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Аннотация. Объект и предмет исследования: Выполнена экспериментальная регистрация спектров флуоресценции в видимой об-
ласти твёрдых нанокомпозитов на основе бычьего сывороточного альбумина и одностенных углеродных нанотрубок в зависимости
от их диаметра и концентрации. Результатыисследования: Для нанокомпозитов с «толстыми» (средний диаметр 4.10 нм) нанотрубка-
ми в экспериментальных спектрах флуоресценции с увеличением их концентрации (от 0.001 до 0.01 г/л) при лазерном возбуждении
длинами волн 240, 270 и 290 нм наблюдается гашение флуоресценции. В случае «тонких» (средний диаметр 1.04 нм) нанотрубок
в экспериментальных спектрах нанокомпозита интенсивность флуоресценции возрастает на порядок как по сравнению со спектрами
альбумина, так и нанотрубок. Методом молекулярного моделирования было показано, что поверхность «тонких» нанотрубок, обра-
зующих ковалентные связи с аспарагиновой и глутаминовой аминокислотами, находящимися на поверхности альбумина, принимает
волнообразнуюформу. Выводы:Происходит локализация движения электронов внутри небольших областей тонких нанотрубок, приво-
дящая к образованию «квантовых точек», что и является причиной значительного увеличения интенсивности флуоресценции твёрдых
нанокомпозитов альбумин-«тонкие» нанотрубки.
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Abstract. Background and Objectives: Experimental registration of fluorescence spectra in the visible region of solid nanocomposites based
on bovine serum albumin and single-walled carbon nanotubes, depending on their diameter and concentration, has been performed. Results:
For nanocomposites with “thick” (average diameter 4.10 nm) nanotubes, fluorescence quenching is observed in the experimental fluorescence
spectra with an increase in their concentration (from 0.001 to 0.01 g/L) under laser excitation with wavelengths of 240, 270 and 290 nm. In the
case of “thin” (average diameter 1.04 nm) nanotubes in the experimental spectra of the nanocomposite, the fluorescence intensity increases
by an order of magnitude as compared with the spectra of both albumin and nanotubes. Using molecular modeling, it has been shown that the
surface of “thin” nanotubes forming covalent bonds with aspartic and glutamic amino acids located on the surface of albumin takes a wave-like
shape. Conclusions: Electron motion is localized inside small regions of thin nanotubes, leading to the formation of “quantum dots”, which is the
cause for a significant increase in the fluorescence intensity of solid nanocomposites of albumin-“thin” nanotubes.
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Введение

Массовое применение углеродных нанотру-
бок (УНТ) в современной биомедицине в каче-
стве биосенсоров, носителей лекарственных пре-
паратов, а также покрытий медицинских изделий
требует более глубоких и всесторонних исследо-
ваний влияния нанотрубок на здоровье человека
[1–5]. Очевидно, для определения воздействия
нанотрубок на нативные функции белков, ДНК
и РНК, в первую очередь необходимо знать
характер взаимодействия нанотрубок с биострук-
турами, причём в разных фазовых состояниях.
Но, как отмечают авторы работ [6–9], на сего-
дняшний день недостаточно экспериментальных
и теоретических исследований, в которых рас-
сматривается взаимодействие УНТ с белками,
причём речь идёт не только о взаимодействии
в водной среде, но и различных современ-
ных твёрдых бионаноматериалах. Как показали
исследования, в качестве белка целесообразно
использовать альбумин, обладающий высокой
связывающей способностью. Кроме того, альбу-
мин способен диспергировать однослойные УНТ

(ОУНТ) в концентрациях до 0.3 мг/мл при сохра-
нении оптических свойств нанотрубок [10–12].

Хорошо известно, что адсорбция белка на по-
верхности УНТ определяется их биосовмести-
мостью, которая играет положительную роль
в реакции организма на присутствие инород-
ного вещества [13]. В то же время адсорбция
белка может отрицательно сказываться на ха-
рактеристиках биоматериала, например, снижая
эффективность гемофильтрации и гемодиализа
за счет блокировки и сужения пор мембраны [14].

