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Введение

Настоящая статья представляет собой обзор 
результатов работы по созданию твердофазного 
фотосенсибилизатора на основе фуллерена С60 
для фотодинамической инактивации вирусов в 
биологической жидкости, выполненной коллек-
тивом Института лазерной физики НПК “ГОИ 
им. С.И. Вавилова” и НИИ гриппа РАМН как в 
рамках Проекта МНТЦ 2592, так и в ходе даль-
нейшего развития этих исследований.

В настоящее время актуальной проблемой 
является инактивация различных патогенов 
(вирусов, бактерий, простейших и т.д.) в биоло- 
гических жидкостях, в первую очередь в донор-
ской крови и различных препаратах крови [1]. 
Действительно, передача инфекций при пере-
ливании плазмы донорской крови и использо-
вании лечебных препаратов, полученных из нее, 
является, к сожалению, одним из путей заражения 
пациентов гепатитами, ВИЧ и другими особо опас-
ными инфекциями [2]. Тем более что в последние 
годы в группу заболеваний, передающихся при 
гемотрансфузиях, попали еще более 30 “новых” 

инфекционных болезней человека и, видимо, эта 
группа будет постоянно увеличиваться [3]. 

Поэтому стратегической задачей службы крови 
всех стран мира является обеспечение минималь-
ного уровня риска передачи гемотрансмиссивных 
инфекций при введении реципиентам донорской 
плазмы и препаратов из нее. В связи с этим в служ-
бе крови по регламенту Всемирной организации 
здравоохранения был введен ряд новых инактива-
ционных технологий, позволяющих снизить риск 
заражения инфекционными заболеваниями при 
трансфузии и терапии.

К наиболее перспективным инактивацион-
ным технологиям относится фотодинамическое 
воздействие, заключающееся в инактивации 
инфекционных агентов активными формами 
кислорода (в том числе синглетным кислородом), 
образующихся при активации светом вводимого 
в плазму фотосенсибилизатора. 

В качестве фотосенсибилизаторов в настоящее 
время используются водорастворимые красите-
ли, в основном метиленовый синий [1]. Следует 
отметить, что данная технология реализуется 
в установках импортного производства, однако 
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в России технология фотодинамической инак-
тивации крови и ее препаратов практически не 
используется.

Несмотря на высокую эффективность, суще-
ствующий фотодинамический метод имеет суще-
ственные недостатки, которые заключаются в не-
обходимости последующего удаления красителя 
из инактивированной плазмы, что реализуется 
с помощью специально разработанных селек-
тивных фильтров только в небольших объемах 
плазмы [1]. К тому же данный метод не может 
быть применен для инактивации пулированной 
плазмы для производства лечебных белковых 
препаратов из-за невозможности полного уда-
ления красителя и продуктов его фотодеграда-
ции из больших объемов вязкой биологической 
жидкости.

В настоящей работе предложена новая идео
логия создания на основе фуллеренов твердо-
фазных фотосенсибилизаторов, способных в 
различных средах преобразовывать триплетный 
кислород в синглетный. При этом твердофазные 
фотосенсибилизаторы сохраняют свою фото
стабильность и могут быть легко отделены от био-
логических жидкостей после фотовоздействия.

Создание нового класса высокоэффективных 
твердофазных фотосенсибилизаторов может 
позволить осуществлять инактивацию биоло-
гических жидкостей в гетерогенных условиях, 
что обеспечит простоту полного извлечения реа-
гента после процесса инактивации и, тем самым, 
будет гарантировать отсутствие нежелательных 
примесей в целевом продукте. Такие фотосенси-
билизаторы, например, с успехом смогут приме-
няться как в процессах инактивации небольших 
объемов плазмы из дозы донорской крови, так в 
случае инактивации пулированной плазмы для 
получения из нее лечебных препаратов. 

Фуллерен и фотодинамическая 
инактивация вирусов

В основе фотодинамической инактивации 
вирусов лежат реакции фотосенсибилизиро-
ванного окисления органических соединений 
активными формами кислорода: супероксидным 
анион-радикалом О2

–• и гидроксильным ради-
калом ОН• (механизм I типа) или синглетным 
кислородом 1О2 (механизм II типа) [4]. Оба типа 
фотодинамических реакций протекают одно-
временно, конкурируя между собой в зависимо-
сти от относительной концентрации кислорода, 
фотоокисляемой молекулы, pH среды и ее состава 
(наличия электронодонорных соединений) [5, 6]. 

