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С использованием электронного парамагнитного резонанса (ЭПР-спектрометрии) исследовано
распределение в организме мышей внутривенно введенных модифицированных наноалмазов
(МНА) взрывного синтеза. Показано, что через 2.5 ч после инъекции МНА в хвостовую вену мышам
наночастицы аккумулируются преимущественно в легких и печени животных, в почках и сердце об-
наруживается на порядок меньшее количество наночастиц. Наличия МНА в образцах крови, селе-
зенки, головного мозга и мышц бедра мышей в пределах чувствительности использованного метода
не выявлено.
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Развитие нанотехнологии открывает новые
возможности решения множества биомедицин-
ских задач (Vo-Dinh, 2006; Surendiran et al., 2009;
Thanh, Green, 2010; Zamborini et al., 2012). Про-
гнозируется, что применение наноматериалов
разной физико-химической природы, например,
в биологии, медицине, фармакологии, экологии,
токсикологии позволит повысить эффективность
используемых методов. Разрабатываются подхо-
ды к использованию наноматериалов в техноло-
гиях эффективного разделения и выделения био-
молекул (Bondar et al., 2004; Lynch, Dawson, 2008),
создании средств индикации и диагностики (Ar-
tiles et al., 2011; Fisher, Fadley, 2012; Lad, Agrawal,
2012; Kaur, Badea, 2013), препаратов для нейтрали-
зации токсикантов (Puzyr et al., 2007a), самостоя-
тельных терапевтических агентов (Gutwein, Web-
ster, 2002; Tran et al., 2009; Ishchenko et al., 2010; Xiao
et al., 2013; Wang et al., 2013; Zhou, 2013; Ding et al.,
2016), управляемых или целевых носителей ле-
карств (Jin-Wook et al., 2011; Plank et al., 2011; Mo-
rachis et al., 2012; Zhu et al., 2012; Zhang et al., 2013).

Исследователи, работающие в данной обла-
сти, проявляют большой интерес к биомедицин-

скому применению разных форм наноуглерода
(фуллерены, нанотрубки, графен) (Lamanna et al.,
2012; Mendes et al., 2013; Monaco, Giugliano, 2014;
Kumar, 2015; Zhang, Naik, 2015; Kozak et al., 2016;
Maas, 2016). Один из перспективных материалов
этой группы – наноалмазы, получаемые методом
детонационного синтеза, который был впервые
разработан российскими учеными (Danilenko,
2004).

Совокупность физико-химических свойств
наноалмазов (прежде всего, химически активная
полиморфная поверхность и возможности ее хи-
мической модификации, малая токсичность и
высокая биосовместимость) открывает возмож-
ности и перспективы использования данных на-
ночастиц в разнообразных биотехнологических и
биомедицинских приложениях (Krueger, 2008;
Schrand et al., 2009; Kharisov et al., 2010; Sung, Lin,
2010; Mochalin et al., 2011; Say et al., 2011; Shugalei
et al., 2013; Slegerova et al., 2014), в частности в кон-
струировании систем адресной доставки биоло-
гически активных субстанций и лекарственных
препаратов, создании лечебных средств пролон-
гированного и комбинированного действия (Mo-
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chalin et al., 2011; Zhu et al., 2012; Kaur, Badea, 2013;
Shugalei et al., 2013; Xiao et al., 2013; Wang et al.,
2013; Zhang et al., 2013; Slegerova et al., 2014).

Важно подчеркнуть, что использование нано-
материалов в медицине (средства адресной до-
ставки лекарств, терапевтические и диагностиче-
ские агенты) предполагает возможность введения
нанообъектов в организм пациента. При этом
ключевой аспект – четкое представление о харак-
тере распределения в организме введенных нано-
частиц, а также гарантия их биодеградации или
элиминации после выполнения терапевтической
(диагностической) функции. Это особенно важно
при использовании нанообъектов, которые не
подвергаются биодеструкции. Поскольку нано-
алмазы взрывного синтеза относятся именно к
таким нанообъектам, возникает необходимость в
изучении их межорганного распределения, на-
копления и путей элиминации после введения в
организм. Важность таких исследований опреде-
ляется возможностью возникновения нежела-
тельных последствий при накоплении наноча-
стиц в организме.

