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Известно, что водорастворимые производные
фуллеренов С60 имеют широкий спектр биологи�
ческой активности и перспективны с точки зре�
ния создания на их основе эффективных лекар�
ственных средств [1]. В связи с этим актуальной
задачей является разработка методов детектиро�
вания таких наноструктур в биологических объ�
ектах. В современных исследованиях для детекти�
рования различных органических соединений
широко применяют УФ�видимую спектроско�
пию и высокочувствительный метод флуоресцен�
ции. Однако фуллерены и их производные имеют
слабое поглощение в видимой или в ближней УФ�
области спектра и практически не обладают флу�
оресценцией, что затрудняет их наблюдение тра�
диционными спектральными методами.

В то же время известно, что в силу уникальной
сферической структуры углеродного каркаса
фуллерены С60 имеют характерный спектр рама�
новского рассеяния, состоящий преимуществен�
но из одной высокоинтенсивной линии в области
1462–1469 см–1 [2, 3]. В случае нанесения анали�
зируемых молекул на поверхность серебряных
или золотых наночастиц возникает эффект ги�
гантского (поверхностно�усиленного) комбина�
ционного рассеяния (ГКР, в англоязычной тран�

скрипции – SERS), в результате интенсивность
сигнала может усилиться на 5–6 порядков [3–6].
В ряде случаев удается регистрировать спектры
ГКР отдельных молекул фуллеренов С60 [7]. Вы�
сокая чувствительность метода ГКР, сопостави�
мая с таковой метода флуоресценции, принципи�
ально важна для исследования механизмов дей�
ствия и фармакокинетики биологически активных
соединений, которые находятся в биообъектах в
микро� и наномолярных количествах.

В ИПХФ РАН разработаны эффективные мето�
ды синтеза различных водорастворимых полиза�
мещенных производных фуллеренов С60 (ППФ)
путем ковалентного присоединения к фуллерено�
вому сфероиду пяти аддендов, несущих на себе
положительные или отрицательные заряды [8, 9].
Такие соединения имеют рекордную раствори�
мость в воде (более 100 мг/мл), малотоксичны и
проявляют биологическую активность различных
видов, в том числе противовирусную, микроби�
цидную и нейропротекторную [10, 11]. На основе
синтеза комплексов или ковалентных конъюга�
тов производных фуллерена и красителей в
ИПХФ РАН ведутся работы по созданию фотоди�
намических препаратов нового поколения, зна�
чительно превышающих по эффективности гене�
рации активных форм кислорода клинические
фотодинамические препараты [12–14]. В связи с
этим чрезвычайно актуальной является разработка
современных высокочувствительных и информа�
тивных аналитических методов, позволяющих ис�
следовать процессы переноса подобных производ�
ных фуллеренов через биологические мембраны,
их накопление в структуре белков и клеток, рас�
пределение и фармакокинетику подобных произ�
водных фуллеренов в организме животных.
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Настоящее сообщение посвящено анализу
возможности применения метода спектроскопии
ГКР для детектирования водорастворимых поли�
замещенных производных фуллеренов и их кова�
лентных конъюгатов с красителями на примере
ППФ�1, ППФ�2 и ППФ�3 (рис. 1). 

Соединения ППФ�1 и ППФ�2 получены путем
присоединения пяти катионных и анионных ад�
дендов к фуллереновому сфероиду, в результате
чего сферическая симметрия фуллеренового кар�
каса нарушается и переходит в аксиальную. Вслед�
ствие этого спектр ГКР фуллерена может суще�
ственно измениться, как это наблюдается при пе�
реходе от фуллерена C60 к фуллерену С70 [5, 6].

Соединение ППФ�3 получено путем кова�
лентного присоединения к одному из аддендов
ППФ�2 флуоресцеин�5�изотиоцианата (ФИТЦ), в
результате чего получается меченное флуоресцеи�
ном водорастворимое производное фуллерена.
При синтезе ППФ�3 предполагали, что это соеди�
нение, в силу наличия в нем флуоресцеинового

фрагмента, будет обладать хорошо регистрируе�
мой флуоресценцией. Это позволит детектиро�
вать наличие таких производных фуллеренов в
биологических системах. Однако оказалось, что
флуоресценция красителя в данном соединении
полностью потушена, а это исключило возмож�
ность применения метода флуоресценции для
проведения фармакокинетических исследований
с помощью ППФ�3. 

