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Резюме
Введение. В настоящий момент одним из наиболее перспективных направлений применения графенов и ма-

териалов на его основе, в частности оксида графена, является биомедицина. Благодаря большому разнообразию 
функциональных групп и возможности химического модифицирования оксида графена перспективным является 
создание композиционных материалов биомедицинского назначения. Данные наноматериалы обладают уникаль-
ной структурой и свойствами, что определяет их использование для создания систем адресной доставки лекарств, 
в тканевой инженерии, биовизуализации, а также для создания новых материалов, обладающих антимикробными 
и противовирусными свойствами. 

Цель – осуществить синтез и идентификацию оксида графена и его конъюгата с глицином, а также исследовать 
биосовместимость полученных наноматериалов: влияние на гемолиз и агрегацию тромбоцитов, генотоксичность, 
цитотоксичность. 

Методы и материалы. Оксид графена был синтезирован из графита по модифицированному методу Хаммерса и 
Оффемана, после чего также был получен конъюгат оксида графена с глицином. Идентификацию проводили с по-
мощью ядерной магнитно-резонансной спектроскопии. Изучение биосовместимости полученных наноматериалов 
включало исследование их гемолитической активности, влияния на коллаген-индуцированную агрегацию тромбо-
цитов, цито- и генотоксичность.

Результаты. Были синтезированы оксид графена и его конъюгат с глицином. Идентификация с помощью ядерной 
магнитно-резонансной спектроскопии подтвердила строение и состав веществ. Результаты исследований биосовме-
стимости полученных наноматериалов показали отсутствие гемолитической активности (степень гемолиза не пре-
высила 2,5% в исследуемых диапазонах концентраций); наличие антиагрегантных свойств (при С=10–100 мг·мл–1); 
отсутствие генотоксических и цитотоксических свойств (оксид графена при C=0,25–25 мг∙л–1 не влияет на жизне-
способность клеток линии HEK293; в свою очередь, конъюгат с глицином при C=100–200 мг∙л–1 вызывает дозоза-
висимое увеличение пролиферации клеток HEK293). 

Вывод. Таким образом, проведенные исследования демонстрируют, что функционализация поверхности графена 
кислородсодержащими группами и аминокислотами приводит к повышению гемосовместимости, а также получению 
наноматериалов, не проявляющих гено- и цитоксичности. 
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Введение
Графен – новый 2D-наноматериал толщиной 

в один атом, который представляет собой дву-
мерную аллотропную модификацию углерода. 
Атомы углерода в графене находятся в состоянии 
sp2-гибридизации и соединены посредством σ- и 
π-связей в гексагональную двумерную кристалли-
ческую решетку. Оксид графена (GO) представ-
ляет собой окисленную форму графена, которая 
содержит кислородные функциональные группы 
на поверхности графенового листа (карбониль-
ные, карбоксильные, лактольные, гидроксильные 
и эпоксидные группы). Использование окисленной 
формы графена имеет следующие преимущества: 
возможность получения стабильных водных дис
персий; возможность проведения дальнейшей 
функционализации поверхности GO с использо-
ванием различных функциональных групп, распо-
ложенных на поверхности оксида графена (рис. 1).

Благодаря большому разнообразию функцио
нальных групп и возможности химического мо-
дифицирования GO перспективным является со-

здание композиционных материалов биомедицин-
ского назначения (рис. 2), например, для лечения 
онкологических заболеваний [1], средств доставки 
лекарств и биомолекул [2, 3], разработки биосен-
соров [4], материалов с противовирусными [5], 
антибактериальными [6] и противогрибковыми 
свойствами [7], а также для доставки биомолекул, 
таких как ферменты [8, 9], белки [10–12], гены 
[13–15], РНК [16, 17] и ДНК [18, 19].