Так, например, при облучении в водных средах об-
разование долгоживущего триплетного состояния 
молекулы фуллерена С60 (энергетическая схема 
уровней С60 приведена в [7]) способствует генера-
ции только синглетного кислорода при отсутствии 
в растворе электронодонорных соединений и всех 
видов активных форм кислорода в присутствии 
электронодонорных соединений.

Учитывая некоторые их свойства, можно 
было предположить, что не растворимые в воде 
молекулы фуллерена С60 могут составить конку-
ренцию традиционно используемым в фотодина-
мике водорастворимым красителям. К преимуще-
ствам таких фотосенсибилизаторов относятся: 

• широкий спектр поглощения [7], 
• количественный квантовый выход, прак-

тически равный 1, синглетного кислорода (для 
изолированных молекул) [8–10];

• превалирование процесса образования син-
глетного кислорода молекулярным фуллереном 
над обратным процессом тушения синглетного 
кислорода фуллереном. Так, константа об-
разования синглетного кислорода в реакции с 
фуллереном определяется величиной k1(1О2)  = 
=  2×109  М–1 с–1 [8], в то время как константа 
тушения синглетного кислорода при взаимодей-
ствии с фуллереном составляет только k2(1О2) = 
= 5×105 М–1 с–1 [8]. Важно отметить, что k2(1О2) 
для большинства сенсибилизаторов-красителей 
(например, хлорофилла а, феофитина а, β-ка
ротина) на несколько порядков превосходит 
эту величину для фуллеренов и составляет 
108–1010 М–1 с–1 [11]. Отсюда ясно, что при прочих 
равных условиях для фотодинамического воз-
действия молекулы фуллерена могут быть более 
эффективными, чем традиционные красители;

• низкая токсичность [12],
• высокая фотохимическая стабильность [13],
• простота создания на их основе твердофаз-

ных, не растворимых в воде фотосенсибили
заторов.

Ранее было показано, что для создания твер
дофазных фотосенсибилизаторов на основе 
фуллерена целесообразнее использовать немо-
дифицированный фуллерен С60 [6], однако полу-
чение твердофазной композиции, содержащей 
мономеры немодифицированного фуллерена, 
представляется достаточно сложной задачей, 
требующей специфического подхода и исполь-
зования специальных матриц [14–16]. Поэтому 
важно было определить влияние агрегации 
молекул С60 на энергетическую схему уровней 
фуллерена и, таким образом, на эффективность 
генерации активных форм кислорода, приво-
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дящих к инактивации патогенов. Проведенный 
анализ исследований по данной проблеме [17] 
показал, что агрегация молекул С60 способст
вует изменению структуры энергетических 
уровней мономера с образованием энергетиче-
ских зон, а также уровней синглетных и три-
плетных экситонов Френкеля, являющихся 
аналогами уровней, отвечающих состояниям S1 
и T1 изолированной молекулы. Таким образом, 
принцип генерации активных форм кислорода 
при агрегации фуллерена сохраняется, однако 
уменьшаются, например, времена жизни со-
стояний S1 и T1 фуллерена, а также вероятность 
взаимодействия фуллерена и молекулярного 
кислорода.

Экспериментальное подтверждение уменьше-
ния эффективности генерации активных форм 
кислорода при агрегации молекул фуллерена 
было показано в ряде работ [18–21], однако оче-
видно, что для каждого конкретного вида агре-
гатов фуллерена необходимо отдельно решать во-
прос об эффективности тушения энергетических 
состояний в кластере, поскольку она зависит 
от степени агрегации, упорядоченности и силы 
взаимодействия фуллеренов в агрегате.

Кроме того, эффективность технологического 
процесса инактивации патогенов в биологиче-
ской жидкости твердофазными фотосенсибили-
заторами на основе агрегированного фуллерена 
определяется не только их фотосенсибилизирую-
щей способностью, но также избирательностью 
воздействия на патогены и относительно высо- 
кой фотостабильностью. Помимо этого, при ра-
боте с биологической жидкостью следует учиты- 
вать большую вязкость среды и влияние ее 
биологических компонентов на ход процесса 
инактивации. Перспектива применения твердо-
фазных фотосенсибилизаторов на основе фулле-
рена С60 для инактивации патогенов (в том числе 
вирусов) в биологических жидкостях (например, 
в плазме крови) приводит к необходимости изу
чения всех вышеупомянутых факторов. 

