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Окислительное воздействие углеродных нанодисперсий на белок исследовано пу�
тем рассмотрения особенностей спонтанного окисления гемоглобина (автоокис�
ления) в водных дисперсиях трех видов наноуглерода – фуллерена С60, наноалма�
зов, шунгитового наноуглерода (ShC). Показано, что в отличие от наноалмазов C60 
и ShC  выступают в отношении гемоглобина как прооксиданты, поскольку их при�
сутствие способно инициировать ускорение реакции окисления гемового железа 
гемоглобина и устойчивый переход значительной части гемоглобина из окси� в 
мет�форму. Предполагается, что вероятным механизмом оксидантного действия 
углеродных наночастиц в водной дисперсии на гемоглобин является их влияние на 
процесс протонирования дистального гистидина, но не на равновесие мономер�
димер�тетрамер в гемоглобине. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  фуллерен; шунгитовый наноуглерод; наноалмаз; наноча�
стица; нанодисперсия; белок; гемоглобин; автоокисление. 

A. S. Goryunov, A. G. Borisova, S. P. Rozhkov, G. A. Sukhanova, 
N. N. Rozhkova. HEMOGLOBIN OXIDATION IN CARBON AQUEOUS 
NANODISPERSIONS 

The oxidative effect of carbon nanodispersions on protein has been studied through 
comparative examination of the spontaneous transition of hemoglobin oxy�form with 
the heme iron in reduced state Fe(II) into the physiologically inactive met�form with 
the heme iron in oxidized state Fe(III) (autooxidation) in aqueous dispersions of 
three nanocarbon types – fullerene C

60, nanodiamonds, and shungite nanocarbon 
(ShC). Unlike nanodiamonds, C60 and ShC have been shown to act as prooxidants in 
hemoglobin solution since their presence can provide for acceleration of the 
oxidation reaction of the heme iron in hemoglobin and for steady transition of a 
considerable part of hemoglobin from the oxy� to the met�form. The effect of carbon 
nanoparticles on the process of protonation of distal histidine, but not on the 
monomer�dimer�tetramer equilibrium of hemoglobin in aqueous dispersion has 
been suggested as a probable mechanism of the oxidation activity of the 
nanoparticles in the protein. 

K e y  w o r d s :  fullerene; shungite nanocarbon; nanodiamond; nanoparticles; 
nanodispersion; protein; hemoglobin; autooxidation. 
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Введение 

Углеродные наноматериалы, в том числе в 
форме наночастиц и нанодисперсий, находят 
все более широкое применение в различных 
сферах человеческой деятельности от произ�
водства продукции бытового, гигиенического и 
промышленного назначения до научных иссле�
дований [Panessa�Warren et al., 2009; Alpatova et 
al., 2010]. К настоящему времени накоплено 
большое количество данных о биологическом 
действии наноматериалов. Среди обнаружен�
ных эффектов – влияние диспергированных на�
ноструктур на водные организмы, воздействие 
на процессы легочного дыхания и кожные реак�
ции, расщепление ДНК раковых клеток, способ�
ность вызывать некроз и апоптоз, а также обу�
словливать пролиферацию и дифференциацию 
стволовых клеток [Savolainen, Vainio, 2011; Turco 
et al., 2011; Uo et al., 2011]. В связи с этим во�
прос о молекулярных механизмах биологиче�
ской активности наночастиц при взаимодейст�
вии наноматериалов с живыми системами, осо�
бенно в водных дисперсиях – как среде, в кото�
рой только и может проявляться такая актив�
ность, становится все более актуальным. Один 
из важнейших механизмов действия биологиче�
ски активных веществ обусловлен их окисли�
тельно�восстановительными свойствами. Из�
вестно, что углеродные материалы способны 
эффективно влиять на окислительные процессы 
в присутствии воды и кислорода воздуха [Лаза�
ров, Ангелова, 1991]. Свойства фуллеренов С60, 
как одной из форм наноуглерода, исследованы 
в многочисленных работах в связи с их вероят�
ной токсичностью [Yamago et al., 1995; Nakamura 
et al., 1996; Nakajima et al., 1996; Isobe et al., 
2006; Xia et al., 2006] и оксидантной активностью 
[Chiang et al., 1995; Yu et al., 1997; Gharbi et al., 
2005]. При этом оказалось, что С60 может спо�
собствовать генерации активных форм кисло�
рода (АФК) спонтанно и за счет фотоактивации 
(главным образом ультрафиолетовой), возмож�
но, в результате появления пар электрон�«дыр�
ка», благодаря поверхностным дефектам и 
включениям [Arbogast et al., 1991, 1992]. Однако 
это происходит только в органических неполяр�
ных растворителях. Кроме того, фуллерены спо�
собны выступать как акцепторы электронов. В 
водной же среде – водных суспензиях агрегатов 
С60 (aqu/nC60) – ни синглетного кислорода, ни су�
пероксид�радикала обнаружено не было [Hotze 
et al., 2008]. В то же время имеются данные, 
свидетельствующие, что aqu/nC60 оказывают 
окислительное воздействие на клетки и их ком�
поненты [Fang et al., 2007; Lyon et al., 2008; Lyon, 
Alvarez, 2008]. Механизм этого воздействия ос�

