальную активность (ОАА), рассчитывали как от-
ношение разностей площадей под кривыми ту-
шения флуоресценции соответственно для
исследуемого образца (Sобр) и для тролокса (Sтр) с
учетом холостого опыта (“бланка”, то есть без до-
бавления антиоксидантов (Sбл), а также концен-
траций тролокса (Cтр) и исследуемых образцов
(Cобр):

(1)

Вольтамперометрия
Амперометрическая установка ЦветЯуза-01-

АА (НПО “Химавтоматика”, Россия) представля-
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ет собой электрохимическую ячейку со стеклоуг-
леродным анодом и катодом из нержавеющей
стали, к которым может быть приложена разность
потенциалов в диапазоне от 0.1 до 2.0 В [28]. Ана-
лизируемую пробу с помощью шестиходового
крана-дозатора с объемом петли 20 мкл вводили в
поток элюента (дистиллированная вода), прока-
чиваемый насосом через электрохимическую
ячейку со скоростью 1.2 мл/мин. При прохожде-
нии пробы через ячейку регистрировали ток (нА)
электрохимического окисления, развертку кото-
рого во времени (с) выводилия на монитор ком-
пьютера и определяли площадь для исследуемых
образцов S (нА с). На основе данных, полученных
при разном анодном потенциале, строили зави-
симость значений S от приложенного напряже-
ния и находили потенциал ионизации исследуе-
мого вещества.

Модельная реакция с ДФПГ-радикалом

Для оценки антиоксидантной активности по
механизму, связанному с отдачей атома водорода,
наблюдали за реакцией исследуемых соединений
со стабильным хромоген-радикалом 2,2-дифе-
нил-1-прикрилгидразилом (ДФПГ) [29].

В раствор ДФПГ, смешанный с водой в соот-
ношении 1 : 1, добавляли различные объемы ис-
следуемого образца таким образом, чтобы сум-
марный объем реакционной системы составлял
3.6 мл. Изменение оптической плотности реги-
стрировали при длине волны 517 нм (максимум
поглощения видимой области спектра ДФПГ) на
спектрофотометре ПЭ 5400ВИ (ООО “ЭКРОС-
ХИМ” Россия).

Потенциометрическое исследование кинетики 
разложения пероксида водорода

В ячейку объемом 5 мл, заполненную 1.6 × 10–5 М
раствором исследуемого образца в фосфатном бу-
ферном растворе (0.05 М KH2PO4/K2HPO4, 0.1 M
KCl, pH 6.0), при постоянном перемешивании
помещали трехэлектродную планарную печат-
ную систему, состоящую из электрода сравнения,
вспомогательного электрода и рабочего электро-
да, модифицированного берлинской лазурью и
гексацианоферратом никеля по методике [30].
Измерения проводили при рабочем потенциале
0 В относительно встроенного электрода сравне-
ния. В течение 5–7 мин фиксировали значение
фонового тока до выхода его на постоянный уро-
вень, после чего инжектировали пероксид водорода
до конечной концентрации в ячейке 5 × 10–5 М и
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регистрировали изменение его концентрации по
падению потенциала на электроде.

Инициированное окисление липосом

Липосомы на основе фосфатидилхолина (ФХ)
служат моделями для изучения биохимических
процессов в биомембранах, в частности перекис-
ного окисления липидов (ПОЛ), и регулирования
окисления различными субстанциями. Для при-
готовления липосом применяли суспензию сое-
вого ФХ марки P 3644 (“Sigma”) в фосфатном бу-
фере (рН 7.4, ионная сила 1 мM). Липосомы ФХ
готовили согласно методике [31] с концентраци-
ей ФХ 1 мг/мл. Для инициирования окисления
липосом использовали водорастворимый азо-
инициатор (ААРН, “Fluka”, Германия) с конеч-
ной концентрацией в растворе липосом 0.33 мМ.
Окисление липосом с концентрацией 0.1 мг/мл
проводили в кварцевых кюветах, термостатиро-
ванных при физиологической (37°C) температу-
ре, на спектрофотометре (“Perkin Elmer”, Герма-
ния). Кинетику образования продуктов перекис-
ного окисления липидов (ПОЛ) – диеновых
конъюгатов (ДК) – регистрировали во времени
на длине волны максимума поглощения ДК
234 нм. Для исследования ингибирующего дей-
ствия N-моногидрофуллеренил-D-аланина в рас-
твор липосом перед окислением вводили разные
объемы (30–80 мкл) раствора данного аминокислот-
ного производного с концентрацией 4.81 × 10–4 М.
Для сравнения с действием тролокса окисление

липосом провели также с добавлением от 0.5 до
2 мкл тролокса с концентрацией 0.5 мМ.