Были сформулированы основные требова-
ния, которыми должен обладать твердофазный 
фуллеренсодержащий фотосенсибилизатор, 
пригодный к использованию в процессе очист-
ки биологических жидкостей (в первую очередь 
плазмы и препаратов плазмы крови) от патогенов 
(в первую очередь вирусов): 

• простота получения и воспроизводимость 
физико-химических свойств,

• возможность сохранения высокой эффек-
тивности генерации активных форм кислорода 
фуллереном в гетерогенных условиях,

• химическая и физическая устойчивость под 
действием излучения видимого диапазона спект
ра с плотностью мощности 100 мВт/см2 в водных 
средах, 

• хорошая смачиваемость водными средами, 
• полная извлекаемость фотосенсибилизато-

ров из биологической среды после процедуры 
фотодинамического воздействия, 

• технологичность их практического исполь-
зования в процессах инактивации патогенов 
(в первую очередь вирусов), 

• высокая способность к инактивации пато-
генов в биологических жидкостях, обладающих 
высокой вязкостью.

Твердофазные фотосенсибилизаторы 
на основе фуллеренов

Для выполнения вышеприведенных требо-
ваний к твердофазным фуллернсодержащим 
фотосенсибилизаторам были предложены, из-
готовлены и исследованы

1) раздробленный фуллерит и его водная су-
спензия,

2) “аморфный” фуллерен и его водная су-
спензия,

3) пластины с нанесенным на них слоем фул-
лерена,

4) микрочастицы силикагеля с нанесенным 
на них слоем фуллерена и их водная суспензия.

Для исследования структуры этих твердофаз-
ных фотосенсибилизаторов были использованы 
рентгеноструктурный анализ, элементный ана-
лиз, электронная микроскопия, динамическое 
светорассеяние. Для качественного определения 
степени агрегации фуллерена применялся спект
ральный анализ [22].

Спектры поглощения С60 полученных твердо-
фазных фотосенсибилизаторов представлены на 
рис. 1 и характерны для высоко агрегированной 
формы фуллерена [22]. В этом случае, в отличие 
от спектра раствора С60, происходят уширение 
полос поглощения, уменьшение их амплитуды 
и сдвиг максимумов в сторону больших длин 
волн, а также появление широкой полосы по-
глощения в области 450 нм, сопровождающееся 
исчезновением острого пика мономера С60 в об-
ласти 405–407 нм.

Суспензия раздробленного кристаллического 
фуллерена, получаемая в процессе обработки 
суспензии кристаллического фуллерена уль-
тразвуком и ранее успешно применявшаяся 
для фотодинамической инактивации вирусов 
в водном растворе солей [12,  13], явилась для 
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нас отправной точкой в создании твердофазных 
фуллернсодержащих фотосенсибилизаторов. 
Действительно, она характеризуется исклю-
чительной простотой получения, однако, как 
оказалось, обладает большой неоднородностью 
частиц по размеру, а процесс ее получения харак-
теризуется невоспроизводимостью [17]. 

В связи с этим был предложен способ получе-
ния суспензии фуллерена в воде, характеризую-
щийся воспроизводимым узким распределением 
частиц по размеру. В качестве первой стадии про-
цесса был взят способ получения водного мицел-
лярного раствора фуллерена по методу Г.В. Ан-
дриевского [23]. Затем были оптимизированы 
условия получения устойчивого мицеллярного 
раствора фуллерена в воде, а также разработаны 
и предложены современные и более информатив-
ные условия изучения таких растворов методом 
электронной микроскопии [24].

Принимая во внимание тот факт, что процес- 
сы инактивации вирусов происходят в среде, 
содержащей определенное количество неорга
нических солей, было изучено поведение и 
свойства мицеллярного раствора фуллерена при 
добавлении в водный раствор физиологического 
количества хлористого натрия (0,9%). В резуль-
тате такой модификации гидратная оболочка 
мицелл разрушается и мицеллярный раствор 
превращается в суспензию относительно одно-
родных по размеру частиц фуллерена. Методом 
электронной микроскопии было показано, что 

средний размер таких частиц составляет при-
близительно 20–30 нм.

Структуры лиофильно высушенных частиц 
такой водной суспензии С60 и частиц водной 
суспензии раздробленного кристаллического 
фуллерена были изучены рентгенографическим 
методом (рис. 2). На рентгенограммах вместе с 
пиками, характеризующими кристаллический 
фуллерен, четко видны гало, которые могут 
трактоваться как характеристика аморфной 
составляющей полученных порошков. Таким 
образом, методом модификации водного ми-
целлярного раствора С60 получена дисперсная 
фуллереновая композиция, представляющая 
собой аморфный фуллерен (67%) с примесью 
кристаллического фуллерена (33%), а методом 
ультразвуковой обработки суспензии кристал-
лического фуллерена  – композиция, содержа-
щая 60% кристаллического фуллерена и 40% 
аморфного.