тается неясным. Целью настоящей работы было 
сравнительное изучение окислительного воз�
действия водных дисперсий различных форм 
наноуглерода – С60, наноалмазов, шунгитового 
наноуглерода – на молекулу гемоглобина (Hb) 
для выяснения механизма этого воздействия. 
Особенностью предлагаемого подхода являет�
ся то, что в качестве предмета исследования 
выступает не собственное окислительное воз�
действие углеродных наночастиц на белок, а их 
влияние на уже имеющий место в системе окис�
лительно�восстановительный процесс – спон�
танное превращение Hb в окси�форме с желе�
зом гема в восстановленном состоянии Fe(II) в 
физиологически неактивную мет�форму Hb с 
железом гема в окисленном состоянии Fe(III) в 
водной среде (т. н. автоокисление Hb). 

Материалы и методы 

Работа проведена с использованием при�
борной базы Центра коллективного пользова�
ния научным оборудованием ИБ КарНЦ РАН. 

Исследовался наноуглерод в форме вод�
ных нанодисперсий фуллерена С60, ультра�

дисперсных наноалмазов детонационного 
синтеза (наноалмазов) и шунгитового угле�
рода (ShC). Водная нанодисперсия фуллере�
нов представляет собой дисперсию нанокла�
стеров – гидратированных комплексов из не�
скольких десятков молекул С60 диаметром 
0,7 нм. Размер нанокластеров молекул фул�
лерена в водной нанодисперсии (aqu/nC60) – 
70–100 нм. 

Шунгитовый наноуглерод [Buseck et al., 
1992; Buseck, 2002] в водной дисперсии пред�
ставлен наночастицами (90–100 нм), постро�
енными из многослойных наноглобул <10 нм, 
которые в свою очередь образованы базовыми 
структурными элементами – непланарными 
графеновыми фрагментами размером <1 нм. 
Эти фрагменты являются  стабилизаторами 
наноглобул в водной среде, а также формиру�
ют электронную и пространственную структуру 
наночастиц шунгитового углерода [Рожкова, 
2011]. Нанокластеры (наночастицы) шунгито�
вого углерода стабилизированы в устойчивых 
водных дисперсиях и агрегированы при кон�
денсации дисперсии. 

Использовались водные коллоидные нано�
дисперсии фуллерена (aqu/nC60), приготовлен�
ные по методике Г. В. Андриевского [Andrievsky 
et al., 1995], и нанодисперсии шунгитового угле�
рода, полученные по аналогичной методике 
[Рожков и др., 2007; Rozhkova et al., 2007; Рож�
кова, 2011].  
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Водные нанодисперсии алмазов были по�
лучены с использованием ультразвукового 
сонолиза при концентрации углерода до 
0,18 мг/мл [Osawa, 2008]. Размер первичных 
наноалмазов – 4,6 ± 0,8 нм. Они образуют ас�
социаты – кластеры наноалмазов (наночасти�
цы) размерами от 90 нм. 