Статистическая обработка данных

Статистическую обработку результатов экспе-
риментов осуществляли с использованием ком-
пьютерных программ Microsoft® Office Excel и
OriginPro 8.5.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В работе [32] были представлены результаты
скринингового исследования относительной ан-
тирадикальной активности (ОАА) фуллерена С60
и 6-ти его аминокислотных производных мето-
дом флуоресцентного наблюдения ингибирова-
ния свободнорадикальной деструкции флуорес-
цирующей молекулы-мишени. Из рис. 1 видно,
что введение аминокислотного заместителя при-
водит к существенному увеличению антиради-
кальной активности соединений, образующих в
водной фазе агрегаты аналогичного размера. При
этом нахождение аминокислотных производных
фуллерена с разным строением заместителя на
одной линии регрессии говорит о том, что строе-
ние аминокислотного заместителя не оказывает
существенного влияния на антирадикальную ак-
тивность соединений. Дальнейшие исследования
показали, что корреляционная зависимость,
представленная на рис. 1, выполняется и тогда,
когда в результате синтеза одного и того же соеди-
нения получились наночастицы, имеющие иной

Рис. 1. Корреляционная зависимость между величиной ОАА и размерами наночастиц аминокислотных производных
фуллерена С60: С60 (1); Н–C60–L-Ala–ОК (2); Н–C60–D-Ala–ОК, синтез 1 (3); Н–C60–D-Ala–ОК, синтез 2 (3'); Н–
C60–L-Val–ОК (4); Н–C60–D-Val–ОК (5); Н–C60–L-Asp–(ОК)2 (6); Н–C60–D-Asp–(ОК)2 (7). Значение коэффици-
ента парной корреляции Пирсона rxy = – 0.981.
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средний размер. В этом случае соответствующая
ему точка ложится на ту же линию регрессии. Та-
ким образом, N-моногидрофуллеренил-D-ала-
нин 2-го синтеза, имеющий размер наночастиц
аналогичный таковому для N-моногидрофулле-
ренил-L-валина, совпадает с этим соединением и
по величине антирадикальной активности.

Выявленная корреляционная зависимость
между величиной относительной антирадикаль-
ной активности (ОАА) и размером наночастиц
аминокислотных производных фулерена (АПФ)
обусловлена, по-видимому, стерическим факто-
ром: при увеличении размеров наночастиц воз-
растает, пропорционально кубу их радиуса, число
молекул, изолированных от радикалов, находя-
щихся в реакционной среде, что и приводит к
снижению эффективных величин ОАА.

Для моделирования защитного воздействия на
биомембраны было проведено исследование ин-
гибирующего действия производных фуллерена
на инициированное окисление ФХ в липосомной
модельной системе. Для этого был использован
N-(моногидрофуллеренил)-D-аланин синтеза 2
(рис. 2).

В сложных гетерогенных системах, моделиру-
ющих биологические мембраны (ФХ липосомы),
исследуемые соединения проявляют дозозависи-
мую ингибирующую активность, снижая ско-
рость образования ДК при окислении ФХ липо-
сом, инициируемом AAPH.