Однако оказалось, что ни суспензия раз-
дробленного кристаллического фуллерена, ни 
суспензия условно названного “аморфным” 
фуллерена не могут обеспечить достаточную тех-
нологичность их практического использования в 
процессах инактивации вирусов. Такие мелкие 
частицы трудно отделять от вязкой биологиче-
ской среды, и, кроме того, в ходе эксперимента 
инактивационная активность снижалась, ве-
роятно, вследствие укрупнения мелких частиц 
фотосенсибилизатора при взаимодействии их с 
белками (см. ниже).

Рис.1. Спектры поглощения фуллерена С60 в 
твердофазных фуллеренсодержащих систе-
мах. 1 – суспензия “аморфного” фуллерена, 
2 – суспензия раздробленного кристалличе-
ского фуллерена, 3 – микрочастицы силика-
геля, покрытые фуллереном, 4 – вакуумное 
напыление на кварце, L = 77,5 нм; 5 – раствор 
С60 в ССl4.
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Рис. 2. Рентгенограммы лиофильно высу-
шенных частиц суспензии раздробленного 
кристаллического фуллерена (1) и модифи-
цированного водного мицеллярного раствора 
фуллерена (2).
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С целью устранения указанных недостатков 
были разработаны композиционные твердофаз-
ные фотосенсибилизаторы, представляющие 
собой фуллереновые покрытия на различного 
вида матрицах. Однако при использовании 
пластин с покрытием фуллерена в биологиче-
ских экспериментах наблюдалась их невысокая 
эффективность, что, по всей видимости, может 
объясняться малой рабочей площадью фуллерен-
содержащей поверхности.

С целью увеличения рабочей площади поверх-
ности твердофазных сенсибилизаторов автора-
ми работы был предложен и разработан способ 
нанесения покрытия из фуллерена на частицы 
силикагеля. В качестве матрицы был выбран 
микропористый силикагель марки КСК отече-
ственного производства. Методом элементного 
анализа на содержание углерода было установ-
лено, что покрытие из фуллерена на частицах 
силикагеля составляет в среднем 3–4  вес.% к 
весу всей композиции [17]. 

Результаты экспериментов показали, что эта 
фуллеренсодержащая композиция c покрытой 
фуллереном поверхностью наилучшим образом 
соответствует сформулированным характери-
стикам оптимального фотосенсибилизатора по 
совокупности параметров хорошей смачиваемо-
сти водными средами, простоты получения и вос-
производимости физико-химических свойств. 

Генерация синглетного кислорода 
твердофазными фотосенсибилизаторами 

на основе фуллерена

Генерация активных форм кислорода, и в том 
числе синглетного кислорода, агрегированным 
фуллереном под воздействием облучения, по-
видимому, определяется образованием синглет-
ных и триплетных экситонов Френкеля [21]. 
При этом свободные синглетные и триплетные 
экситоны Френкеля способны быстро мигриро-
вать по бездефектным участкам молекулярного 
кристалла фуллерена и при столкновении эффек-
тивно аннигилировать, практически не внося, 
таким образом, вклад в образование активных 
форм кислорода. В то же время наличие дефек-
тов в кристаллической решетке агрегированного 
фуллерена способствует локализации эксито- 
нов Френкеля и, таким образом, значительному 
продлению их времени жизни, которое незначи-
тельно отличается от такового для изолирован- 
ной молекулы фуллерена [21].

Следовательно, процесс генерации активных 
форм кислорода при облучении агрегированного 

фуллерена будет тем эффективнее, чем больше 
количество поверхностных дефектов твердофаз-
ного покрытия, т.  е. чем больше эффективная 
концентрация С60 (концентрация молекул фул-
лерена, непосредственно участвующих в процессе 
передачи энергии или электрона молекулярному 
кислороду [25]). 

Все изготовленные твердофазные фотосенси-
билизаторы на основе фуллеренов были иссле-
дованы на генерацию активных форм кислорода 
в водных средах, не содержащих электронодо-
норных соединений. В таких средах из двух кон-
курирующих реакций типов I и II абсолютным 
преимуществом обладает реакция образования 
синглетного кислорода [6]. 

Образование синглетного кислорода при об-
лучении твердофазных фотосенсибилизаторов 
на основе фуллерена в водной среде регистри-
ровалось двумя методами [25]: по наблюдению 
люминесценции синглетного кислорода на длине 
волны 1270  нм и по наблюдению уменьшения 
оптической плотности индикаторного соедине-
ния, пропорциональной наработке синглетного 
кислорода (фотохимический метод количествен-
ного определения 1О2 в водных средах).