В качестве модели биологического объекта – 
вероятной мишени воздействия углеродных на�
номатериалов – использовали молекулы кисло�
род�связывающего белка Hb человека (Hb A, 
молекулярная масса 68 кД, размер ~6 нм), полу�
ченного по стандартной методике из крови 
взрослого человека.  

Дисперсии наночастиц в различных концен�
трациях добавлялись в раствор Hb и выдержи�
вались заданное время. Спонтанное окисление 
(автоокисление) Hb в водном растворе и в на�
нодисперсиях углерода оценивалось по уров�
ню равновесия структуры Hb между окислен�
ной и восстановленной (мет – окси, Fe3+ – Fe2+) 
формами. Уровень равновесия определялся 
спектрофотометрически в ультрафиолетовом�
видимом диапазонах в зависимости от концен�
трации наноуглерода, диспергированного в 
водном растворе белка, с тем чтобы охаракте�
ризовать эффекты, связанные с проявлением 
оксидантных свойств трех форм наноуглерода. 
Спектры поглощения гемоглобина регистриро�
вались на спектрофотометре Specord M40 в 
диапазоне длин волн 350–650 нм.  

Концентрации окси� и метгемоглобина рас�
считывали на основании уравнений для спек�
трофотометрического анализа смесей гемогло�
бинов [Веnеsh et al., 1973], основанного на дан�
ных по поглощению при длинах волн 560, 576, 
630 нм. Кинетика спонтанного окисления Hb 
рассматривалась при температуре 43 °C и фик�
сированных значениях рН в интервале 5–8. 
Температура поддерживалась с использовани�
ем водного термостата. Для перевода Hb в рас�
твор с заданным значением рН  раствор белка 
пропускали через колонку 1,5х50 см, наполнен�
ную гелем Sefadex G�25. В экспериментах ис�
пользовались следующие буферные системы: 
1) 0,01М натрий�фосфатный буфер, рН 7,9; 
2) 0,1М натрий�ацетатный буфер, рН 5,2. 

После колонки получали высокоочищенный 
препарат Hb. Чтобы убедиться, что полученный 
Hb находится в окси�форме, регистрировали 
полные оптические спектры поглощения (250–
650 нм) раствора Hb. По кинетическим кривым 
ln N = ln N0 – K·t, где N0 и N – концентрации Hb в 
начальный момент времени t0 и момент времени 
t соответственно, может быть рассчитана кон�
станта скорости реакции K автоокисления Hb 
[Борисова, Горюнов, 2007; Борисова, 2008]. 

Фактором, ограничивающим время наблю�
дения автоокисления, также является денату�
рация Hb, поскольку наблюдение проводилось 
при температуре 43 °С. Отсутствие денатура�
ции контролировалось методом дифференци�
альной сканирующей микрокалориметрии 
(Nano DSC, TA�Instruments). 

Результаты и обсуждение 

Обратимое, но прочное связывание молеку�
лярного кислорода с гемовым железом Fe(II) – 
основа функционирования Hb. Однако оксигени�
рованная форма Hb может спонтанно окисляться 
до физиологически неактивной метформы Fe(III), 
поэтому метаболизм эритроцитов главным обра�
зом направлен на поддержание Hb в ферро�со�
стоянии Fe(II). Скорость реакции автоокисления 
зависит от рН среды, температуры, а также от 
присутствия восстановителей и окислителей.  