Методы и материалы
Синтез GO и GO-Gly. GO был синтезирован 

из графита по модифицированному методу Хам-
мерса и Оффемана (рис. 3). В круглодонной колбе 
смешивали 5 г графита, 0,5 г P

2
O

5
 и 25 мл H

2
SO

4
 

и реакционную смесь обрабатывали в ультраз-
вуковой бане (мощность ультразвука  – 160 Вт) 
в течение 10 мин, далее перемешивали в течение 
15 мин при комнатной температуре. После этого 
в систему постепенно добавляли 0,5 г NaNO

3
 при 

охлаждении до 5 °C при непрерывном переме-
шивании в течение 30 мин. Далее добавляли 5 г 
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Summary
Introduction. Now, one of the most promising areas for the use of graphene-based materials, in particular graphene 

oxide, is biomedicine. Due to the wide variety of functional groups and the possibility of chemical modification of graphene 
oxide, the creation of composite materials for biomedical use is promising. These nanomaterials have a unique structure and 
properties, which determines their use for creating targeted drug delivery systems, in tissue engineering, bioimaging, as well 
as for creating new materials with antimicrobial and antiviral properties.

The objective was to perform synthesis and identification of graphene oxide and its conjugate with glycine, and to study 
the biocompatibility of the obtained nanomaterials: the effect on haemolysis and platelet aggregation, genotoxicity and 
cytotoxicity.

Methods and materials. Graphene oxide was synthesized from graphite using the modified Hummers and Offeman 
method, after which the graphene oxide-glycine conjugate was also obtained. Identification was carried out using nuclear 
magnetic resonance spectroscopy. Estimation of biocompatibility of the obtained nanomaterials included the study of their 
hemolytic activity, effect on collagen-induced platelet aggregation, cyto- and genotoxicity.

Results. Graphene oxide and its conjugate with glycine were synthesized. Identification with using nuclear magnetic 
resonance spectroscopy confirmed the structure and composition of the substances. The study of the biocompatibility of the 
obtained nanomaterials showed the absence of hemolytic activity (the degree of hemolysis did not exceed 2.5% at the studied 
concentration range); the presence of antiplatelet properties (at C=10–100 mg∙ml–1); the absence of geno- and cytotoxicity 
(graphene oxide at C=0.25–25 mg∙L–1 does not affect the viability of HEK293 cells; in turn, the conjugate with glycine at 
C=100–200 mg∙L–1 causes a dose-dependent increase proliferation of HEK293 cells).

Conclusion. The study demonstrates that functionalization of the graphene surface with oxygen-containing groups and 
amino acids leads to increased hemocompatibility, as well as to the production of nanomaterials that do not exhibit geno- 
and cytotoxicity.

Keywords: graphene oxide, cytotoxicity, genotoxicity, hemocompatibility, biocompatibility
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KMnO
4
 при непрерывном перемешивании в те-

чение 30 мин (температура поддерживалась при 
5 °C), а затем повышали температуру до 40 °C в 
течение 1 часа при непрерывном перемешивании 
с последующим постепенным добавлением 12,5 мл 
дистиллированной воды. После этого температуру 
реакционной смеси повышали до 95 °C на 1,5 часа, 
затем добавляли 25 мл дистиллированной воды и 
0,5 мл Н

2
О

2
 (ω=30 %). Полученный осадок отделя-

ли от раствора с использованием фильтра Шотта 
(пористость – 10), промывали дистиллированной 
водой и разбавленной HCl (ω=5 %) до нейтрально-
го значения pH, высушивали при 65 °C и повторно 
диспергировали в дистиллированной воде в уль-
тразвуковой бане в течение 1 часа.

Синтез GO-Gly осуществляли следующим 
образом: к дисперсии GO (100 мг) в диметилфор-
мамиде (ДМФА, V=5 мл), добавляли тионилхло-
рид. Полученный GO–СOСl, промывали хлори-
стым метиленом и сушили при 85 °С в течение 5 
часов. К дисперсии глицина (m=100 мг) в ДМФА 
(V=15 мл), добавляли GO–СOСl, перемешивали 
при комнатной температуре в течение 72 часов, 
фильтровали, промывали метиленхлоридом и де-

ионизированной водой, после чего сушили при 65 
°С в течение 10 часов (рис. 4). По данным элемент-
ного анализа загрузка Gly в GO-Gly составляет 
15,75 масс. %.

