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Резюме
Введение. В работе представлена стратегия создания модульной наноплатформы для таргетной терапии на основе 

химически модифицированных наноалмазов. Рассматривается подход, позволяющий конструировать биосовмести-
мые носители с возможностью селективной доставки терапевтических агентов.

Цель. Синтез и изучение модифицированного наноалмаза ND-PEG
4
-N

3
, содержащего реакционноспособную 

азидную группу (–N
3
), для последующего использования в качестве основы таргетной терапии.

Методы и материалы. Для ковалентного присоединения лиганда использовали реакцию этерификации Штегли-
ха. Успешная функционализация поверхности подтверждена методами ЯМР CP/MAS, ИК-Фурье спектроскопии и 
РФЭС. Цитотоксичность индивидуальных наноалмазов и ND-PEG4-N3 исследована на клеточной линии HEK293.

Результаты. Наличие азидной группы обеспечивает возможность последующего селективного конъюгирования 
с лигандами-мишенями через реакцию азид-алкинового циклоприсоединения. Полученные данные подтверждают 
успешную химическую модификацию поверхности наноалмазов.

Заключение. Результаты работы подтверждают, что ND-PEG
4
-N

3
 является перспективной и биосовместимой ос-

новой для разработки биомедицинских материалов, обладающей необходимым функциональным потенциалом для 
создания систем таргетной терапии.
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Summary
Introduction. This work presents a strategy for creating a modular nanoplatform for targeted therapy based on chemically 

modified nanodiamonds.
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Введение
Наноалмаз – это аллотропная модификация 

углерода, состоящая из атомов углерода, находя-
щихся в sp3-гибридном состоянии. В их основе ле-
жит алмазный кор (ядро) [1], поверхность которого 
содержит эпоксидные, карбоксильные, гидрок-
сильные группы [2]. В зависимости от методов син-
теза существует два основных класса наноалмазов 
для биомедицинских приложений: детонационные 
наноалмазы и высокотемпературные наноалма-
зы высокого давления. Метод высокого давления 
обычно используется для введения азотно-вакан-
сионных (NV¯) центров в частицы наноалмазов [3]. 
В основе лежит преобразование углеродосодержа-
щих материалов, чаще всего графита или сажи, в 
алмазную фазу под воздействием экстремальных 
давлений и высоких температур. Ключевая слож-
ность заключается не столько в самой фазовой 
трансформации, сколько в контроле над размером 
частиц. Для этого в исходный углеродный мате-
риал могут вводить специальные добавки-ката-
лизаторы, например, металлы группы железа или 
никеля, которые ускоряют процесс перестройки 
кристаллической решетки, но также могут ограни-
чивать рост кристаллов [3]. Детонационный метод 
позволяет проводить крупномасштабный синтез с 
относительно низкой себестоимостью производст-
ва. Наиболее часто используемыми взрывчатыми 
веществами являются смеси тринитротолуола и 
гексогена или октогена. Детонация выполняется 
в герметичной, бескислородной камере из не-
ржавеющей стали при давлении более 15 ГПа и 
температуре более 3000 К в отсутствие кислорода 
для предотвращения окисления наночастиц ал-
маза. Наночастицы детонационных наноалмазов, 
химически стабильны, размер частиц составляет 
от 5 до 10 нм [4]. При диспергировании в водном 
растворе наноалмазы имеют тенденцию образо-
вывать ассоциаты [5].

Первичные частицы детонационного наноал-
маза обычно имеют сферическую форму. Данная 
форма и размеры делают их перспективными 
для применения в областях, где требуется высо-
кая удельная поверхность (от 300 до 400 м2·г–1), 

например, при загрузке лекарств [6], биологически 
активных молекул [7].

Инертная и биосовместимая углеродная основа 
наноалмаза, хотя и обладает низкой токсичностью, 
сама по себе лишена терапевтической активности 
и биологической специфичности. Создание кова-
лентных модификаций ND решает эту проблему, 
наделяя частицы заданными функциями через 
ковалентное присоединение или физическую 
иммобилизацию биологических лигандов, фарма-
кологических агентов и диагностических меток. 
Ключевая цель такой модификации – разработ-
ка высокоэффективных платформ для целевой 
доставки лекарств [8]. Поверхность наноалмазов 
может быть функционализирована полимерами, 
малыми терапевтическими молекулами и даже 
биомолекулами (биотин, пептиды, нуклеиновые 
кислоты и др.) для дальнейшего биомедицинско-
го применения.