Значение протективного эффекта производ-
ного D-аланина (синтеза 2) в липосомной моде-
ли, рассчитанное по площадям над кривой окис-
ления ФХ (2) аналогично методу, примененному
в случае с гомогенной флуоресцентной системой,

оказалось равным 0.03 по тролоксу, что в 9 раз ни-
же, чем значение, полученное при ингибирова-
нии окисления флуоресцеина. Данное явление,
по-видимому, связано с повышенным сродством
наночастиц замещенного аминокислотой фулле-
рена к водной среде:

(2)

где АОА – антиоксидантная активность в модель-
ной системе окисления фосфатидилхолиновых
липосом; , ,  – площади над кривыми
окисления образца, в отсутствие образца и в при-
сутствии тролокса соответственно, рассчитанные
до горизонтальной асимптоты, проведенной на
уровне выхода кривой окисления на плато; Cтр и
Собр – концентрации тролокса и образца соответ-
ственно.

Следует обратить внимание на разный харак-
тер кинетических кривых окисления ФХ липосом
в присутствии тролокса и исследуемого образца.
Кривые окисления в опытах с тролоксом имеют
s-образный характер, что свидетельствует о его
быстром полном расходовании, сопровождаю-
щимся почти полным ингибированием окисле-
ния, и последующем неингибированном окисле-
нии липидных мембран. При этом, форма кривых
окисления в экспериментах с производными
фуллерена свидетельствует о частичном сниже-
нии интенсивности окислительных процессов на
протяжении всего эксперимента при незначи-
тельном изменении ингибирующего действия те-
стируемого соединения. Таким образом, произ-
водные фуллерена действуют как ингибиторы в
течение гораздо более длительного времени. По-
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Рис. 2. Увеличение оптической плотности (D) диеновых конъюгатов (ДК) при индуцированном AAPH (0.33 мМ)
окислении ФХ липосом (0.1 мг/мл) в холостом опыте (1); при добавлении тролокса в концентрации 0.17 мкМ (2); при
добавлении Н–C60–D-Ala–ОК (синтез 2) в концентрации 4.81 мкМ (3).
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добный характер ингибирования свободноради-
кального окисления, с точки зрения получения
оптимальных биологических эффектов в виде за-
щиты живых организмов от окислительного
стресса, является более предпочтительным, по-
скольку свободные радикалы в живых системах
играют не только негативную роль, но и являются
участниками ряда нормальных биологических
процессов.

Линейный характер зависимости прироста
времени ¼ превращения окисляемого соедине-
ния относительно контрольного опыта от кон-
центрации производного фуллерена (рис. 3) гово-
рит о том, что разбавление не влияет на величины
ОАА и АОА, а, следовательно, и на константы
скорости взаимодействия моноаминокислотных
производных фуллерена с радикалами. То, что
антирадикальная активность исследуемых соеди-
нений находится в отрицательной линейной за-
висимости от размеров образуемых ими агрега-
тов, приводит, в свою очередь, вопреки некото-
рым литературным данным [33], к выводу, что
разбавление раствора не вызывает и изменения
размерных характеристик наночастиц, образуе-
мых производными фуллерена.

Спрямление убывающих экспонент окисле-
ния флуоресцеина в отсутствие и в присутствии
ингибитора в полулогарифмических координатах
указывает на то, что в выбранных условиях прове-
дения эксперимента процесс протекает по псев-
допервому порядку (рис. 4). Это согласуется и с
результатами других наших экспериментов, по-
казавших независимость времени полупревраще-
ния флуоресцеина от его начальной концентра-
ции в диапазоне от 10–8 до 5 × 10–8 М при фикси-

рованной концентрации AAPH 9.6 мМ, а также с
теоретическими предположениями, поскольку
вследствие невысокой (1.3 × 10–6 с–1 [34]) кон-
станты скорости распада инициатора за время ре-
акции его количество существенно не меняется,
и, таким образом, в реакционной системе кон-
центрация радикалов находится в квазистацио-
нарном равновесном состоянии.

Общее кинетическое уравнение реакции псев-
допервого порядка при флуориметрическом на-
блюдении расходования исходного компонента
имеет вид:

(3)

(4)

где I0 и I – начальная и текущая интенсивность
флуоресценции флуоресцеина,  – константа
скорости реакции псевдопервого порядка,  –
бимолекулярная константа скорости взаимодей-
ствия флуоресцеина с радикалами,  – концен-
трация свободных радикалов в системе.