 

 
 

Рис. 1. Зависимости концентрации окисленного ге�
моглобина (метгемоглобина) (СметHb) от времени 
при различных рН белкового раствора, отражающие 
кинетику реакции спонтанного окисления гемогло�
бина  (автоокисления). Исходная концентрация ок�
сигемоглобина 1,5 мг/мл 

 
Зависимости концентрации мет Hb в реакци�

онной среде от времени, отражающие кинетику 
окисления железа гема, представлены на ри�
сунке 1. Окси Hb окисляется достаточно быстро 
в условиях повышенной температуры, и особен�
но быстро – при низких значениях рН раствора. 
Кинетические кривые снимались за разные про�
межутки времени, поскольку регистрация кине�
тики проводилась до достижения начальных 
стадий  насыщения или до момента, когда фор�
ма кривой однозначно указывала на недостижи�
мость насыщения, что в большой степени зави�
сит от рН. Так, в среде с рН 5,2 уже в начальный 

Время, час 
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момент измерения содержится некоторое коли�
чество окисленного Hb. Начиная от физиологи�
ческих значений рН порядка 7,4 спонтанное 
окисление Hb идет медленнее, так что в течение 
нескольких часов наблюдения мет�форма Hb в 
растворе вообще не регистрируется.  

На рисунке 2 (а, б) представлены кинетиче�
ские зависимости в условиях, когда в среду был 
добавлен коллоид фуллерена (aqu/nC60); для 
сравнения взяты значения  рН 5,2 и 7,9. Видно, 
что во всех случаях концентрация окисленного 
Hb в присутствии С60 существенно повышается, 
причем в прямой зависимости от концентрации 
С60. Тем самым проявляется прооксидантное 
действие aqu/nC60. Происходит это не только за 
счет ускорения автоокисления, но и за счет то�
го, что присутствие фуллерена в реакционной 
среде вызывает окисление некоторой части Hb 
в начальный момент времени – еще до начала 
прогревания реакционной смеси. 

 

 
 

 
 

Рис. 2. Кинетические кривые окисления гемоглоби�
на в нанодисперсиях фуллерена С60 (aqu/nC60) раз�
личных концентраций при рН 5,2 (а) и рН 7,9 (б). 
Исходная концентрация оксигемоглобина 1,5 мг/мл 

По величине эффекта при двух значениях 
рН различий не наблюдается: концентрация 
мет Hb увеличивается на 0,5–0,7·10�4 М в обоих 
случаях. Однако при низких значениях рН фор�
ма и наклон кинетических кривых практически 
не зависят от концентрации фуллерена. При 
рН 5,2 все зависимости имеют одинаковый 
вид: это кривые, выходящие на насыщение, 
с большей скоростью окисления Hb на началь�
ных отрезках времени и меньшей – на после�
дующих, что указывает на снижение скорости 
окисления со временем наблюдения, в то вре�
мя как при повышении рН имеет место зависи�
мость от концентрации – при рН 7,9 формы 
зависимостей различны для разных концен�
траций С60. При повышении концентрации фул�
лерена форма кривых изменяется и становит�
ся практически прямолинейной, наклон кри�
вых, отражающий скорость окисления, также 
изменяется. При отсутствии С60 окисления не 
наблюдается в течение первых 3,5 ч наблюде�
ния, и лишь в дальнейшем происходит умерен�
ное – до 0,06·10�4 М мет Hb – окисление. При 1 
и 2 мкг/мл C60 окисление, регистрируемое че�
рез 3,5 ч, уже весьма значительно, что одно�
значно указывает на ускорение процесса окис�
ления железа гема даже в присутствии малых 
количеств aqu/nC60. При 5, 10 и 15 мкг/мл C60 
наблюдается тот же эффект, что и при рН 5,2, с 
той лишь разницей, что при рН 7,9 даже для 15 
мкг/мл C60 величина эффекта соответствует 
уровню контроля, имеющему место при рН 5,2. 
Кроме того, факт, что зависимости при рН 7,9 
для 5, 10 и 15 мкг/мл C60 имеют характер, близ�
кий к линейному, означает, что скорость окис�
ления не меняется со временем. 