Идентификация GO и GO-Gly. Идентификацию 
проводили с помощью твердотельной ЯМР спект-
роскопии (Bruker Advance III 400 WB; рабочая ча-
стота 100,64 МГц для 13С).

Исследование биосовместимости GO и GO-Gly. 
Исследование биосовместимости включало изуче-
ние гемолиза, цито- и генотоксичности, влияния на 
агрегацию тромбоцитов образцов GO и GO-Gly.

Гемолиз и агрегация тромбоцитов. Для оценки 
биосовместимости GO и GO-Gly было изучено их 
влияние на спонтанный гемолиз и агрегацию тром-
боцитов. В случае совместимых с кровью веществ 
мембрана эритроцитов остается неповрежденной, 
а содержимое клетки не высвобождается. Влияние 
исследуемого вещества на гемолиз определяли пу-
тем оценки высвобожденного гемоглобина. Сте-
пень гемолиза определяли по формуле: 

                                                                                           
(1)

COOH

O

OH

O

O

O
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Рис. 1. Способы функционализации поверхности графена

Fig. 1. Methods of graphene surface functionalization
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 Рис. 2. Применение материалов на основе графена в нанобиомедицине
Fig. 2. Application of graphene-based materials in nanobiomedicine

 
Рис. 3. Схема синтеза GO

Fig. 3. GO synthesis scheme

 
Рис. 4. Схема реакции синтеза GO-Gly
Fig. 4. GO-Gly synthesis reaction scheme
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где Е
оп

 – оптическая плотность опытной пробы; 
Е

к
  – оптическая плотность контрольной пробы; 

Е
100

  – оптическая плотность суспензии эритро-
цитов.

После получения информированного согласия 
образцы крови для исследования были взяты у 
8 доноров обоих полов в возрасте 20–30 лет. Кровь 
отбирали в вакутейнеры, содержащие в качестве 
стабилизатора цитрат натрия (C=0,129. Исследо-
вание гемолиза проводили путем измерения М) в 
соотношении цитрат натрия: кровь – 1:9. Исследо-
вание гемолиза проводили путем измерения опти-
ческой плотности супернатантов при λ=540 нм на 
спектрофотометре Thermo Scientific Evolution 300 
(США). Реакционную смесь объемом 2 мл готовили 
из 1 мл дисперсии GO или GO-Gly с концентра-
цией 2,5–25 мг·л–1 и 1 мл суспензии эритроцитов 
в изотоническом растворе. После приготовления 
образцы инкубировали при 37±0,2 °C в течение 1 
и 3 часов. По окончании инкубации пробирки цен-
трифугировали в течение 10 мин при 6000 об/‌мин.

Для изучения влияния тестируемых веществ на 
индуцированную коллагеном агрегацию тромбо-
цитов стабилизированную кровь центрифугиро-
вали в течение 7 мин при комнатной температуре 
и 1000 об/мин. Часть обогащенной тромбоцитами 
плазмы отбирали в пластиковую пробирку в ко-
личестве, необходимом для выполнения анализа. 
Из оставшейся крови центрифугированием полу-
чали бедную тромбоцитами плазму в течение 30 мин 
при 3600 об/мин. Бедная тромбоцитами плазма ис-
пользовалась для калибровки агрегометра SolarAP 
2110 (Беларусь). Плазму стандартизировали до по-
лучения концентрации тромбоцитов 2,0–2,5·1011·л–1 
с учетом добавления тестируемого вещества. Вли-
яние GO и GO-Gly на индуцированную агрегацию 
тромбоцитов определяли, смешивая в кюветах 
270 мкл плазмы и 30 мкл раствора исследуемого ве-
щества при конечной концентрации 10–100 мг∙л–1 
соответственно. Коллаген вносили в кюветы через 
5 мин после инкубации смеси. Агрегацию регистри-
ровали до выхода кривой на плато [20].