При исследовании взаимодействия компо-
нентов, входящих в состав нанокомпозитов,
целесообразно использовать комплексный под-
ход, предполагающий одновременное примене-
ние экспериментальных и теоретических ме-
тодов. Так, в работе [15] методами ИК и
КР спектроскопии были изучены конформаци-
онные изменения бычьего сывороточного аль-
бумина (БСА) и фибриногена, адсорбированных
на графене и графеновых оксидных нанолентах,
а в [16] – конформационные изменения белков
на уровне третичной структуры при взаимодей-
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ствии с ОУНТ. Полученные экспериментальные
результаты подтверждаются квантово-химиче-
скими расчётами.

Для изучения механизма взаимодействия
белков с нанотрубками эффективно использовать
спектры флуоресценции, интенсивность которых
в водных растворах снижается при увеличении
концентрации УНТ [17–24]. Статический эффект
тушения УНТ подтвержден линейными графи-
ками Штерна–Вольмера и значениями констант
тушения.

В настоящее время одним из самых ак-
тивно и успешно развивающихся направлений
наномедицины является создание твёрдых кар-
касных нанокомпозитов, которые не отторгают-
ся иммунной системой человека, а, наоборот,
способствуют регенерации клеток и биотканей
[25–28]. Как было показано в [29–31], возник-
новение нанотрубочного каркаса на основе БСА
иОУНТ возможно под действием электрического
поля импульсного или непрерывного лазерно-
го излучения. Согласно анализу колебательных
ИК и КР спектров твёрдых нанокомпозитов,
полученных по данной методике, характер взаи-
модействия между БСА и ОУНТ зависит от диа-
метра (d) нанотрубок: «толстые» нанотрубки
взаимодействуют с альбумином посредством сил
Ван-дер-Ваальса, а «тонкие» ОУНТ образуют
с аминокислотными остатками Asp и Glu, рас-
положенными на поверхности БСА, ковалентные
связи [32]. При исследовании механизма взаи-
модействия БСА с ОУНТ были использованы
результаты интерпретации колебательных спек-
тров БСА [33]. Исследование спектров флуорес-
ценции твёрдых нанокомпозитов в зависимости
от диаметра (d) и концентрации (C) нанотрубок
ранее не проводилось.

Цель данной работы – определить законо-
мерности изменения интенсивности флуоресцен-
ции твёрдых нанокомпозитов, полученных на ос-
нове БСА и ОУНТ, в зависимости от диаметра
УНТ и их концентрации. Для этого необходимо
решить следующие задачи экспериментального
и теоретического характера:
1) выполнить регистрацию эксперименталь-

ных спектров флуоресценции БСА, ОУНТ
и твёрдых нанокомпозитов, полученных
на их основе, в зависимости от C и d на-
нотрубок;

2) методом квантовой химии рассчитать элек-
тронные спектры поглощения «тонких»
ОУНТ в зависимости от их длины (l) и функ-

ционализации аминокислотными остатками
Asp и Glu;

3) определить условия образования волнооб-
разной поверхности нанотрубок, приводя-
щих к квантовой локализации внутри «тон-
кой» ОУНТ и, соответственно, усилению
интенсивности флуоресценции.

1. Методы и подходы

Для создания нанокомпозитов использова-
лись ОУНТ, которые были синтезированы элек-
тродуговым методом на Ni/Y катализаторе и очи-
щены в смеси HNO3/H2SO4 с последующей про-
мывкой до нейтральной реакции. Были исполь-
зованы два типа трубок – «тонкие» и «толстые»,
средние значения диаметров которых равны 1.04
и 4.10 нм соответственно. Длина нанотрубок
варьировалась в диапазоне 0.5–1.5 мкм, а удель-
ная поверхность продукта составляла ∼400 м2/г
(рис. 1, а).

Формирование объемных нанокомпозитов
заключалось в выполнении следующих основ-
ных шагов. Приготовление водно-альбуминового
раствора проводилось путем растворения БСА
в дистиллированной воде в концентрации ∼
∼25 мас. %. Далее состав механически пере-
мешивался и диспергировался в ультразвуковой
бане в течение 0.5–1 часа. Для приготовле-
ния дисперсной среды (дисперсии) в водный
раствор БСА добавлялась предварительно под-
готовленная водная паста ОУНТ до достижения
концентраций C 0.001 и 0.01 г/л. После чего
дисперсия подвергалась ультразвуковому воздей-
ствию в течение 3–5 часов.