Все эти особенности, очевидно, связаны не 
столько с влиянием aqu/nC60 на кинетику окис�
ления Hb, сколько с различиями в характере 
процесса окисления при двух значениях рН, 
поскольку амплитуды эффектов при рН 5,2 и 
рН 7,9 близки. Кроме того, при рН 7,9 окисле�
ние происходит столь медленно, что количест�
во окисленного мет Hb невозможно зарегист�
рировать в течение нескольких часов наблюде�
ния как в контроле, так и при малых концентра�
циях aqu/nC60. В присутствии же 5–15 мкг/мл 
aqu/nC60 это количество существенно возрас�
тает, и эффект становится заметен. И все же 
при рН 7,9 скорость окисления даже в присут�
ствии aqu/nC60 остается малой, что и не позво�
ляет проявиться какому�либо насыщению, как 
это происходит при рН 5,2. 

Кривые при рН в интервале от 5,2 до 7,9  
имеют форму, промежуточную между кривыми 
при рН 5,2 и рН 7,9, поэтому соответствующие 
результаты здесь не приведены. 

Время, час 

Время, час 
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На рисунке 3 (а, б) представлены кинетиче�
ские кривые спонтанного окисления Hb для слу�
чая, когда в водном растворе вместе с белком 
присутствовал диспергированный шунгитовый 
наноуглерод (ShC). Для сравнения взяты значе�
ния  рН 5,2 и 7,9. Характер зависимостей для 
ShC в значительной степени аналогичен тому, 
который наблюдается для фуллерена и по вели�
чине эффекта, и по форме кривых. Некоторые 
же различия состоят в наклоне кривых и, соот�
ветственно, скорости реакции окисления Hb. 
Это позволяет предполагать и аналогию меха�
низма воздействия нанодисперсий этих двух 
форм углерода на процесс окисления Hb. 

 

 
 

 
 

Рис. 3. Кинетические кривые окисления гемоглоби�
на в нанодисперсиях шунгитового углерода (ShC) 
различных концентраций при рН 5,2 (а) и рН 7,9 (б). 
Исходная концентрация оксигемоглобина 1,5 мг/мл 

 
На рисунке 4 показаны данные о кинетике 

окисления Hb в водных дисперсиях наноалма�
зов (НА) при рН 5,2. В этом случае зависимость 
вида кривых и скорости автоокисления от кон�
центрации НА оказалась крайне слабо выра�

женной: наклон и форма кривых практически 
не зависели от концентрации наноалмазов в 
дисперсии, т. е. как концентрация окисленного 
Hb в начальный момент времени, так и ско�
рость реакции окисления очень мало менялись 
при изменении концентрации этой формы на�
ноуглерода. В отличие от aqu/nС60 и ShC при�
сутствие наноалмазов в реакционной среде не 
вызывало и мгновенного окисления части Hb 
при внесении наноуглерода в белковый рас�
твор. Данные, полученные при других значени�
ях рН, здесь не приводятся, поскольку они сви�
детельствуют об отсутствии какого�либо влия�
ния наноалмазов на процесс окисления Hb. 

 

 
 

Рис. 4. Кинетические кривые окисления гемоглоби�
на в дисперсиях наноалмазов различных концентра�
ций при рН 5,2. Исходная концентрация оксигемо� 
глобина 1,5 мг/мл 
 

Таким образом, присутствие в белковом рас�
творе двух из трех исследованных форм наноуг�
лерода  – aqu/nC60 и ShC – приводит к тому, что 
концентрация окисленного Hb существенно по�
вышается концентрационно�зависимым обра�
зом за счет того, что наличие этих форм наноуг�
лерода в реакционной среде вызывает окисле�
ние некоторой части Hb уже в процессе их вне�
сения в раствор. Более того, даже при высоких 
рН (физиологических и выше), когда автоокис�
ление почти не наблюдается, присутствие 
aqu/nC60 и ShC в растворе способно иницииро�
вать ускорение реакции окисления гемого же�
леза Hb, а вместе с ней и весьма устойчивый 
процесс перехода значительной части окси Hb в 
мет Hb, т. е. в данном случае и aqu/nC60, и ShC 
выступают как прооксиданты. 

Известно, что спонтанное окисление (авто�
окисление) Hb протекает как реакция окисления 
железа и восстановления кислорода до суперок�
сид�аниона с превращением окси Hb в мет Hb. 

