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Аннотация. В модельных экспериментах in vitro установлена применимость метода ЭПР-
спектрометрии для выявления модифицированных наноалмазов (МНА) взрывного синтеза в 
образцах биоматериалов (кровь и гомогенаты органов мышей). В содержащих МНА биопробах 
регистрируется характерный ЭПР сигнал (g = 2,003, ΔH ≈ 10 Гс), интенсивность которого линейно 
возрастает при концентрации наночастиц в диапазоне 1,6-200 мкг МНА на 1 мл образца. В 
экспериментах in vivo методом ЭПР установлено, что через 2.5 часа после внутривенной инъекции 
мышам МНА аккумулируются преимущественно в легких и печени животных – около 25 % и  
20 %, соответственно, от дозы введенных наночастиц. В сердце и почках животных было 
обнаружено значительно меньшее (на 1-1,5 порядка) количество МНА. В крови, селезенке, 
головном мозге и мышцах бедра мышей наличие МНА не было выявлено в пределах 
чувствительности метода ЭПР. Через 10 суток после инъекции регистрируется перераспределение 
МНА в организме животных: количество наночастиц в легких уменьшается в 3,5 раза и 
увеличивается в печени практически в 3 раза, наблюдается накопление МНА в селезенке. В это 
время не наблюдалось изменений в содержании МНА в сердце и почках мышей. В целом, 
полученные данные открывают перспективы использования ЭПР-спектрометрии для изучения 
динамики межорганного распределения, накопления и элиминации МНА при их внутривенном 
введении в организм экспериментальных животных.  
Ключевые слова: наноалмазы, ЭПР-спектрометрия, биологические образцы, кровь, гомогенаты 
органов, динамика распределения.  

 
Развитие нанотехнологии открывает значительные возможности для новых решений обширного спектра 

биомедицинских задач [1-11]. Прогнозируется, что применение наноматериалов разной физико-химической 
природы в биологии, медицине, экологии, фармакологии, токсикологии, и т.д. позволит расширить арсенал и 
повысить эффективность используемых в них методов, и будет способствовать их выходу на новый 
качественный уровень. В частности, одно из активно развивающихся направлений в этой области связано  
с изучением применимости наночастиц в создании систем избирательного (направленного) транспорта 
биологически активных веществ, включая лекарственные [12-14]. При этом следует сказать, что исследователи, 
изучающие применимость наноматериалов в биологических и медицинских приложениях, проявляют большой 
интерес к использованию для этих целей разных форм наноуглерода (фуллерены, нанотрубки,  
графен) [6, 7, 9, 15-18]. Многообещающим материалом этой группы являются наноалмазы, получаемые 
методом взрывного синтеза, который был впервые разработан российскими учеными [19]. Совокупность 
физико-химических свойств этих наночастиц (прежде всего, химически полиморфная, активная поверхность 
 и возможности ее химической модификации, малая токсичность и высокая биосовместимость)  
позволяют прогнозировать их применимость в биотехнологических и биомедицинских целях [20-26]. 
Например, ученые многих стран изучают применимость наноалмазов в качестве носителей для 
конструирования систем адресной доставки лекарственных препаратов [27-31]. Предполагается, что  
создание средств избирательного транспорта лекарств к очагам патологии позволит снизить дозы в 
водимых лечебных препаратов, повысит их эффективность и минимизирует риски возникновения  
побочных эффектов.  