Объёмные твёрдые нанокомпозиты форми-
ровались направленным лазерным излучением
(λген = 810 нм и мощностью = 4.5 Вт), диаметр
луча которого совпадал c диаметром стеклянного
стакана (13 мм), содержащего приготовленную
дисперсию БСА+ОУНТ. Получение твердого
материала происходило в результате испарения
жидкой составляющей дисперсии объемом ∼
∼1.3 см3 лазерным излучением с гауссовым
пространственным распределением. Потеря мас-
сы полученного твердого образца в сравнении
с массой исходной дисперсии варьировалась
от 14 до 20 %. В качестве контрольного образ-
ца использовался твердый образец, полученный
методом лазерного испарения водного раствора
чистого БСА.

Изображение сканирующей электронной
микроскопии скола полученного объемного
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Рис. 1. Изображения сканирующей электронной микроскопии: а – исходных ОУНТ, б – скола композита на основе
БСА+ОУНТ, расположенных на кремниевой подложке

Fig. 1. Images of scanning electron microscopy of the initial SCNT (а) and chip composite based on BSA+SWCNT, located
on a silicon substrate (b)

нанокомпозита представлено на рис. 1, б. Свет-
лые участки изображения являются контурами
нанотрубок и их пучков, а тёмные участки де-
монстрируют матрицу из БСА.

Измерение электронных спектров на осно-
ве чистого БСА и БСА+ОУНТ проводилось
в кварцевой кювете толщиной слоя 5 мм с исполь-
зованием спектрофотометра Thermo Scientific
Genesys 10S UV–Vis (USA). Спектры флуорес-
ценции нанокомпозитов регистрировались в при-
ставке для твердых тел однолучевого спектро-
метра PerkinElmer LS 55 (USA) с использованием
в качестве возбуждающего источника излучения
ксеноновой лампы, работающей в импульсном
режиме (N = 150 В, F = 50 Гц).

Все эксперименты по изготовлению и иссле-
дованию образцов проводились при комнатной
температуре.

Расчёт электронных спектров был выпол-
нен методом TD-DFT с помощью програм-
мы Gaussian 09 и набором базисных функций
6-31g(d,p) [34].

2. Результаты и их обсуждение

На рис. 2 представлены экспериментальные
спектры флуоресценции твёрдых нанокомпози-
тов на основе БСА и ОУНТ в зависимости
от их d и C. Для выяснения влияния d трубок
на спектры флуоресценции были рассмотрены
два типа ОУНТ – «тонкие» (средний d = 1.04 нм)

и «толстые» (средний d = 4.10 нм); концентрация
нанотрубок C составляла 0.001 и 0.01 г/л.

Кроме того, были измерены спектры флуо-
ресценции БСА «толстых» и «тонких» ОУНТ при
возбуждении лазерным излучением теми же дли-
нами волн λ = 240, 270 и 290 нм (рис. 3).

Сопоставление спектров флуоресценции (см.
рис. 2, 3) показывает, что для твёрдых наноком-
позитов с использованием «толстых» нанотрубок
с увеличением их концентрации наблюдается
гашение флуоресценции по сравнению со спек-
трами флуоресценции БСА. Это полностью под-
тверждает результат экспериментального иссле-
дования взаимодействия «толстых» трубок с БСА
в твёрдых нанокомпозитах методами колебатель-
ной ИК и КР спектроскопии, согласно кото-
рому механизм их взаимодействия обусловлен
ван-дер-ваальсовыми силами [32]. Кроме того,
данный эффект совпадает с результатами ис-
следования флуоресценции смесей БСА с УНТ
в белковых растворах, где основным механизмом
взаимодействия БСАи нанотрубок также являют-
ся силы Ван-дер-Ваальса [17–24].