Цитотоксичность. MTT-тест (колориметриче-
ский тест с использованием 3-(4,5-диметилтиазол-
2-ил)-2,5-дифенилтетразолия бромида) проводился 
на линии клеток HEK293 (клетки почки эмбриона 
человека) для измерения цитотоксичности GO и 
GO-Gly [40]. 5000 клеток на лунку высевали в 96-лу-
ночный планшет и инкубировали в течение ночи в 
культуральной среде DMEM-F12, содержащей 10 
% термоинактивированной эмбриональной телячь-
ей сыворотки (FCS) и пенициллина-стрептомицина 
(10 МЕ·мл–1–100 мкг·мл–1). В течение этого периода 
клетки прикреплялись к поверхности лунок. После 
этого в лунки добавляли свежую среду DMEM-F12, 
содержащую различные концентрации GO или 
GO-Gly, далее планшет помещали в СО

2
-инкубатор 

(влажность – 95 %, содержание CO
2
 – 5 %, темпе-

ратура – 37 °C). Через 48 часов в лунки добавляли 

100 мкл среды DMEM-F12 и 20 мкл МТТ-реагента 
(0,5 мг·мл–1) и продолжали инкубировать в тече-
ние 1 часа. Затем супернатант удаляли, кристаллы 
формазана, образующиеся при восстановлении 
МТТ жизнеспособными клетками, растворяли в 
0,1 мл диметилсульфоксида (ДМСО), и оптическую 
плотность измеряли на микропланшетном ридере 
ALLSHENG AMR-100T (Китай) при λ=540 нм, вычи-
тая фоновую оптическую плотность при λ=690 нм. 
МТТ-тест проводился на линии клеток эмбриона 
почки человека (HEK293).

Генотоксичность. Генотоксический эффект 
GO и GO-Gly на ДНК оценивали in vitro с исполь-
зованием плазмиды pBR322. Этот подход широко 
используется для оценки генотоксичности раз-
личных соединений [40]. В зависимости от кон-
формации молекулы плазмидной ДНК движутся 
по-разному во время электрофореза в агарозном 
геле. Молекулы, находящиеся в сверхскрученном 
состоянии (спиральная спираль, SS), проходят 
дальше всего; молекулы, содержащие разрыв в 
одной нити, которые находятся в расслабленном 
состоянии (разомкнутая спираль, OC), мигрируют 
на меньшее расстояние; в середине перемещаются 
линейные молекулы, возникающие в результате 
разрыва в 2 нитях. Для изучения генотоксичности 
плазмиду pBR322 (Thermo Fisher Scientifiс, США) 
клонировали в бактериальном штамме Esсheriсhia 
сoli DH5 альфа и выделяли с помощью набора 
«Плазмида MidiPrep» («Евроген», Россия). Кон-
центрационный диапазон GO и GO-Gly составил 
1–200 мг∙л–1; образцы инкубировали в течение 
15 часов при 37 °С и анализировали с помощью 
электрофореза в 1 % агарозном геле. В итоговом 
эксперименте 20 мкл веществ добавлял к пробам 
«нативной» плазмидной ДНК объемом 5 мкл, со-
держащим фиксированную массу плазмиды – 500 
нг. Пробы инкубировали 24 часа при 37 °С. После 
инкубации пробы анализировал с помощью элек-
трофореза в 1 % агарозном геле.