В Институте биофизики СО РАН (Красно-
ярск) разработаны способы получения из наноал-
мазов детонационного синтеза модифицирован-
ных наноалмазов (МНА), обеспечивающие высо-
кую коллоидную устойчивость наночастиц в
водных суспензиях (включая стерилизацию)
(Bondar, Puzyr, 2004; Puzyr, Bondar, 2005). Это
позволило определить перспективы их использо-
вания в биомедицинских исследованиях и изучить
применимость МНА в разработке технологий раз-
деления и очистки биомолекул (Bondar et al., 2004;
Puzyr et al., 2007b; Purtov et al., 2008; Baron et al.,
2014; Purtov et al., 2015), конструировании инди-
каторных и диагностических тест-систем, включая
системы многоразового действия (Ronzhin et al.,
2013, 2017), для связывания и нейтрализации ток-
сикантов (Puzyr et al., 2007a; Prokhorenkov et al.,
2014; Vasilyeva et al., 2016), в создании новых ле-
чебных средств пролонгированного и комбини-
рованного действия (Mogilnaya, Bondar, 2012;
Baron et al., 2016; Medvedeva et al., 2016).

Одно из перспективных биомедицинских при-
ложений МНА связано с возможностью констру-
ирования на их основе систем адресной доставки
биологически активных веществ (Purtov et al.,
2010). При этом следует отметить, что оценка рас-
пределения МНА в организме, например, после
их внутривенного введения животным сопряжена
с определенными методическими трудностями.
Существует возможность маркировки наноча-
стиц флуоресцентными или радиоактивными
метками за счет их ковалентной пришивки на
МНА (Purtov et al., 2015). Однако прямая детек-
ция МНА представляется наиболее корректной,
поскольку дает возможность получить объектив-

ную информацию при изучении их межорганного
распределения. Она позволяет избежать ошибок
в трактовке результатов, связанных с возможной
десорбцией иммобилизованной метки с поверх-
ности наночастиц в условиях биологической сре-
ды организма. Для прямой детекции МНА может
быть использован метод электронного парамаг-
нитного резонанса (ЭПР), который позволяет
выявлять наночастицы с парамагнитными цен-
трами. Известно, что у наноалмазов взрывного
синтеза, в том числе МНА, есть парамагнитные
центры (Puzyr et al., 2005; Солтамова и др., 2010).

Цель работы – оценить применимость метода
ЭПР-спектрометрии для анализа распределения
МНА в организме мышей после внутривенного
введения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Были использованы МНА со средним разме-

ром кластеров в гидрозолях d50 = 70.6 нм (Zetasizer
Nano ZS, Malvern Instruments Ltd, Англия), полу-
ченные из взрывных наноалмазов российского
производства (ООО “Реал-Дзержинск”) разрабо-
танным ранее способом (Bondar, Puzyr, 2004;
Puzyr, Bondar, 2005). Исходный гидрозоль с кон-
центрацией наночастиц 1 мг/мл готовили добав-
лением деионизованной воды (Milli-Q-system,
Millipore, США) к навеске порошка МНА. Для
модельных экспериментов in vitro из исходного
гидрозоля МНА последовательными разведения-
ми деионизованной водой готовили также ряд
суспензий с уменьшающейся концентрацией на-
ночастиц. В исследованиях in vitro и in vivo ис-
пользовали мышей ICR (самцов массой 26–28 г),
при работе с животными соблюдали принципы
эвтаназии.

Модельные эксперименты in vitro проводили
следующим образом: мышей усыпляли эфирным
наркозом, и брали кровь из подключичной арте-
рии. Затем животных умерщвляли цервикальной
дислокацией и извлекали органы с помощью пла-
стиковых и керамических инструментов для ис-
ключения контаминации биоматериалов части-
цами металла. Для исследований брали печень,
селезенку, почки, сердце, головной мозг, мышцы
бедра и легкие. Извлеченные органы помещали
на лед и после удаления примесей соединитель-
ной и жировой тканей разрушали в дистиллиро-
ванной воде с помощью ручного гомогенизатора
(система стекло–стекло). При гомогенизации ис-
пользовали следующие соотношения масса орга-
на–объем воды: печень 1 : 1, селезенка 1 : 10, поч-
ки 1 : 4, сердце 1 : 10, головной мозг 1 : 3, мышцы
бедра 1 : 3, легкие 1 : 6. К полученным гомогена-
там и образцам крови добавляли приготовленные
гидрозоли МНА с разной концентрацией наноча-
стиц в соотношении 1 : 4 – 200 мкл гидрозоля к
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800 мкл образца биоматериала. При этом финаль-
ная концентрация МНА в образцах составляла
200, 40, 8 и 1.6 мкг/мл. В контрольные образцы
биоматериалов (гомогенаты и кровь) вместо сус-
пензии МНА добавляли дистиллированную воду
в указанном выше соотношении. Все образцы пе-
ремешивали, помещали в пластиковые контейне-
ры и замораживали в жидком азоте. После этого
замороженные образцы извлекали из контейне-
ров и помещали при температуре жидкого азота в
специальный держатель, который переносили в
резонатор ЭПР-спектрометра Elexsys E580 (Bruker,
Германия), и регистрировали ЭПР-спектры при
температуре 85–90 К. ЭПР-исследования были
выполнены в ЦКП ФИЦ КНЦ СО РАН.