В случае «тонких» ОУНТ возбуждение ла-
зерным излучением с длинами волн λ = 240,
270 и 290 нм приводит к увеличению интенсив-
ности полосы поглощения флуоресценции твёр-
дых нанокомпозитов как по сравнению с БСА
(в∼10 раз), так и ОУНТ (в∼20 раз) (см. рис. 2, 3).
Но, в отличие от «толстых» нанотрубок, ин-
тенсивность флуоресценции при концентрации
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а/а б/b

Рис. 2. Экспериментальные спектры флуоресценции твёрдых нанокомпозитов на основе БСА и ОУНТ при возбуждении
лазерным излучением: а – для «толстых» ОУНТ, б – для «тонких» ОУНТ. Кривые 1a, 2a, 3a соответствуют длинам волн
излучения λ = 240, 270, 290 нм соответственно и концентрации нанотрубок 0.001 г/л. Кривые 1b, 2b, 3b соответствуют

длинам волн излучения λ = 240, 270, 290 нм соответственно и концентрации нанотрубок 0.01 г/л
Fig. 2. Experimental fluorescence spectra of solid nanocomposites based on BSA and “thick” (а) “thin” (b) SWCNTs under
excitation by laser radiation. Curves 1a, 2a, 3a correspond to radiation wavelengths λ = 240 nm, 270 nm, 290 nm and nanotube
concentrations of 0.001 g/l. Curves 1b, 2b, 3b correspond to radiation wavelengths λ = 240 nm, 270 nm, 290 nm and nanotube

concentration 0.01 g/L

а/а б/b

Рис. 3. Экспериментальные спектры флуоресценции БСА (а), «тонких» и «толстых» ОУНТ (б) при возбуждении лазер-
ным излучением с длинами волн λ = 240 (1), 270 (2) и 290 нм (3) (кривые 1a, 2a, 3a соответствуют «тонким» ОУНТ,

кривые 1b, 2b, 3b соответствуют «толстым» ОУНТ)
Fig. 3. Experimental fluorescence spectra of BSA (а), “thin” and “thick” SWCNTs (b) under excitation by laser radiation with
wavelengths λ = 240 (1), 270 (2) and 290 nm (3) (curves 1a, 2a, 3a correspond to “thin” SWCNTs, curves 1b, 2b, 3b correspond

to “thick” SWCNTs)

ОУНТ C = 0.01 г/л в ∼2 раза меньше, чем
при C = 0.001 г/л, что указывает на влияние
концентрации «тонких» нанотрубок на характер
взаимодействия с БСА.

Для объяснения этого эффекта были выпол-
нены модельные расчёты электронных спектров

поглощения «тонких» ОУНТ разного диаметра
(d = 0.54, 1.08 и 1.49 нм) разной длины (l = 4.94,
2.34, 1.47 и 0.65 нм). Полученные результаты
имеют аналогичный характер и в качестве приме-
ра на рис. 4 приведены электронные спектры для
ОУНТ с d = 0.54 нм.
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в/c г/d

Рис. 4. Вычисленные спектры поглощения ОУНТ с диаметром d = 0.54 нм и длинами l = 4.94 (а), 2.34 (б), 1.47 (в)
и 0.65 (г) нм

Fig. 4. Calculated absorption spectra of SWCNT with diameter d = 0.54 nm and lengths l = 4.94 (а), 2.34 (b), 1.47 (c) and
0.65 (d) nm

Сравнение спектров (см рис. 4, а–г) показы-
вает, что длина нанотрубки оказывает существен-
ное влияние на интенсивность поглощения. В том
случае, если диаметр трубки становится срав-
ним с его длиной, интенсивность поглощения
резко возрастает. Причём максимум интенсивно-
сти спектров поглощения достигается при длине
трубки, превышающей ее диаметр в ∼2.5 раза
(см. рис. 4, в). Дальнейшее уменьшение длины
трубки практически не приводит к увеличению
интенсивности (см. рис. 4, г). Выполненное моле-
кулярное моделирование электронных спектров
ОУНТ в зависимости от их длины показыва-
ет, что увеличение интенсивности электронных
спектров может быть связано с превращением
нанотрубки из квантовой нити в квантовую точ-
ку, оптической особенностью которой является
значительное увеличение интенсивности излуче-
ния [35].