Прежде всего по наблюдению люминесценции 
синглетного кислорода на длине волны 1270 нм 
(схема установки, параметры эксперимента и 
основные временные зависимости люминесцен-
ции 1О2 приведены в [25]) было показано образо-
вание синглетного кислорода в суспензиях фул-
леренсодержащих микрочастиц (“аморфный” 
фуллерен, раздробленный кристаллический 
фуллерен и микрочастицы, покрытые фулле-
реном) и на покрытой фуллереном поверхности 
стеклянной/кварцевой подложки, а также из-
мерены времена жизни синглетного кислорода 
в биологических средах. Кроме того, было по-
казано, что интенсивность люминесценции 1О2 
прямо пропорциональна интенсивности возбуж-
дающего импульса и возрастает с увеличением 
концентрации фуллерена.

Однако оказалось, что определению количе-
ства образуемого кислорода люминесцентным 
методом мешают многочисленные система-
тические ошибки, поэтому было предложено 
обратиться к одному из высокочувствитель- 
ных фотохимических методов количествен- 
ного определения 1О2 в водных средах [26]. В ка-
честве “ловушки” синглетного кислорода в этом 
методе выступает аминокислота – гистидин, в 
качестве индикатора синглетного кислорода  – 
п-нитрозодиметиланилин (RNO), характери-
зующийся интенсивной полосой поглощения 
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с максимумом λm  =  440  нм и полушириной 
∆λ1/2(FWHM) = 75  нм. При реакциях, проте-
кающих по такой схеме, падение оптической 
плотности раствора, регистрируемой на длине 
волны 440 нм, ∆D(440) < 0, должно быть прямо 
пропорционально увеличению концентрации 
синглетного кислорода, наработанного за время 
наблюдения.

Поскольку данный метод первоначально был 
разработан для растворов, то для применения к 
твердофазным сенсибилизаторам он был моди-
фицирован с учетом некоторых дополнительных 
факторов: возможной сорбции молекул RNO на 
твердофазном образце, его нагрева в процессе об-
лучения и связанной с ним термодесорбции RNO 
обратно в раствор, оседания образца в процессе 
облучения [27]. 

Экспериментальные данные зависимости 
стационарной концентрации синглетного кис-
лорода, приведенной к плотности мощности 
I = 100 мВт/см2 , от эффективной концентрации 
фуллерена представлены в таблице. Данные  
соответствуют изученным фуллеренсодержа- 
щим образцам. Для облегчения сравнения сен-
сибилизирующих свойств исследуемых компо-
зиций была введена удельная величина [1O2], 
которая представляет собой отношение стацио-
нарной концентрации синглетного кислорода к 
средней концентрации фотосенсибилизатора в 
растворе.

Для оценки максимальных возможностей 
фуллерена как генератора синглетного кисло-
рода в водной среде было рассчитано теоретиче-
ское значение концентрации [1O2], образуемой 
мономером фуллерена в воде [25]. Учитывая 

нерастворимость С60 в воде, такая идеальная 
ситуация была нами названа псевдораствором 
фуллерена.

Анализ полученных данных позволил [17, 25]
• подтвердить факт генерации синглетного 

кислорода всеми разработанными нами твердо-
фазными фотосенсибилизаторами на основе С60, 
впервые зафиксированный люминесцентным 
методом;

• подтвердить справедливость использования 
выбранных и разработанных методик и подходов 
к изучению сенсибилизирующей способности 
твердофазных фотосенсибилизаторов на основе 
фуллеренов;

• подтвердить наличие зависимости концен-
трации образованного синглетного кислорода от 
концентрации фуллерена в системе;

• подтвердить факт ухудшения сенсибили-
зирующих свойств фуллерена при агрегации и 
впервые количественно оценить стационарную 
концентрацию синглетного кислорода, выраба-
тываемую фуллеренсодержащими твердофазны-
ми фотосенсибилизаторами в водной среде;

• подтвердить факт взаимосвязи между спо-
собностью агрегированного фуллерена к гене-
рации синглетного кислорода и образованием 
поверхностных локализованных экситонов в 
областях разупорядоченности его кристалличе-
ской структуры;

• установить, что оптимальная толщина слоя 
агрегированного фуллерена, обеспечивающая 
эффективное возбуждение молекул сенсибили-
затора и генерацию синглетного кислорода, от-
вечает диапазону 20–300 нм вне зависимости от 
формы агрегата (слой или частица).