S. C. Hens at al. (2008) использовали алюмоги-
дрид лития для восстановления детонационных 
наноалмазов с получением аддукта ND-NH

2
. Мо-

дифицированные аминированные наноалмазы в 
дальнейшем использовались для получения конъ-
югатов с биотином для захвата стрептавидина в 
присутствии N-гидроксисукцинимида (NHS) [9]. 
D. Xu et al. (2018) синтезировали конъюгат нано-
алмаза, функционализированный полиаминокис-
лотами, посредством полимеризации с раскрыти-
ем цикла N-карбоксиангидридов α-аминокислот 
с использованием гидрофильного этиленгликоля с 
глутаминовой кислотой, что привело к получению 
конъюгата ND-GluEG, который показал лучшую 
диспергируемость в воде и низкую токсичность и, 
таким образом, может использоваться в качестве 
возможного наноматериала для биомедицинского 
применения [10]. 

Для придания наночастицам «стелс-свойств» 
и минимизации захвата клетками иммунной си-
стемы широко применяется пэгилирование. Для 
получения модификаций на основе PEG можно ис-
пользовать карбодиимидный синтез, проводимый 
на поверхности ND. Такая модификация приводит к 
резкому повышению гидрофильности, подавлению 

The objective was to synthesize and investigate a modified nanodiamond, ND-PEG
4
-N

3
, containing a reactive azide group 

(–N
3
) for subsequent use as the basis of targeted therapy.

Methods and materials. The Steglich esterification was used for the covalent attachment of the ligand. Successful surface 
functionalization was confirmed by CP/MAS NMR, Fourier-transform infrared spectroscopy, and XPS. Furthermore, the 
cytotoxicity of both plain nanodiamonds and ND-PEG4-N3 was investigated using the HEK293 cell line.

Results. The presence of the azide group enables the subsequent selective conjugation with target ligands via the azide-
alkyne cycloaddition reaction. The data obtained confirm the successful chemical modification of the surface of nanodiamonds.

Conclusion. The results confirm that ND-PEG
4
-N

3 
is a promising and biocompatible foundation for the development of 

biomedical materials with the necessary functional potential to create targeted therapy systems.

Keywords: detonation-synthesis nanodiamonds, conjugate, cytotoxicity, click chemistry
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опсонизации и снижению фагоцитоза [11]. Альтер-
нативой PEG может служить гиперразветвленный 
полиглицерол (PG), формируемый на поверхности 
ND путем полимеризации глицидола. Получаемая 
плотная гидрофильная оболочка обеспечивает дол-
говременную стабильность дисперсий и значитель-
ное снижение поглощения макрофагами, что было 
продемонстрировано в работе [12].

Целью данной работы являлось получение но-
вой модификации на основе ND, предназначенно-
го для использования в качестве универсальной 
платформы для адресной доставки лекарственных 
средств. Для этого была осуществлена химическая 
модификация поверхности наноалмаза путем ко-
валентного присоединения азид-PEG

4
-карбоновой 

кислоты, терминальная группа которой представ-
лена реакционноспособным азидным фрагмен-
том (-N

3
). Введение азидной группы предостав-

ляет возможность последующего селективного 
конъюгирования с биологическими векторами 
(например, антителами, пептидами) через реак-
цию «клик-химии» азид-алкинового циклопри-
соединения. В рамках работы была проведена 
комплексная идентификация полученного конъ-
югата ND-PEG

4
-N

3
 с использованием набора фи-

зико-химических методов анализа (твердотельная 
ЯМР-спектроскопия, ИК-Фурье спектроскопия и 
рентгеновская фотоэлектронная спектроскопия). 
Размер наночастиц был исследован методом дина-
мического светорассеяния. В опыте по изучению 
электрофоретической подвижности был рассчи-
тан ζ-потенциал дисперсий. Важнейшей частью 
исследования являлась оценка in vitro биосовме-
стимости синтезированного аддукта на культуре 
клеток почек эмбриона человека (HEK293) с ис-
пользованием MTT-теста.

Методы  и  материалы
Предварительно очищенные ND [12] дисперги-

ровали в 20 мл безводного дихлорметана (ДХМ) в 
концентрации 5 мг·мл–1 с помощью ультразвуковой 
обработки (500 Вт, 20 кГц, 5 мин, 0 °C). В получен-
ную суспензию последовательно добавляли моле-
кулу линкера – азид-PEG

4
-карбоновую кислоту 

(1,5 ммоль, 10-кратный молярный избыток отно-
сительно расчетного содержания поверхност-
ных гидроксильных групп ND) и 4-диметилами-
нопиридин (ДМАП, каталитическое количество, 
0,1 эквивалента). Смесь перемешивали на маг-
нитной мешалке в течение 15 мин при 0 °C. Затем 
небольшими порциями при постоянном переме-
шивании добавляли N,N’-дициклогексилкарбо-
диимид (1,2 эквивалента относительно линкера). 
Реакционную смесь переносили в пробирки для 
центрифугирования. Осаждение наноалмазов 
(ND-PEG