Время, час Время, час 

Время, час 
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Она сопровождается нуклеофильным вытесне�
нием супероксид�аниона входящей молекулой 
воды и требует протонирования имидазольной 
группы дистального гистидина, т. е. происходит 
с участием Н+. Поэтому при понижении рН авто�
окисление облегчается [Веnеsh et al., 1973], что 
объясняет типичный характер изменения вида 
зависимости концентрации окисленного Hb от 
времени при разных рН (рис.1). Это позволяет 
предположить, что две из трех рассматриваемых 
нами форм наноуглерода обладают свойством 
способствовать процессу протонирования дис�
тального гистидина Hb в водной дисперсии, и 
это свойство играет важную роль в механизме 
окислительного воздействия нанодисперсии уг�
лерода на вводимый в нее Hb.  

C другой стороны, известно, что способ�
ность Hb к автоокислению существенно зави�
сит от степени агрегации гемоглобина: димеры 
и отдельные субъединицы значительно более 
подвержены автоокислению [Веnеsh et al., 
1973]. При этом имеются данные о том, что на�
ночастицы способны воздействовать на сте�
пень агрегации белка в растворе [Nel et al., 
2009] и тем самым на скорость автоокисления. 
В то же время полученные нами ранее данные 
по гель�фильтрации белков в нанодисперсиях 
углерода [Goryunov et al., 2011] показывают, 
что Hb, в отличие, например, от сывороточного 
альбумина, не образует сколько�нибудь устой�
чивых комплексов с наночастицами углерода. 
Это, скорее всего, означает, что и влияние на�
ночастиц на агрегацию данного белка не может 
быть существенным, тем более и сам Hb не от�
носится к белкам со склонностью к агрегации. 
Кроме того, равновесие димер�тетрамер или 
мономер�тетрамер в гемоглобине не может ус�
танавливаться мгновенно. Это активационный 
процесс, характеризующийся своей кинети�
кой. Он неизбежно должен был бы проявиться, 
во�первых, в отличии формы кинетических кри�
вых контрольных образцов и образцов, содер�
жащих наноуглерод, при любых значениях рН, 
чего в эксперименте обнаружено не было. Во�
вторых, окисления некоторой части гемоглоби�
на уже в начальный момент времени также не 
могло бы наблюдаться. Поэтому влияние нано�
дисперсии углерода на автоокисление Hb че�
рез воздействие на его агрегацию является 
маловероятным механизмом эффекта. 

Другой возможный механизм токсичности 
водной дисперсии С60 (aqu/nC60) по отношению 
к биологическим системам может быть связан 
с тем, что водная нанодисперсия С60 способна 
инициировать независимые от активных форм 
кислорода окислительные повреждения [Fang 
et al., 2007; Lyon et al.,  2008; Lyon, Alvarez, 

2008], которые приводят к изменению электро�
потенциала клеточной мембраны, нарушению 
клеточного дыхания и окислению белка. По�
следнее проявляется в снижении количества 
SH�групп белка, что свидетельствует о влиянии 
на процессы с участием протонов, на процес�
сы водородного обмена между интерьером 
белковой глобулы и свободным растворите�
лем. Это может играть важную роль и в про�
цессе протонирования дистального гистидина, 
который находится в интерьере молекулы Hb. 

Различие в эффекте наноалмазов и двух дру�
гих типов наноуглерода, вероятно, связано с 
тем, что наноалмаз является нанокристаллом, 
тогда как фуллерены и базовый структурный 
элемент шунгитового наноуглерода являются 
молекулярными структурами. Это может обу�
словливать различную степень их вовлечения в 
процессы с участием протонов в водной среде. 

Таким образом, наиболее вероятным меха�
низмом прооксидантного действия углеродных 
наночастиц на гемоглобин в водной дисперсии 
является влияние на процесс протонирования 
дистального гистидина, а механизмом их про�
оксидантного действия вообще является спо�
собность влиять на процессы с участием про�
тонов в водной среде. 

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ  (грант № 13�03�00422). 
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