Результаты  исследованиЯ  
и  их  обсуждение
Идентификация GO и GO-Gly. 13C ЯМР-спект-

роскопия. В спектрах GO и GO-Gly (рис. 5) видны 
следующие сигналы: сигнал при 60 м. д. соответ-
ствует гидроксильным группам GO; сигнал при 
69 м. д. относится к эпоксидным группам GO; 
сигнал при 98 м. д. соответствует атому углерода 
в карбоксильной группе GO; сигнал при 129 м. д. 
относится к структурному фрагменту C=C пло-
скости GO; сигнал при 166 м. д. соответствует кар-
бонильной группе в составе амидной связи конъ-
югата GO-Gly; сигнал при 191 м. д. соответствует 
карбоксильным группам GO. Процентное содер-
жание кислородсодержащих групп на поверхно-
сти GO составляет 85 %.

Исследование биосовместимости GO и GO-Gly. 
На рис. 6 представлены зависимости степени гемо-
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лиза от концентрации GO и GO-Gly. Видно, что GO 
и GO-Gly после инкубации в течение 1 и 3 часов не 
вызывали гемолиза в изученном концентрацион-
ном диапазоне. Показано, что вещества являются 
гемосовместимыми, если степень гемолиза не пре-
вышает 5 % [21]. Анализ литературы показывает, 
что функционализация поверхности графена при-
водит к снижению гемолиза и, таким образом, к 

повышению гемосовместимости. K. H. Liao et al. 
(2011) [22] показал, что GO (обладает дозозависи-
мой гемолитической активностью TC

50
=20,2–49,6 

мкг·мл–1 (TC
50

 – концентрация вещества, которая 
вызывает гемолиз 50 % эритроцитов), при этом гра-
фен показал незначительный гемолиз (TC

50
>200 

мкг·мл–1). В то же время нековалентная функцио
нализация GO хитозаном привела к отсутствию 

 
Рис. 5. 13С ЯМР спектр GO и GO-Gly

Fig. 5. 13С NMR spectrum of GO and GO-Gly 
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Рис. 6. Влияние GO (a) и GO-Gly (б) на гемолиз при инкубации в течение 1 (   ) и 3 часов (   )
Fig. 6. Effect of GO (a) and GO-Gly (б) on hemolysis during incubation for 1 hour (   ) and 3 hours (   )
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гемолитической активности. A. M. Pinto et al. (2016) 
[23] показал, что невалентная функционализация 
поверхности графена полимерами (поливинило-
вый спирт, полиэтиленгликоль, поливинилпир-
ролидон, гидроксиэтилцеллюлоза, хондроитин, 
глюкозамин и гиалуроновая кислота) приводит к 
снижению гемолиза до 1,7 % для всех материалов 
при концентрации, не превышающей 500 мкг·мл–1. 
На кафедре общей и биоорганической химии 
было показано, что GO, функционализированный 
l-метионином (GFM) и l-цистеином (GFC), не вы-

зывал повреждения мембраны эритроцитов при 
концентрации до 25 мкг·мл–1 [24–26].

В таблице представлены данные по изучению 
влияния GO и GO-Gly (C=10–100 мкг·л–1) на 
коллаген-индуцированную агрегацию тромбо-
цитов. Видно, что GO и GO-Gly обладают антиаг-
регантными свойствами. Напротив, авторы [27] 
установили, что GO с низким содержанием кис-
лородсодержащих групп индуцирует агрегацию 
тромбоцитов.

Генотоксичность. После инкубации плазмид-
ной ДНК с тестируемыми веществами были про-
анализированы изменения в ее конформации. 
Было показано, что GO и GO-Gly не вызывал раз-
рывов в плазмидной ДНК в изученных условиях 
(рис. 7). Y. Liu et al. (2013) [28] показал, что GO в 
концентрации до 100 мкг∙мл–1 индуцирует мута-
генез по причине влияния на репликацию ДНК и 
изменения экспрессии генов. P. Wang et al. (2013) 
[29] сообщили, что GO (до 100 мкг∙мл–1) облада-
ет значительной генотоксичностью в отношении 
фибробластов легких человека из-за повреждения 
ДНК в результате генерации активных форм кис-
лорода и наличия поверхностного заряда GO. Авто-
рами было показано, что после функционализации 
поверхности GO с помощью PEG и лактобионовой 
кислоты генотоксичность значительно снизилась. 
На кафедре общей и биоорганической химии было 