Для обоснования возможности образования
квантовых точек на основе «тонкой» нанотруб-
ки необходимо учитывать хорошо известный
факт, что функционализация нанотрубок атома-
ми кислорода, содержащихся в молекулярных
фрагментах различных химических соединений,
представленных в обзорной работе [22], является
эффективным способом усиления их флуорес-
ценции. Было показано, что усиление флуорес-
ценции ОУНТ в различных растворителях, спо-
собных функционализировать нанотрубки ато-
мами кислорода, может достигать ∼30% [23].
Аналогичный эффект наблюдается и при присо-
единении небольшого фрагмента графена, раз-
мер которого отвечает размеру квантовой точки,
к ОУНТ посредством атома кислорода [36]. Авто-
ры работы [37] объясняют увеличение люминес-
ценции нанотрубок, наблюдающееся в результа-
те их функционализации атомами кислорода, рас-
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падом экситонов, образующихся при создании
определённых типов дефектов на поверхности
нанотрубки, при которых происходит излучение
высокоэнергетического фотона света.

Ранее нами было показано, что в твёрдых
нанокомпозитах «тонкие» нанотрубки образуют
ковалентную связь с атомами кислорода ами-
нокислотных остатков Asp и Glu, находящихся
на поверхности БСА (рис. 5) [32].

Для выяснения, насколько существенно
функционализация «тонких» ОУНТ аминокис-
лотными остатками Asp и Glu может повлиять
на интенсивность спектров поглощения, бы-
ли выполнены расчёты электронных спектров

двух молекулярных моделей, представленных
на рис. 6. Сравнение спектров поглощения ОУНТ
без (см. рис. 4) и с ковалентно присоединенны-
ми аминокислотными остатками Asp (см. рис. 6)
показывает, что, как для длинных (см. рис. 4, а,б
и рис. 6, а), так и коротких (см. рис. 4, в, г и 6, б)
трубок, наблюдается усиление флуоресценции
ОУНТ, которое не превышает ∼10 %.

Все вышеперечисленные характерные осо-
бенности, а именно: (1) усиление интенсивности
спектра поглощения при уменьшении длины
нанотрубки до величины, сравнимой с диа-
метром ОУНТ; (2) ковалентное присоединение
аминокислотных остатков Asp и Glu к ОУНТ,

Рис. 5. Структура БСА с обозначением аминокислотных остатков Asp и Glu
Fig. 5. Structure of BSA with the designation of amino acid residues Asp and Glu
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Рис. 6. Вычисленные спектры поглощенияОУНТдиаметром d = 0.54 нм и длинами l = 2.34 (а) и 1.47 (б) нм с ковалентно
присоединенным остатком Asp

Fig. 6. Calculated absorption spectra of SLCNwith a diameter of 0.54 nm and a length of 2.34 (а) and 1.47 (b) nmwith covalently
attached Asp

сопровождающееся увеличением интенсивности
спектра поглощения, выполняются для «тон-
ких» трубок любого диаметра – 0.54, 1.08
и 1.49 нм. Главное отличие заключается в рас-
стоянии, на которое выходит атом С нанотрубки,
образующий ковалентную связь СО с амино-
кислотными остатками Asp и Glu, относительно
поверхности нефункционализированной нано-
трубки. Если для ОУНТ с диаметром 0.54 нм
это расстояние составляет 0.0120 нм, то для тру-
бок с диаметром 1.08 и 1.49 нм оно уменьшается
и составляет 0.0114 и 0.0108 нм. Дальнейшее
увеличение диаметра трубки приводит к умень-
шению этого расстояния.

Возможность «преобразования» ОУНТ
в квантовые точки, например, за счёт внедрения
в нанотрубку металлофуллеренов или какого-
либо механического воздействия, приложенно-
го внутри ОУНТ, была рассмотрена в работе
[38]. Такие воздействия меняют форму нано-
трубки – она принимает волнообразную форму,
соответствующую, например, форме подложки,
на которую она адсорбирована. При этом по дан-
ным зондовой микроскопии высота такой волны
составляет∼9 пм, что достаточно для того, чтобы
внутри нанотрубки произошла квантовая лока-
лизация, т. е. образовались «квантовые точки».
Авторы статьи отмечают, что для образования

волнообразной формы трубки должны иметь ма-
лый диаметр.

На рис. 7 приведена модельная структура
«тонкой» нанотрубки, функционализированной
аминокислотными остатками Asp и Glu, оп-
тимизация структуры которой показывает, что
поверхность нанотрубки принимает волнообраз-
ную форму, причём атомы углерода ОУНТ, обра-
зующие ковалентную связь с аминокислотными
остатками, выходят относительно поверхности
нанотрубки на расстоянии 12 пм.