В качестве препарата сравнения в работе ис�
следовали ГКР�спектры ФИТЦ (“Serva”), рис. 1. 

Структуру синтезированных ППФ�1, ППФ�2
и ППФ�3 доказывали методами ИК�спектроско�
пии, спектроскопии ЯМР на ядрах 1Н и 13С и
электроспрей�масс�спектрометрии.

Регистрацию спектров ГКР осуществляли с
помощью рамановского микроскопа РамМикс
М532®, сочетающего возможности раман�анали�
затора ИнСпектр R532® Scientific Edition и микро�
скопа Olympus CX�41 (ИФТТ РАН), что позволяет
регистрировать спектры неупругого рассеяния
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Рис. 1. Структурные формулы исследованных соединений.
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света и сигнала люминесценции органических об�
разцов или биологических материалов с подлож�
ки с пространственным разрешением 1 мкм и
спектральным разрешением 4–6 cм–1 [http://
enspectr.com/]. Возбуждение осуществляли твер�
дотельным лазером Nd:YAG (2w) с длиной волны
532 нм. Свет, рассеянный на подложке с нанесен�
ным на нее веществом, после спектрометра попа�
дает на регистрирующее устройство – охлаждае�
мую CCD�камеру, которая подключена к ком�
пьютеру. Благодаря охлаждению этой камеры
удается подавить тепловой шум детектора, что
позволяет значительно улучшить отношение сиг�
нал/шум.

Для измерения спектров ГКР веществ использо�
вали оригинальные подложки ИнСпектр SERS на
основе наночастиц серебра, позволяющие прово�
дить анализ химических веществ с помощью эф�
фекта ГКР в ультрамалой концентрации (вплоть до
нескольких молекул) [http://enspectr.com/]. Раство�
ры исследуемых производных фуллерена С60 в ди�
стиллированной воде в определенных концентра�
циях наносили на такую подложку в объеме 1 мкл
и после полного высыхания капли при комнат�
ной температуре (площадь пятна ≈3 мм2) прово�
дили измерения. Регистрацию спектра осуществ�
ляли при возбуждении образца сфокусированным
лучом лазера диаметром 1 мкм. Сигнал накапли�
вался и усреднялся по 25 измерениям, осуществ�
ленным последовательно в разных точках подлож�
ки с шагом 10 мкм в квадрате 40 × 40 мкм.

На рис. 2 и 3 представлены спектры ГКР ис�
следованных соединений.

Как видно из рис. 2, соединения ППФ�1 и
ППФ�2, имеющие различные адденды, проявля�
ют сходные, хорошо регистрируемые спектры
ГКР, которые состоят из интенсивной линии с
максимумом при 1447 см–1 и второй линии при
1556 см–1, что на 10–20 см–1 меньше по сравне�
нию с литературными данными по спектроско�
пии ГКР исходных фуллеренов С60 [2–7], а также
из нескольких менее интенсивных линий в ин�
тервале 400–800 см–1. 

При исследовании спектров ГКР ковалентно�
го конъюгата ППФ�2 с ФИТЦ (ППФ�3), рис. 3,
было обнаружено, что это производное обладает
интенсивным спектром ГКР, значительно отли�
чающимся от спектров ППФ�1 и ППФ�2 и близ�
ким по форме к спектру ФИТЦ. Это означает, что
основной вклад в спектр ГКР структуры ППФ�3
вносит молекулярный фрагмент флуоресцеина.
При этом его интенсивный сигнал ГКР, в отличие
от флуоресценции, не исчезает при ковалентном
связывании ФИТЦ с производным фуллерена.
Эта особенность делает соединение ППФ�3 чрез�
вычайно перспективным для дальнейших иссле�
дований его взаимодействий с биологическими
структурами методом ГКР.