 
Рис. 7. Результаты электрофореза плазмидной ДНК 
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Рис. 8. Влияние GO (a) и GO-Gly (б) на жизнеспособность клеточной линии HEK293; *p<0,05 относительно контроля; 
**p<0,01 относительно контроля

Fig. 8. Effect of GO (a) and GO-Gly (б) on the viability of the HEK293 cell line; *p<0.05 relative to control; **p<0.01 relative to control
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Эффект GO и GO-Gly на индуцированную коллагеном агрегацию тромбоцитов

Effect of GO and GO-Gly on collagen-induced platelet aggregation

Эффект

Амплитуда, %

C, мг∙л–1

Контроль 10 25 50 75 100

GO 86,9±2,4 76,5±3,8* 72,2±2,4* 71,7 ±3,5* 70,1±4,5* 64,1±2,6*

GO-Gly 73,9±4,9 67,5±3,7 62,9±4,7* 60,8 ±3,4* 59,1±4,7* 51,3 ±2,5 *

* – p<0,05 в сравнении с контролем.
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показано, что как GFM, так и GFC не проявляли 
генотоксичности до C=25 мкг∙мл–1.

Цитотоксичность. Было установлено, что GO в 
концентрационном диапазоне (C=0,25–25 мг∙л–1) 
не влияет на жизнеспособность клеток линии 
HEK293 (рис. 8). На основании изучения цитоток-
сичности GO-Gly установлено, что полученный 
материал практически не оказывал влияния на 
пролиферативную активность клеточной линии 
HEK293 при C=2–50 мг∙л–1, в свою очередь, при 
C=100– 200 мг∙л–1 наблюдается дозозависимое 
увеличение пролиферации клеток HEK293. Этот 
факт указывает на перспективность использования 
данного материала в регенеративной медицине и 
тканевой инженерии. Y. Wang et al. (2014) [30] по-
казал, что GO (C=10–200 мкг∙мл–1) вызывал дозо-
зависимую цитотоксичность в отношении клеток 
множественной миеломы человека RPMI 8226 через 
механизм окислительного стресса. O. Akhavan et al. 
(2012) [31] показал, что цитотоксичность графена 
зависит от размера наноматериала и его концент-
рации. J. Sun et al. (2016) [32] показал, что функцио
нализация поверхности графена гидроксильными 
группами не влияет на жизнеспособность стромаль-
ных клеток, полученных из жировой ткани крысы 
(rADSCs). H. Wu et al. (2014) [33] продемонстриро-
вали, что GO, ковалентно функционализированный 
дигидразидом адипиновой кислоты и гиалуроновой 
кислотой, не оказывает цитотоксического эффекта 
на клеточные линии HeLa и L929 до C=200 мкг∙мл–1. 
Кроме того, GFM, GFC, и GO (c высоким содержа-
нием кислородсодержащих групп) не проявляли 
цитотоксичности по отношению к клеточной линии 
HEK293 до C=25 мг∙л–1 [24, 26, 34].

Заключение
В работе представлена методика синтеза GO 

из графита, приводящая к получению наномате-
риала до 85 % обогащенного кислородсодержа-
щими группами (карбоксильными, лактольными, 
эпоксидными, карбонильными, гидроксильными). 
Также представлена стратегия ковалентной функ-
ционализации GO на примере глицина. В резуль-
тате проведенного исследования установлено, что 
функционализация поверхности GO кислородсо-
держащими группами и аминокислотами приводит 
к повышению гемосовместимости, а также полу-
чению наноматериалов, не проявляющих гено- и 
цитоксичности.
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