Результаты измерений стационарной концентрации синглетного кислорода [1O2], фотосенсибилизирован-
ного в водной среде исследуемыми системами, при I = 100 мВт/см2.
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Средняя, 
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Стационарная 
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Удельная 
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Теоретическое значение для мономера C60

Раздробленные кристаллы C60

Частицы “аморфного” C60

Микрочастицы силикагеля с C60

Вакуумное напыление C60 на кварцевой 
пластинке, 

L = 5 нм

L = 77,5 нм

L = 1350 нм

8,40
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Фотостабильность твердофазных 
фотосенсибилизаторов 
на основе фуллеренов

Высокая фотохимическая стабильность са- 
мих молекул фуллерена С60 хорошо известна 
[13], поэтому можно сосредоточить внимание 
только на фотостабильности фуллереновых по-
крытий, тем более что они намного более пер-
спективны для применения в фотодинамической 
инактивации патогенов в биологических жид-
костях, чем суспензии фуллереновых частиц. 
В связи с этим была изучена фотостабильность 
покрытий фуллерена на стеклянных пластинах 
и микрочастицах силикагеля по сравнению с 
эталонным фотосенсибилизатором (метилено-
вым синим) [28]. Для выяснения возможных 
механизмов убыли фуллерена при облучении 
твердофазные покрытия были исследованы как 
в водной среде, так и на воздухе. 

Фотостабильность определялась по измене-
нию свойств фотосенсибилизаторов  – спектров 
поглощения, эффективности генерации синглет-
ного кислорода и электронно-парамагнитного 
резонанса (ЭПР) в результате облучения. Ин-
тенсивность, спектральный состав и максималь-
ная длительность облучения были выбраны из 
условия соответствия параметрам облучения, 
применявшимся при экспериментальном моде-
лировании реального технологического процесса 
инактивации вирусов твердофазными фотосен
сибилизаторами на основе фуллеренов [29].

Анализ полученных результатов показал, что 
при длительном (2–3 часа) облучении интенсив-
ным (100 мВт/см2) источником видимого диапа-
зона фуллереновые покрытия в воде более фото-
стабильны, чем раствор метиленового синего. 
Об этом свидетельствуют как данные измерения 
спектров поглощения, так и результаты реги-
страции эффективности образования синглет- 
ного кислорода (рис. 3). Кроме того, наблюдается 
корреляция хода зависимости изменения спект- 
ра поглощения при облучении с ходом зависимо-
сти снижения сенсибилизирующей способности 
при тех же условиях для каждого из фотосен-
сибилизаторов. При этом очевидно, что фотоде-
градация фуллеренового покрытия происходит 
только в приповерхностном слое, что в данном 
случае является причиной невозможности со-
ответствия абсолютных значений указанных 
параметров. Так, изменение эффективности 
генерации синглетного кислорода фуллереном, 
нанесенным на микрочастицы силикагеля, со-
ставляет примерно 30% за 2 часа, а изменение 

убыли фуллерена, наблюдаемой по спектру,  – 
примерно 5% за 2 часа. 

Несмотря на то что фотостабильность фулле-
реновых покрытий, как оказалось, не зависит 
от среды, механизмы убыли фуллерена в составе 
покрытий на воздухе и в воде различны: предпо-
ложительный превалирующий механизм убыли 
фуллерена на воздухе – окисление, в воде – фото-
полимеризация [28].

Следовательно, высокая фотостабильность 
покрытий фуллерена С60 как в водной, так и в 
газовой среде обуславливает перспективность их 
применения в фотодинамической терапии.