Известно, что явление ГКР возникает вслед�
ствие резонансного взаимодействия электромаг�
нитного диполя возбужденной молекулы и плаз�
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Рис. 2. Спектры ГКР полизамещенных производных фуллерена при различных концентрациях.
1 – ППФ�1 (2 ⋅ 10–6 М), 2 – ППФ�2 (2 ⋅ 10–6 М), 3 – ППФ�1 (10–5 М), 4 – ППФ�2 (10–5 М).
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монных колебаний подложки. Эффект наблюда�
ется при непосредственном контакте молекулы
анализируемого вещества с поверхностью под�
ложки, и интенсивность сигнала ГКР резко сни�
жается при удалении молекул вещества от под�
ложки на расстояние более 300 Å [15]. Вследствие
этого интенсивность сигнала ГКР при исследова�
нии водных растворов веществ должна сильно за�
висеть от концентрации вещества и способа на�
несения пробы на подложку. 

В то же время при использовании производ�
ных фуллеренов для исследования биологических
систем важным моментом является возможность
количественного анализа соединений в той или
иной биологической пробе. Для этого необходи�
мо, чтобы наблюдалась хорошая воспроизводи�
мость сигнала при определенной концентрации и
его линейная зависимость от концентрации ве�
щества в исследуемом диапазоне. 

Как видно из рис. 1 и 2, спектры ГКР соедине�
ний ППФ�1 и ППФ�2 уверенно регистрируют в
диапазоне концентраций 10–5–10–6 М, а спектры
соединения ППФ�3 и ФИТЦ – при концентра�
циях до 3 ⋅ 10–8 М. 

Для контроля воспроизводимости сигнала был
проведен анализ спектров ГКР ФИТЦ в одной
пробе в 25 точках в квадрате 40 × 40 мкм с шагом
10 мкм по двум координатам. Было обнаружено,
что отклонения амплитуды сигналов в каждой

точке не превышают 20%, а после усреднения
сигнала по 25 измерениям среднеквадратичное
отклонение не превышает 7%. 

Изучение зависимости интенсивности сигна�
ла ГКР от концентрации исследуемых соедине�
ний в растворе показало, что для всех этих соеди�
нений наблюдается линейная зависимость ин�
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Рис. 3. Спектры ГКР конъюгата ППФ�2 с ФИТЦ (ППФ�3) при соответствующих концентрациях. 
1 – ФИТЦ (3 ⋅ 10–6 М); 2 – ФИТЦ (3 ⋅ 10–8 М), амплитуда сигнала увеличена в 4 раза; 3 – ППФ�3 (3 ⋅ 10–6 М);
4 – ППФ�3 (3 ⋅ 10–8 М), амплитуда сигнала увеличена в 5 раз.
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Рис. 4. Зависимость амплитуды сигнала ГКР от кон�
центрации различных соединений.
1 – ФИТЦ, 2 – ППФ�1, 3 – ППФ�3, 4 – ППФ�2.
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тенсивности линий ГКР от концентрации в
диапазоне концентраций 10–6–10–5 М (рис. 4). 

В качестве амплитуды брали величину пиков в
спектре ГКР, которую измеряли как разность макси�
мума и минимума интенсивности ГКР на следую�
щих волновых числах: 1490 и 1447 см–1 для ППФ�1 и
ППФ�2, 415 и 471 см–1 для ППФ�3 и ФИТЦ.

Таким образом, на основании проведенных ис�
следований можно сделать заключение, что изучен�
ные в данной работе водорастворимые производ�
ные фуллеренов, получаемые путем присоединения
к фуллереновому сфероиду пяти катионных или
анионных аддендов, обладают хорошо регистрируе�
мым спектром ГКР, что дает возможность их уве�
ренно детектировать в водных растворах при кон�
центрациях 10–6–10–5 М. Ковалентное присоедине�
ние к фуллереновому производному красителя
позволяет регистрировать такие гибридные молеку�
лярные структуры по высокоинтенсивному спектру
ГКР красителя в диапазоне концентраций 10–8–
10–5 М. Это открывает возможность широко ис�
пользовать метод ГКР для исследования взаимо�
действия таких производных фуллеренов с био�
логическими структурами различного уровня ор�
ганизации.

Исследования поддержаны РФФИ (грант
14–04–31587�мол_а) и Президиумом РАН (про�
грамма № 24 “Фундаментальные основы техно�
логий наноструктур и наноматериалов”).
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