Использование наноматериалов в создании новых средств медицинского назначения (например, при 
конструировании систем адресной доставки лекарств на основе наночастиц) предполагает возможность их 
введения в организм пациента. Однако в этом случае возникает ряд вопросов, имеющих принципиальное 
значение и требующих всестороннего изучения. Одним из ключевых аспектов является четкое представление о 
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характере распределения в организме введенных наночастиц (носителя), их биодеструкции или элиминации из 
организма после выполнения адресной наносистемой терапевтической функции. Особенно это важно при 
использовании в качестве носителя создаваемой системы избирательной доставки наночастиц, которые не 
подвергаются биодеструкции. Поскольку детонационные наноалмазы относятся к таким нанообъектам, 
возникает необходимость в изучении их межорганного распределения, накопления и путей элиминации после 
введения в организм. Важность этих исследований определяется возможностью возникновения нежелательных 
последствий при накоплении наночастиц в органах и тканях. При проведении таких исследований могут 
применяться разные способы маркировки наноалмазов, например, флуоресцентными или радиоактивными 
метками посредством ковалентной иммобилизации на наночастицы предварительно маркированных этими 
метками органических молекул пептидной и не пептидной природы [32-34]. В то же время, детекция 
непосредственно наноалмазных частиц представляется наиболее корректной. Это позволяет получать более 
объективную информацию о межорганном распределении наноалмазов и избежать возможных ошибок при 
трактовке результатов их детекции, поскольку существует вероятность десорбции иммобилизованной метки с 
поверхности наночастиц в условиях биологической среды организма. Для детекции наноалмазов может быть 
использован метод ЭПР-спектрометрии, который позволяет выявлять наночастицы, имеющие парамагнитные 
центры. Известно, что наноалмазы взрывного синтеза содержат парамагнитные центры [35, 36].  

В настоящей работе в экспериментах in vitro и in vivo мы оценивали применимость метода ЭПР-
спектрометрии для выявления наноалмазов в биоматериалах и исследовали этим методом динамику 
распределения внутривенно введенных наночастиц в организме животных. 

Исследования были выполнены с использованием модифицированных наноалмазов (МНА) со средним 
размером кластеров наночастиц в гидрозолях – d50 = 70.6 нм (Zetasizer Nano ZS, «Malvern Instruments Ltd.», 
UK), которые были получены из взрывных наноалмазов российского производства (ООО «Реал-Дзержинск») 
разработанным ранее способом [37, 38]. МНА обладают высокой коллоидной стабильностью в дисперсионных 
средах (вода, органические растворители, масла) и применимы для медико-биологических исследований  
[37, 39]. Для экспериментов исходный гидрозоль с концентрацией МНА 1 мг/мл получали добавлением 
деионизованной воды (Milli-Q system, «Millipore», US) к навеске порошка наночастиц. После этого из 
исходного гидрозоля последовательными разведениями деионизованной водой готовили гидрозоли МНА с 
концентрацией наночастиц 200, 40 и 8 мкг/мл. 

В экспериментах использовали мышей ICR (самцы, масса 26-28 грамм), при работе с животными 
соблюдали принципы эвтаназии. При исследованиях in vitro для получения биообразцов мышей усыпляли 
эфирным наркозом и брали кровь из подключичной артерии. После этого животных умерщвляли цервикальной 
дислокацией и извлекали органы – для экспериментов брали печень, селезенку, почки, сердце, головной мозг, 
мышцы бедра и легкие. Извлеченные органы помещали на лед, удаляли примеси соединительной и жировой 
тканей и разрушали в дистиллированной воде с помощью ручного гомогенизатора (система стекло-стекло). В 
полученные образцы крови и гомогенатов добавляли гидрозоли МНА с разной концентрацией наночастиц в 
соотношении 1:4 (объем гидрозоля: объем образца) – финальная концентрация МНА в биоматериалах 
составляла 200, 40, 8 и 1,6 мкг/мл, соответственно. В контрольные образцы крови и гомогенатов вместо 
суспензии МНА добавляли дистиллированную воду. Все приготовленные биопробы перемешивали, помещали 
в пластиковые контейнеры и замораживали в жидком азоте. Замороженные образцы извлекали из контейнеров 
и при температуре жидкого азота помещали в специальный держатель, который устанавливали в резонатор 
ЭПР спектрометра Elexsys E580 («Bruker Corp.», US). Регистрацию ЭПР спектров проводили при температуре 
85-90 К. В экспериментах in vivo гидрозоль МНА вводили в хвостовую вену мышей в дозе 40 мг наночастиц на 
1 кг веса. Через 2,5 часа и 10 суток после инъекции животных использовали для исследований. Получение и 
подготовку биообразцов, а также их анализ методом ЭПР-спектрометрии проводил аналогичным образом, как и 
в исследованиях in vitro.  