Фотодинамическая инактивирующая 
способность твердофазных 

фотосенсибилизаторов 
на основе фуллеренов

Важным преимуществом метода фотодинами-
ческой инактивации вирусов в плазме и препа-
ратах плазмы крови является преимущественное 
воздействие на патогены, а не на белковую среду, 
за счет тропности сенсибилизатора к вирусу. 
Предлагая фуллерен в качестве фотосенсибили-
затора в этом процессе, мы учитывали его троп-
ность к липидным мембранам, составляющим 
оболочку вируса или клетки [5, 6]. Эта тропность 
должна обеспечить контакт фотосенсибилизато-
ра с патогеном, что в свою очередь (при облуче-
нии фотосенсибилизатора) будет способствовать 
разрушению инфекционного агента активным 
кислородом.
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Рис. 3. Относительное изменение концентра-
ции фотосенсибилизаторов (1, 2) и их фото-
сенсибилизирующих свойств (3, 4) в зависи-
мости от времени облучения; 2, 4 – суспензия 
микрочастиц силикагеля с фуллереновым 
покрытием, 1, 3 – раствор метиленового 
синего.
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Действительно, было показано фотодинами-
ческое противовирусное действие незамещен- 
ного фуллерена С60 в виде водной суспензии в 
отношении некоторых оболочечных вирусов 
и одного безоболочечного вируса (парвовирус 
мышей) [12, 13, 28, 30, 31]. В качестве фото-
сенсибилизаторов в этих работах применялись 
суспензия раздробленного кристаллического 
фуллерена и суспензия “аморфного” фуллерена, 
в качестве модельных водных сред  – растворы 
неорганических солей и реальная биологическая 
жидкость  – аллантоисная жидкость куриных 
эмбрионов (стандартная среда для вирусологи-
ческих исследований [32]).

Однако оказалось, что в случае вязкой биоло-
гической жидкости фотодинамическое действие 
фуллерена в обоих видах твердофазных компози-
ций через 1–2 часа прекращалось. Прекращение 
процесса инактивации вирусов было связано с об-
разованием конгломератов, окрашенных фулле-
реном в черный цвет. Обычно их размеры к концу 
эксперимента составляли около 0,1–0,3  мм и 
более. По данным электронной микроскопии, 
эти частицы содержат агрегаты белков и других 
компонентов аллантоисной жидкости [29,  31]. 
Учитывая, что в контрольных экспериментах без 
освещения указанных конгломератов не образо-
вывалось, их появление имеет фотохимическую 
природу.

Для изучения инактивирующей способности 
фуллеренсодержащих покрытий было проведено 
экспериментальное моделирование реального 
технологического процесса и была определена 
динамика фотодинамической инактивации обо-
лочечных вирусов в модельных водных систе- 
мах. Методика эксперимента была аналогична 
описанной в [29]. В качестве модельного оболочеч-
ного вируса в этих экспериментах применялся ви-
рус гриппа A/PR/8/34 (H1N1), в качестве модель-
ных водных систем – физиологический раствор и 
аллантоисная жидкость куриных эмбрионов.

Прежде всего было показано, что подложки 
(пластины или частицы), не обработанные фул- 
лереном, практически не оказывают инактиви
рующего влияния на вирусы гриппа ни в свето-
вых условиях, ни в отсутствие освещения. Это 
было справедливо и для всех подложек, покры-
тых фуллереном, но не подвергавшихся облуче-
нию (см. кривую 1 на рис. 4). Экспериментальная 
ошибка определения титра вируса в этих и всех 
последующих опытах составляла одну единицу 
инфекционного титра вируса.

На рис.  4 также представлены типичные 
результаты фотодинамической инактивации 

вируса гриппа фуллеренсодержащей пластиной.  
Здесь следует отметить, что для всех исследо-
ванных фуллеренсодержащих пластин эффек-
тивность фотохимической инактивации вируса 
гриппа была примерно одинакова (снижение 
титра вируса на 2–2,5 порядка). Так же, как 
в случаях с суспензиями раздробленного кри-
сталлического и “аморфного” фуллерена, здесь 
наблюдается расход активной части фотосен-
сибилизатора, что проявляется в прекращении 
инактивации вируса примерно после второго 
часа облучения. В этих условиях степень фото-
инактивации определяется соотношением пло-
щади поверхности пластин (19,6 см2) и объема 
биологической жидкости (30  мл). При измене- 
нии этого соотношения степень фотоинактива-
ции может быть существенно увеличена.

Использование подложки с большой удель-
ной поверхностью (микрочастицы) значительно 
увеличивает эффективность инактивации ви-
русов и, по предварительным данным, заметно 
уменьшает влияние потери фотосенсибилизато-
ром инактивирующей способности (рис. 5). 

Для твердофазного фотосенсибилизатора, 
представляющего собой микрочастицы силика
геля, покрытые фуллереном, также было прове-
дено определение оптимальных значений удель-
ной освещенности и концентрации фуллерена, 
обеспечивающих условия полной инактивации 
вирусов гриппа в аллантоисной жидкости при 
сохранении структуры белков [31]. Удельная 
освещенность реакционной смеси оценивалась 

Рис.4. Кинетика фотодинамической инак-
тивации вируса гриппа в аллантоисной 
жидкости куриных эмбрионов с использо-
ванием стеклянной пластины с фуллереном, 
нанесенным c полистирольным компаундом. 
1 – в темноте, 2 – при освещении.
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как мощность освещения, приходящаяся на 1 см3 

раствора, что является относительным прибли-
жением, введенным нами для сравнительной 
оценки эффективности освещения объема реак-
ционной смеси. При этом исходная мощность 
освещения была одинакова, менялся лишь объем 
реакционной смеси. Контроль нативности бел- 
ков, а также обнаружение их деструкции и агре-
гации в олиго- и полиглобулярные комплексы, 
осуществлялись методом электрофореза, кото-
рый позволяет проводить разделение белковой 
смеси и оценивать молекулярный вес и относи-
тельное количество каждой из фракций. 