В экспериментах in vivo водную суспензию МНА
вводили мышам в хвостовую вену в дозе 40 мг нано-
частиц на 1 кг массы животного. Оценку распре-
деления МНА в организме животных проводили
через 2.5 ч после инъекции наночастиц. Получе-
ние образцов биоматериалов (кровь и гомогенаты
органов) и регистрацию ЭПР-спектров осу-
ществляли так, как отмечено выше.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В предварительных экспериментах in vitro мы
установили, что для выявления МНА в биомате-
риалах методом ЭПР-спектрометрии важное
условие – глубокое замораживание исследуемого
образца при низких температурах и увеличение
его объема. В связи с этим были разработаны ори-
гинальные пластиковые контейнеры, которые
позволяют замораживать образцы в жидком азо-
те, и специальный держатель, позволяющий осу-
ществлять перенос замороженных образцов из

контейнеров при температуре жидкого азота.
Применение держателя дало возможность ис-
пользовать безампульный способ фиксации об-
разца в резонаторе ЭПР-спектрометра и увели-
чить объем проб биоматериалов.

На начальном этапе исследований было пока-
зано (рис. 1а), что в ЭПР-спектрах гидрозолей
МНА наблюдается характерный сигнал (g = 2.003,
ΔH ≈ 10 Гс). Ранее мы отмечали (Puzyr et al., 2005),
что в образцах МНА с разными размерами кла-
стеров регистрируется симметричный ЭПР-сиг-
нал при g = 2.003, который связан с наличием па-
рамагнитных центров в данных наночастицах.
Как следует из модельных экспериментов in vitro
(рис. 1б), при добавлении суспензии МНА в об-
разцы крови и гомогенатов органов мышей ЭПР-
сигнал сохраняет свои основные характеристики.
Это свидетельствует о том, что метод ЭПР-спек-
трометрии позволяет обнаруживать МНА в био-
логических материалах.

При ЭПР-исследованиях контрольных (не со-
держащих МНА) образцов всех биоматериалов в
них было выявлено наличие собственных пара-
магнитных центров (радикалы, гемсодержащие
белки и др.), сигналы которых накладываются на
сигнал МНА. В то же время было установлено,
что при тех объемах биообразцов, которые были
использованы в экспериментах, значения их соб-
ственных ЭПР-сигналов, как правило, невелики
и не оказывают влияния на точность детекции
наночастиц. Тем не менее для большей коррект-
ности определения МНА в биоматериалах мы вы-
читали из значения ЭПР-сигнала опытного об-
разца (с добавлением МНА) значение ЭПР-сиг-
нала контрольного образца (без МНА).

Рис. 1. ЭПР-спектры водного золя модифицированных наноалмазов (МНА) (а) и гомогенатов селезенки (б) с добав-
лением МНА (концентрация наночастиц 0.04 мг/мл).
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В модельных экспериментах in vitro было уста-
новлено также, что интенсивность регистрируе-
мого ЭПР-сигнала пропорциональна концентра-
ции МНА как в гидрозолях, так и в образцах изу-
чаемых биоматериалов (рис. 2). Как следует из
представленных данных, линейность сигнала со-
храняется в широком диапазоне концентраций
МНА в биологических образцах – от 1.6 до 200 мкг
наночастиц на 1 мл образца. Это дает возмож-
ность проводить количественную оценку содер-
жания МНА в биоматериалах.

Из представленных на рис. 2 данных видно,
что при одинаковых концентрациях МНА в
опытных образцах крови и гомогенатов печени
регистрируются более высокие значения сигна-
лов ЭПР по сравнению с другими исследованны-
ми образцами. При этом в большей степени такие
различия проявляются при высокой (200 мкг/мл)
концентрации наночастиц в образце биоматериа-
ла. Причины наблюдаемых различий пока неяс-
ны. Вероятно, они могут быть связаны с дополни-
тельным образованием в образцах крови и гомоге-
натов печени собственных парамагнитных центров
под действием МНА. Например, это может проис-
ходить при деструкции белых и красных клеток
крови. В экспериментах in vitro ранее мы показа-
ли, что воздействие наноалмазов на красные и бе-
лые клетки крови вызывает их деструкцию и акти-
вацию образования активных радикалов кислорода

клетками белого ряда (Puzyr et al., 2004). При этом
было установлено, что эффект стимуляции обра-
зования радикалов кислорода дозозависим. Отме-
ченные факты позволяют предположить, что обра-
зование дополнительных парамагнитных центров в
образцах крови и гомогенатах печени может про-
исходить за счет увеличения пула свободного ге-
моглобина при деструкции эритроцитов и воз-
растания пула радикалов кислорода при деструк-
ции клеток белого ряда.