На начальном этапе исследований было показано (рис. 1А), что в ЭПР спектрах образцов замороженных 
гидрозолей МНА наблюдается характерный сигнал (g = 2,003, ΔH ≈ 10 Гс). Эти данные согласуются с 
результатами наших предыдущих исследований, в которых было показано, что в образцах МНА с разными 
размерами кластеров детектируется симметричный ЭПР сигнал при g = 2,003, связанный с наличием в 
наночастицах парамагнитных центров [35]. Было установлено, что величина ЭПР сигнала, регистрируемого в 
гидрозолях МНА, практически линейно зависит от концентрации наночастиц в диапазоне 1,6-200 мкг/мл  
(рис. 1Б). Полученные результаты явились основанием для оценки применимости метода ЭПР-спектрометрии 
для выявления и количественной оценки МНА в биоматериалах. 

В предварительных экспериментах было установлено, что важным условием эффективного применения 
метода ЭПР для детекции МНА в образцах биоматериалов (кровь и гомогенаты органов) является их глубокое 
замораживание при низких температурах и увеличение объема образца. 
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Рисунок 1. Типичный ЭПР сигнал, регистрируемый в образцах замороженных гидрозолей МНА (А), 
интенсивность ЭПР сигнала в зависимости от концентрации МНА в гидрозоле (Б) 

 
Благодаря этим исследованиям, были разработаны оригинальные контейнеры, обеспечивающие 

замораживание образцов в жидком азоте, и специальный держатель, позволяющий переносить замороженные 
образцы из контейнеров при температуре жидкого азота. В свою очередь, применение созданного держателя 
позволило использовать безампульный способ фиксации образца в резонаторе ЭПР спектрометра и увеличить 
объем изучаемых проб биоматериалов.  
В исследованиях in vitro было установлено, что в замороженных образцах всех изучаемых биоматериалов, 
содержащих МНА (кровь и гомогенаты органов животных), также регистрируется симметричный ЭПР сигнал 
(g = 2,003, ΔH ≈ 10 Гс). При этом было показано, что интенсивность детектируемых в образцах ЭПР сигналов 
прямо пропорционально зависит от концентрации МНА. В качестве примера приведены ЭПР сигналы, 
регистрируемые в образцах крови с разной концентрацией МНА (рис. 2А, Б). Следует сказать, что ЭПР 
исследования не содержащих МНА контрольных образцов всех биоматериалов выявили в них наличие 
собственных парамагнитных центров (радикалы, гем-содержащие белки и др.), сигналы от которых 
накладываются на сигналы от МНА. Однако было установлено, что при использованных в экспериментах 
объемах биообразцов величины ЭПР сигналов, регистрируемых от их собственных парамагнитных центров, как 
правило, невелики (рис. 2В). Тем не менее, для большей корректности тестирования мы вычитали из ЭПР 
сигнала опытного образца ЭПР сигнал контрольного образца – это позволило определять наночастицы в 
биоматериалах с большей точностью. Как и при исследовании гидрозолей МНА (см. выше), в экспериментах in 
vitro было установлено, что в содержащих МНА биоматериалах интенсивность регистрируемых ЭПР сигналов 
линейно возрастает при увеличении концентрации МНА от 1,6 до 40 мкг и более (до 200 мкг) на 1 мл образца 
(рис. 3). Полученные зависимости могут быть использованы в качестве калибровочных кривых для 
количественной оценки наноалмазов в биологических материалах с помощью ЭПР анализа. В целом, 
результаты проведенных экспериментов демонстрируют перспективность использования метода ЭПР-
спектрометрии в исследованиях in vivo для выявления детонационных наноалмазов в органах и тканях 
экспериментальных животных после внутривенного введения наночастиц. 
 

 
Рисунок 2. ЭПР спектры образцов крови мышей: А и Б – опытные образцы с концентрацией МНА 10 и  
80 мкг/мл, соответственно; В – контрольный образец (без МНА): обозначения осей на графиках такие же, как 
на рисунке 1А; СР – часть спектра церулоплазмина 
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Рисунок 3. Интенсивность ЭПР сигналов в зависимости от концентрации МНА в образцах биоматериалов 

 
В экспериментах in vivo методом ЭПР-спектрометрии нами было установлено, что через 2,5 часа после 