На рис.  5 представлены кинетические кри- 
вые, отражающие характер протекания процес-
сов инактивации вируса гриппа. Полное отсут-
ствие инфекционности подтверждалось также 
контролем остаточной инфекционности в пробе, 
взятой из реакционной смеси после окончания 
процесса инактивации. Для этого про′бой из реак-
ционной смеси инфицировали (10–12)-дневный 
куриный эмбрион и инкубировали в течение 
2 суток в термостате при 37 °С. Затем эмбрион 
вскрывали и определяли титр вируса в алланто-
исной жидкости по стандартной методике [29]. 
Результаты анализа свидетельствовали о полном 
отсутствии инфекционной активности вируса в 
этом случае. Косвенным доказательством также 

являлось изучение морфологии вируса методом 
электронной микроскопии, который практиче-
ски не зафиксировал наличие в пробе неразру-
шенных вирусных частиц.

Результаты проведенных экспериментов по-
казали зависимость кинетики процессов инак-
тивации оболочечных вирусов (гриппа) от кон-
центраций фуллерена и кислорода, а также дозы 
освещения, что является прямым доказательст- 
вом фотодинамической природы процесса де- 
струкции вирионов гриппа.

Заключение

Разработаны фотостабильные твердофазные 
фотосенсибилизаторы на основе фуллерена для 
генерации активных форм кислорода в водных, 
в том числе биологических, средах. Главное 
преимущество таких твердофазных систем – воз
можность полного извлечения фотосенсибилиза-
тора из биологической среды после фотодинами-
ческого воздействия.

Разработана высокочувствительная фотохи-
мическая методика обнаружения синглетного 
кислорода, применимая для изучения сенсиби
лизирующей способности различных твердо-
фазных фотосенсибилизаторов 1О2 в водных 
средах.

Впервые экспериментально доказана и ис-
следована генерация синглетного кислорода 
агрегированным фуллереном С60 в составе 
твердофазных фотосенсибилизаторов в водной 
среде.

В ходе биологических экспериментов пока-
зано, что твердофазные фотосенсибилизаторы 
на основе фуллеренов способны эффективно 
инактивировать оболочечные вирусы активны- 
ми формами кислорода как в водной среде, так и 
в вязкой биологической жидкости. 

Таким образом, создан новый тип твердофаз-
ного фотосенсибилизатора для фотодинамиче-
ской инактивации патогенов в биологических 
жидкостях, который, в том числе, может быть 
использован в разработке первой отечественной 
технологии получения патогеннобезопасной 
плазмы донорской крови и препаратов из нее.

Постановка работы и руководство биоло-
гическими исследованиями в проекте МНТЦ 
№ 2592 по инактивации вирусов в биологических 
жидкостях осуществлялись академиком РАМН 
О.И.  Киселевым и профессором Л.Б.  Пиот- 
ровским.

Авторы работы выражают благодарность всем 
сотрудникам ИЛФ НПК “ГОИ им. С.И. Вавило-
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Рис.5. Инактивация вируса гриппа в услови-
ях, приводящих к полной потере инфекци-
онности. Фотосенсибилизатор – фуллерен, 
нанесенный на частицы силикагеля. Биоло-
гическая среда – аллантоисная жидкость. 1 – 
концентрация фуллерена 2,7 мг/мл, удельная 
освещенность – 85 мВт/см3; 2 – концентрация 
фуллерена 2.7 мг/мл, без освещения; 3 – кон-
центрация фуллерена 2,16 мг/мл, удельная 
освещенность – 68 мВт/см3.
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ва”, ГУ НИИ гриппа РАМН и ГУ НИИ экспери-
ментальной медицины РАМН, принимавшим 
участие в выполнении данной работы. 

Работа выполнена при поддержке гранта 
МНТЦ №  2592, Комитета экономического раз-
вития, промышленной политики и торговли 
Правительства Санкт-Петербурга (ГОСК № 251-
07/ОГЗ) и РФФИ (Грант № 08-03-00496-а).
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