4
-N

3
) проводили в высокоскоростной цен-

трифуге при 10 000 об./‌мин в течение 30–60 мин. 
Для эффективного удаления побочных продуктов 
и исходных реагентов продукт промывали этано-
лом. Процедуру центрифугирования и ресуспен-
дирования в свежем растворителе повторяли не 
менее 3–5 раз до тех пор, пока супернатант не ста-
новился прозрачным и не показывал поглощения в 
УФ-спектре. Конечный продукт сушили при 39 °C 
в течение 24 часов. Выход продукта составил 85 %. 
Cхема реакции представлена на рис. 1.

Спектры ЯМР ¹³C конъюгата ND-PEG
4
-N

3
 реги-

стрировали на спектрометре Bruker Avance III 400 
WB (США). Изучение элементного состава про-
водили на интегрированном фотоэлектронном и 
оже-сканирующем спектрометре Thermo Fisher 
Scientific Escalab 250Xi (США). В образце опре-
деляли содержание азота, углерода и кислорода. 
ИК-спектры регистрировали на ИК-Фурье спек-
трометре Nicolet 8700 (США).

Распределение частиц ND-PEG
4
-N

3
 по размерам 

в воде получали с использованием анализатора 
Malvern Zetasizer 3000 (Великобритания) при T = 
=298,15 K. Значение индекса полидисперсности 
составляло 0,24–0,27.

Цитотоксичность конъюгата ND-PEG
4
-N

3
 (С= 

=2–200 мг/л) изучали с помощью МТТ-теста на 
клеточных HEK293. Методика подробно описана в 
[14]. Оптические плотности продукта восстановле-
ния МТТ измеряли на планшетном ридере Allsheng 
AMR-100 (Китай) на длинах волн 540 нм и 690 нм. 
Данные нормировали в процентах по отношению 
к необработанным клеткам.

Рис. 1. Получение аддукта ND-PEG
4
-N

3

Fig. 1. Preparation of the ND-PEG
4
-N

3 
adduct
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Результаты  исследования  
и  их  обсуждение
Твердотельный спектр ЯМР 13С конъюгата ND-

PEG
4
-N

3
 представлен на рис. 2. Сигналы в области 

высоких значений химического сдвига (188,1 и 
186,0 м. д.) соответствуют sp²-гибридизованным 
атомам углерода карбоксильных и сложноэфир-
ных групп. Сигналы в области 96,7–97,1 м. д. 
характерны для С-ОН групп алмазного ядра. Хи-
мический сдвиг 36 м. д. относится к sp3-гибриди-
зованным атомам углерода. Сигналы 33–45 м. д. 
принадлежат частично разупорядоченной sp3-угле-
родной оболочке и sp2-атомам углерода в составе 
алмазного ядра соответственно [15]. Наличие сиг-
налов при 56 м. д. и 49 м. д. хорошо относятся к 
фрагменту линкера, содержащего терминальную 

азидогруппу. Сигнал при 56 м. д. характерен для 
атомов углерода в метиленовых группах, связан-
ных с атомом кислорода (CH

2
–O) в составе PEG-

фрагмента. Сигнал при ~49 м. д. соответствует ато-
му углерода, непосредственно связанному с ази-
догруппой (CH

2
–N

3
). Азидогруппа, выступая как 

электроноакцептор, вызывает смещение сигнала 
в более слабое поле по сравнению с углеродами 
основной цепи ПЭГ.

ИК-спектр ND-PEG
4
-N

3
 демонстрирует харак-

терные полосы поглощения, соответствующие 
функциональным группам в молекуле (рис. 3). 
Основной особенностью спектра является ин-
тенсивная полоса при 2094 см–1, относящаяся к 
валентным колебаниям азидной группы (–N

3
). 