Мы полагаем, что эта версия правомочна в
обоих рассматриваемых случаях. Общеизвестно,
что печень хорошо снабжается кровью, и гомоге-
наты этого органа могут содержать большое ко-
личество ее форменных элементов, а также, что в
гепатоцитах содержится большое количество ци-
тохромов, способных продуцировать кислород-
ные радикалы. Тем не менее упомянутые выше
предположения требуют отдельного анализа.

В наших исследованиях in vivo было показано
(рис. 3а), что через 2.5 ч после внутривенной инъ-
екции МНА мышам наибольшее их количество
регистрируется методом ЭПР-спектрометрии в
легких и печени животных. Расчеты, проведен-
ные с учетом зависимостей ЭПР-сигналов от
концентрации МНА в биообразцах (рис. 2), сви-
детельствуют о том, что от суммарной дозы вве-
денных наночастиц через указанное время в лег-
ких и печени мышей их аккумулируется до 24 и

Рис. 2. Интенсивность ЭПР-сигнала в зависимости от концентрации модифицированных наноалмазов (МНА) в гид-
розолях, крови и гомогенатах тканей животных. 1 – головной мозг, 2 – селезенка, 3 – легкие, 4 – почки, 5 – печень,
6 – мышцы, 7 – сердце, 8 – вода, 9 – кровь.
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18% соответственно. Согласно полученным дан-
ным в сердце и почках животных выявляется зна-
чительно меньшее (на 1–1.5 порядка) количество
наночастиц (рис. 3а). МНА в образцах крови, се-
лезенки, головного мозга и мышц бедра в преде-
лах чувствительности использованного ЭПР-ме-
тода не выявлены.

В пользу значительно большей эффективно-
сти накопления МНА в легочной ткани живот-
ных по сравнению с тканями других изучаемых
органов свидетельствуют и расчеты содержания
наночастиц на единицу массы органа (рис. 3б).
Из них следует, что в ткани легкого МНА аккуму-
лируются практически на порядок эффективнее,
чем в ткани печени. Кроме того, наименьшая эф-
фективность накопления МНА наблюдается в
тканях почек и сердца.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в модельных экспериментах in
vitro установлена применимость метода ЭПР-
спектрометрии для детекции и количественной
оценки МНА в биологических материалах. Пока-
зано, что в содержащих МНА образцах крови и
гомогенатах органов мышей наблюдается харак-
терный ЭПР-сигнал (g = 2.003, ΔH ≈ 10 Гс), ам-
плитуда которого линейно зависит от концентра-
ции наночастиц (1.6–200 мкг на 1 мл биообразца).
Методом ЭПР в биоматериалах выявлено нали-
чие собственных парамагнитных центров, сигна-
лы которых накладываются на сигнал МНА. Од-
нако показано, что интенсивность данных сигна-
лов мала, и это позволяет регистрировать МНА в
биоматериалах методом ЭПР-спектрометрии с не-
обходимой точностью. В исследованиях in vivo про-

Рис. 3. Суммарное (а) и расчетное (б) содержание модифицированных наноалмазов (МНА) в органах и в 1 г ткани ор-
ганов животных соответственно через 2.5 ч после внутривенного ведения.
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демонстрирована возможность регистрации мето-
дом ЭПР-спектрометрии распределения МНА в
организме животных после внутривенного введе-
ния наночастиц. Показано, что через 2.5 ч после
инъекции МНА в хвостовую вену мышам наноча-
стицы аккумулируются преимущественно в лег-
ких и печени животных. В почках и сердце обна-
руживается значительно меньшее (на порядок)
количество наночастиц. МНА в образцах крови,
селезенки, головного мозга и мышц бедра мышей
методом ЭПР-спектрометрии не выявлены. По-
лученные данные открывают перспективы ис-
пользования метода ЭПР для изучения динамики
межорганного распределения, накопления и эли-
минации наноалмазов взрывного синтеза после
их внутривенного введения в организм экспери-
ментальных животных.

Исследования выполнены при финансовой
поддержке РФФИ (грант 16-04-00999).
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Using EPR-Spectrometry for the Investigation of Biodistribution of Nanodiamonds
in Mice after Intravenous Injection

E. V. Inzhevatkin1, #, A. V. Baron2, 3, N. G. Maksimov4, M. B. Volkova1, 3, A. P. Puzyr2, and V. S. Bondar2
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Using electron paramagnetic resonance (EPR-spectrometry) it was investigated the distribution of modified
nanodiamonds (MNDs) in mice after intravenous injection. It was shown that 2.5 h after injection of MNDs
into the tail vein of mice, nanoparticles accumulate mainly in the lungs and liver of animals. A smaller amount
of nanoparticles is found in the kidneys and in the heart. The presence of MNDs in blood samples, spleen,
brain and thigh muscles was not identified.
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