Очевидно, что в реальных условиях кова-
лентное присоединение аминокислотных остат-
ков к «тонким» ОУНТ происходит не на одина-
ковых расстояниях друг от друга, образуя разное
количество «квантовых точек». На это указывают
результаты повторных экспериментов, согласно
которым увеличение интенсивности флуоресцен-
ции твёрдых нанокомпозитов, синтезированных
на основе «тонких» ОУНТ, может превышать ин-
тенсивность БСА и ОУНТ в пределах 10–30 и 20–
40 раз соответственно.

Факт образования квантовых точек косвен-
но подтверждается уменьшением влияния кон-
центрации «тонких» ОУНТ на интенсивность
флуоресценции нанокомпозита с БСА, посколь-
ку увеличение концентрации ОУНТ приводит
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к насыщению их функционализации аминокис-
лотными остатками (см. рис. 2, б).

Рис. 7. Молекулярная структура тонкой нанотрубки,
функционализированной аминокислотными остатками

Asp и Glu
Fig. 7. Molecular structure of a thin nanotube functionalized

by amino acid residues Asp and Glu

Поскольку при ковалентном присоединении
БСА к ОУНТ, как было показано ранее [32], про-
исходят изменения во вторичной и третичной
структуре белка, то применение тонких нано-
трубок при создании каркасных нанокомпозитов
носит избирательный характер, а сам способ об-
разования квантовых точек позволяет широко
использовать его в биомедицине, например в об-
ласти диагностики.

Выводы
С целью исследования влияния механизма

взаимодействия между БСА и ОУНТ в твёрдых
нанокомпозитах на спектры флуоресценции бы-
ла проведена регистрация экспериментальных
спектров флуоресценции БСА, ОУНТ и наноком-
позитов для ОУНТ разного диаметра и концен-
трации.

В случае «толстых» (средний диаметр d =
= 4.10 нм) ОУНТ в экспериментальных спектрах
флуоресценции с увеличением концентрации C
нанотрубок (от 0.001 до 0.01 г/л) при лазер-
ном возбуждении определённой длины волны
(λ = 240, 270 и 290 нм) наблюдается гаше-
ние флуоресценции по сравнению со спектрами
флуоресценции БСА. Такой характер измене-
ния интенсивности флуоресценции полностью
подтверждает результаты, полученные ранее ав-
торами данной статьи о ван-дер-ваальсовом
характере взаимодействия БСА с «толстыми»
нанотрубками в твёрдых нанокомпозитах [32].

Полученные экспериментальные закономерно-
сти спектров флуоресценции твёрдых наноком-
позитов согласуются с результатами измерений
другими авторами при исследовании закономер-
ностей флуоресценции в белковых растворах,
где основным механизмом взаимодействия БСА
и нанотрубок также являются силы Ван-дер-Ва-
альса.

В случае «тонких» (средний диаметр d =
= 1.04 нм) ОУНТ в экспериментальных спектрах
интенсивность флуоресценции возрастает на по-
рядок по сравнению как со спектрами БСА, так
и нанотрубок. Для объяснения этого эффекта
были выполнены модельные расчёты электрон-
ных спектров «тонких» ОУНТ разной длины. Как
только длина трубки становится соизмеримой
с её диаметром, интенсивность спектра погло-
щения резко возрастает, что вполне объяснимо
образованием квантовых точек.

Учитывая, что «тонкие» нанотрубки в твёр-
дых нанокомпозитах образуют ковалентные свя-
зи с Asp и Glu, находящихся на поверхности
БСА, методом молекулярного моделирования по-
казано, что поверхность нанотрубки принимает
волнообразную форму, причём атомы углерода
«тонких» ОУНТ, образующие ковалентную связь
с аминокислотными остатками, выходят относи-
тельно поверхности нанотрубки на расстояние
∼12 пм. В результате происходит квантовая лока-
лизация внутри «тонкой» нанотрубки или образо-
вание квантовых точек, что и является причиной
возрастания интенсивности флуоресценции твёр-
дого нанокомпозита, синтезированного на основе
БСА с «тонкими» нанотрубками.
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