На основании формулы (4) получаем:

(5)

Интегрируя площади под кинетическими кри-
выми, выводим взаимосвязь между приростом
времени ¼ превращения флуоресцеина относи-
тельно контрольного опыта и ОАА:
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Рис. 3. Зависимость прироста времени превращения ¼ исходного окисляемого соединения относительно контроль-
ного опыта (  – ) от концентрации Н–C60–D-Ala–ОК в реакционной среде: а – окисление флуоресцеина; б –
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(6)

(7)

(8)

где  – период индукции для тролокса,  –
константа скорости реакции псевдопервого по-
рядка в контрольном опыте (без добавления ан-
тиоксидантов).
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Учитывая, что

(9)

где Wi – скорость зарождения радикалов в систе-
ме, подставляя (7) и (8) в (1), получаем:

(10)

где  – концентрация антиоксиданта в системе.
Таким образом, линейная связь между –

 и CАО (рис. 3а) свидетельствует о неизменно-
сти величины ОАА при изменении концентрации
производного фуллерена в растворе в исследо-
ванном диапазоне.

Исследование электронодонорной способно-
сти АПФ проводили амперометрическим мето-
дом, регистрируя площадь под кривой тока S при
увеличении разности потенциалов между элек-
тродами U [30]. Как видно из рис. 5, значительное
электрохимическое окисление моноаминокис-
лотных производных начинается при значении
анодного потенциала более 1.2 В.

Такие высокоактивные антиоксиданты, как
флавоноиды, начинают отдавать электроны уже
при значениях анодного потенциала 0.4–0.6 В
[35]. Известно, что флавоноиды могут проявлять
антиоксидантную активность как по радикально-
му механизму (HAT – hydrogen atom transfer), так
и по ионным механизмам, основанным на элек-
тронном переносе (SPLET – sequential proton
loss–electron transfer и ET–PT – electron transfer–
proton transfer) [36]. Исходя из полученных для
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ности флуоресценции флуоресцеина (I) в результате
его деградации при взаимодействии с радикалами,
образующимися при распаде AAPH (а), и их полуло-
гарифмические анаморфозы (б) в холостом опыте (1)
и в присутствии Н–C60–D-Ala–ОК в количестве 2.89 (2);
6.27 (3) и 9.41 мкМ (4). Начальные концентрации рас-
творов флуоресцеина и AAPH составляют соответ-
ственно 0.01 мкМ и 9.6 мМ.
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производных фуллерена С60 вольтамперограмм
(рис. 5), можно сделать вывод, что эти соедине-
ния не проявляют антирадикальной активности
по механизму, связанному с переносом электро-
на, из-за высокого значения потенциала окисле-
ния. Различные величины тангенса угла наклона
обусловлены изменением отклика электрода в
различные даты эксперимента.

Наблюдение за оптической плотностью рас-
твора стабильного хромоген-радикала 2,2-дифе-
нил-1-пикрилгидразила при добавлении в реак-
ционную систему Н–C60–D-Ala–ОК и Н–C60–ε-
ACA–ОК показало отсутствие их активности в
отношении этого радикала. Стабильный экрани-
рованный радикал ДФПГ взаимодействует толь-
ко с антиоксидантами, способными легко отда-
вать атом водорода. Таким образом, аминокис-
лотные производные фуллерена активности по
указанному выше механизму HAT не проявляют.

Антипероксидную активность (способность
разрушать пероксидные соединения по различ-
ным механизмам) производного D-аланина ис-
следовали, добавляя его в буферную систему, со-
держащую пероксид водорода, концентрация ко-
торого контролировалась потенциометрически.
Из рис. 6 видно, что после момента смешивания
компонентов реакционной системы (вертикаль-
ный участок кривой) измеряемое значение по-
тенциала, пропорциональное концентрации пе-
роксида водорода, не менялось в течение всего
времени эксперимента. Таким образом, исследу-
емое производное фуллерена не является катали-
затором распада пероксидов и, следовательно, не
может способствовать разветвлению цепных ре-