внутривенной инъекции МНА аккумулируются преимущественно в легких и печени животных. Как показали 
расчеты с использованием полученных в экспериментах in vitro калибровочных зависимостей величины ЭПР 
сигнала от концентрации МНА в биообразцах (рис. 3), в тканях легких и печени через этот период времени 
аккумулируется около 25 % и 20 % МНА, соответственно, от дозы введенных наночастиц. При этом расчеты 
удельного содержания наночастиц на единицу массы органа (рис. 4), проведенные на основании данных ЭПР 
анализа образцов биоматериалов, свидетельствуют о гораздо большей (практически на порядок) эффективности 
накопления МНА в легочной ткани, по сравнению с тканью печени. На этом сроке исследований в сердце и 
почках животных методом ЭПР было зарегистрировано значительно меньшее (на 1-1,5 порядка) количество 
МНА, по сравнению с легкими и печенью. Через 2,5 часа после инъекции в образцах крови, селезенки, 
головного мозга и мышц бедра наличие МНА не было выявлено в пределах чувствительности использованного 
метода.  

Как показали дальнейшие исследования in vivo, метод ЭПР-спектрометрии позволил зарегистрировать 
перераспределение МНА в организме животных через 10 суток после инъекции наночастиц. Из данных по 
удельному содержанию МНА в органах мышей видно (рис. 4), что этот показатель в легких снижается более 
чем в 3 раза, увеличивается в печени более чем в 2 раза, отмечается аккумуляция МНА в селезенке. При этом не 
было выявлено значимых изменений общего содержания МНА в сердце и почках мышей, по сравнению с этим 
показателем для данных органов через 2,5 часа после инъекции. Следует сказать, что на данном сроке 
исследований МНА вновь не были зарегистрированы методом ЭПР в образцах крови, головного мозга и мышц 
бедра животных.  

 
Рисунок 4. Распределение МНА в организме мышей через 2,5 часа (темные столбцы) и 10 суток (светлые 
столбцы) после внутривенной инъекции – приведено удельное содержание наночастиц в органах животных: 
данные представлены в виде M ± m, n = 4 для каждого определения 
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Таким образом, результаты проведенных исследований in vitro и in vivo демонстрируют применимость 
ЭПР-спектрометрии для выявления наноалмазов взрывного синтеза в биоматериалах и открывают перспективы 
использования данного метода для изучения динамики межорганного распределения, накопления и элиминации 
наноалмазов при их внутривенном введении в организм экспериментальных животных. 

 
Исследования выполнены при финансовой поддержке РФФИ (грант № 16-04-00999). 
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BIOMATERIALS AND TO STUDY THEIR DISTRIBUTION IN THE BODY OF ANIMALS AFTER 
INTRAVENOUS INJECTION 

Inzhevatkin E.V.1,2, Baron A.V.1,3, Maksimov N.G.1,4, Volkova M.B.1,3, Puzyr A.P.1,2,  
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Abstract. In the model experiments in vitro, the applicability of EPR spectrometry for the detection of 
the modified detonation nanodiamonds (MNDs) in biomaterial samples (blood and homogenates of 
mouse organs) was established. The intensity of a characteristic EPR signal (g = 2.003, ΔH ≈ 10 G) 
registered in the samples increases linearly at MNDs concentrations in the range of 1.6-200 μg/ml. It was 
established in experiments in vivo that 2.5 hours after an intravenous injection to mice MNDs were 
mainly accumulated in the lungs and liver of animals – about 25 % and 20 % of the injected dose, 
respectively. A much smaller amount of MNDs (by 1-1.5 orders of magnitude) was found in the heart and 
kidneys. The presence of MNDs in the blood, spleen, brain and hip muscles was not detected within the 
sensitivity of the EPR method. Ten days after injection, the redistribution of MNDs was recorded: the 
amount of nanoparticles in the lungs decreases 3.5 fold and increases practically 3 fold in the liver. There 
was also registered the accumulation of MNDs in the spleen. At the same time, no change in the content 
of MNDs in the heart and kidneys was observed. In general, the obtained results open up the prospects for 
using EPR spectrometry to study the dynamics of inter-organs distribution, accumulation and elimination 
of MNDs after intravenous injection to the body of experimental animals. 
Key words: nanodiamonds, EPR spectrometry, biological samples, blood, organs homogenates, 
distribution dynamics. 
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