В области 2500–3500 см–1 наблюдается широкая 

200 100 0

Химический сдвиг / ppm

f

•

•

•

•

•

Алмазный кор
•

•

•

•

•

•

 Рис. 2. Твердотельный ЯМР спектр 13С ND-PEG
4
-N

3

Fig. 2. Solid-state NMR spectrum of 13С ND-PEG
4
-N

3
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 Рис. 3. ИК-спектр ND-PEG
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Fig. 3. IR spectrum of ND-PEG
4
-N
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Рис. 4. Спектр РФЭС образца ND-PEG
4
-N

3
 (а), а также C 1s (б), N 1s (в), O 1s (г) после деконволюции

Fig. 4. XPS spectrum of the ND-PEG
4
-N

3
 sample (а), as well as C 1s (б), N 1s (в), O 1s (г) after deconvolution
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полоса, связанная с валентными колебаниями 
O–H карбоксильных групп (HOOC). Сигнал 
спектра в области 1700 см–1 соответствует коле-
баниям карбонильной группы C=O. Кроме того, 
наблюдаются валентные колебания С=С связи в 
области 1590 см–1 и деформационные колебания 
C–H группы вблизи 1460 см–1. Пик при 1140 см–1 
можно описать как валентные колебания C–O–C 
в структуре ND (эфирные, сложноэфирные и кис-
лотно-ангидридные группы) [15]. 

На рис. 4 представлен спектр РФЭС конъюга-
та ND-PEG

4
-N

3
. Основной вклад в спектр вносит 

углеродная основа наноалмаза, что проявляется 
в виде интенсивного пика C 1s при 284–285 эВ, 
соответствующего sp³-гибридизованному углеро-
ду. Дополнительные пики в области 286–288 эВ 
обусловлены наличием углерода в составе фраг-
ментов C–O и C–N в PEG части. Азидная группа 
(–N3) линкера проявляется в виде пика N 400 эВ. 
Сигналы в области 531–533 эВ на спектре O 1s 
были отнесены к кислороду простых эфирных 
связей PEG и карбонильным группам (C=O) 
в составе ND.

Анализ распределения по размерам полученных 
наночастиц ND-PEG

4
-N

3
 (C = 10 мг·л–1) в водной 

дисперсии (рис. 5) показывает, что средний размер 
ассоциатов составляет 4–6 нм. При этом значе-
ние ζ-потенциала (–32 мВ) указывает на то, что 
полученные дисперсии обладают агрегативной 
устойчивостью.

Данные исследования цитотоксичности 
ND-PEG

4
-N

3 
и индивидуального ND показали, что 

ND-PEG
4
-N

3 
и ND практически не влияют на проли-

феративную активность клеточной линии HEK293 
в диапазоне концентраций 2–75 мг·л–1 (рис. 6).

На основании данных MTT-теста можно заклю-
чить, что ND, как в исходной форме, так и после 
модификации ND-PEG

4
-N

3
, не снижают мета

болическую активность и, следовательно, жиз-
неспособность клеток. Отсутствие достоверных 
различий между опытными группами и контроль-
ной группой в течение всего времени инкубации 
указывает на отсутствие острой цитотоксичности 
данных материалов.

Выводы
В статье представлен новый метод синтеза ко-

валентного наноконъюгата на основе ND и би-
функционального линкера – азид-PEG

4
-карбо-

новой кислоты для адресной доставки лекарств. 
Наноконъюгат был охарактеризован с помощью 
комплекса физико-химических методов анализа. 
Наличие терминальной азидной группы (-N

3
) обес-

печивает возможность последующей селективной 
функционализации системы через высокоэффек-
тивную реакцию азид-алкинового циклоприсое-
динения. Размер наночастиц в водной дисперсии 
составляет ~4–6 нм, при этом дисперсии являют-
ся агрегативно устойчивыми с высоким отрица-
тельным значением ζ-потенциала (менее –30 мВ). 
ND-PEG

4
-N

3 
и ND практически не влияют на 

пролиферативную активность клеточной линии 
HEK293 в диапазоне концентраций 2–75 мг·л–1. 
Таким образом, разработанная модификация ND-
PEG

4
-N

3
 соответствует всем ключевым критери-

ям, предъявляемым к универсальной платформе 
для доставки лекарств: она обладает стабильной и 
хорошо воспроизводимой структурой, позволяю-
щей проводить дальнейшую модификацию, имеет 
агрегативную устойчивость в водных дисперсиях 
и демонстрирует низкую цитотоксичность. По-
лученные результаты создают основу для после-
дующего присоединения к платформе различных 
терапевтических агентов и лигандов таргетинга с 
целью создания нового поколения селективных 
противоопухолевых препаратов.
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 Рис. 5. Распределение наночастиц ND-PEG
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Fig. 5. Size distribution of ND-PEG
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 nanoparticles
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 Рис. 6. Влияние ND-PEG
4
-N

3 
(оранжевый) и ND (зеленый) 

на выживаемость клеточной линии HEK293
Fig. 6. Effect of ND-PEG

4
-N

3 
(orange) and ND (green)  

on the survival of the HEK293 cell line
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