акций перекисного окисления или, наоборот,
предотвращать его.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Данные, полученные методами вольтамперо-
метрии, потенциометрии и ДФПГ-анализа, ука-
зывают на то, что антиоксидантный механизм
действия аминокислотных производных фулле-
рена не связан с отдачей электрона либо перено-
сом атома водорода, и что данные соединения не
являются катализаторами распада пероксидов.
В тоже время, линейный характер связи антира-
дикальных свойств, которые N-монозамещенные
аминокислотные производные фуллерена демон-
стрируют во флуоресцентной модели, с размера-
ми наночастиц, образуемых ими в водных раство-
рах, позволяет сделать вывод о том, что основной
фактор, определяющий их антиоксидантную ак-
тивность, – это суммарная площадь поверхности
наночастиц. Введение N-аминокислотного заме-
стителя значительно повышает ингибирующую
эффективность соединений в отношении окисле-
ния водорастворимой мишени (флуоресцеина).

Строение аминокислотного заместителя су-
щественного воздействия на антирадикальную
активность наночастиц не оказывает, что под-
тверждается как при сопоставлении ОАА соеди-
нений с разными заместителями, так и при сопо-
ставлении ОАА одного соединения из разных
синтезов, в ходе которых сформировались агрега-
ты с разным средним размером. Линейный харак-
тер зависимости ингибирующего действия нано-
частиц от концентрации, как во флуоресцентной,
так и в липосомной модели указывает на то, что
изменение концентрации не приводит к измене-
нию размерных характеристик наночастиц. Фул-
лерен и его производные являются электронде-
фицитными молекулами, обладающими систе-
мой сопряженных двойных связей. Очевидно, что
именно доступность π-связей атомов определяет
возможность реакций радикального присоедине-
ний для наночастиц аминокислотных производ-
ных фуллерена. Активную поверхность таких на-
ночастиц можно охарактеризовать как наностен-
ки, на которых происходит гибель свободных
радикалов.
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Рис. 6. Потенциограмма, полученная при добавлении
50 мкл H2O2 к 4.95 мл фосфатного буфера (pH 6.0),
содержащего 16 мкМ Н–C60–D-Ala–ОК.
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The Mechanism of Antioxidant Action and Structure – Activity Relationship 
of N-Monosubstituted Fullerene C60 Amino Acid Derivatives

V. A. Volkov1, *, M. V. Voronkov1, N. N. Sazhina1, D. V. Kurilov2, D. V. Vokhmyanina3, O. V. Yamskova4, 
Yu. Ts. Martirosyan1, 5, D. L. Atroshenko3, L. Yu. Martirosyan1, 5, and V. S. Romanova4
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2Zelinsky Institute of Organic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Leninskii pr. 47, Moscow, 119991 Russia

3Department of Chemistry, Moscow State University, Leninskie gory, 1, Moscow, 119991 Russia
4Nesmeyanov Institute of Organoelement Compounds, Russian Academy of Sciences, Vavilov str. 28, Moscow, 119991 Russia

5All-Russian Research Institute of Agricultural Biotechnology, Timiryazevskaya str., 42, Moscow, 127422 Russia
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The study of kinetic characteristics, mechanisms of action and regularities of the relationship of antioxidant
activity with the molecular and supramolecular structure of fullerene C60 and some of its N-monosubstituted
amino acid derivatives was carried out. It was shown that the introduction of an amino acid substituent into
the C60 fullerene molecule leads to an increase in its antiradical activity during free radical oxidation of a wa-
ter-soluble target (f luorescein). The mechanism of antioxidant activity of amino acid derivatives of fullerene
is not associated with the transfer of a hydrogen atom, electron donation, or catalysis of peroxide decompo-
sition. It has been demonstrated that the structure of the amino acid substituent does not affect the antioxi-
dant properties, which, therefore are determined only by the effective total surface area of nanoparticles of
fullerene C60 derivatives and increases linearly with decrease of average size of nanoparticles. A change in the
concentration of the test compounds in solution does not lead to a change in their antiradical activity and,
accordingly, in the size of the nanoparticles they form. The results obtained are important for understanding
the regularities of the biological activity of this group of compounds.

Keywords: nanoparticles, fullerene C60, antioxidant activity, antioxidants, liposomes
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