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Свойства пленки смеси фуллеренола C60(OH)20 и бычьего сывороточного альбумина на водной по-
верхности зависят от способа формирования этой пленки. При адсорбции компонентов из раствора
смеси свойства пленки определяются в основном более поверхностно-активным белком. В то же
время изотермы сжатия пленок заметно отклоняются от результатов для пленок чистого белка. При
адсорбции одного из компонентов на поверхности, содержащей пленку второго компонента, ино-
гда наблюдался синергетический эффект, когда поверхностное давление и модуль динамической
поверхностной упругости заметно превышали значения для растворов индивидуальных компонен-
тов, что вызвано сильными взаимодействиями между компонентами и образованием комплексов
фуллеренола и белка в поверхностном слое.
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ВВЕДЕНИЕ
Уникальные свойства фуллеренов привлекают

к ним широкое внимание с момента их открытия
в 1984 году. В частности, для медицины представ-
ляет интерес их способность снижать оксидатив-
ный стресс в клетках, противовирусная и антибак-
териальная активность, возможность использова-
ния для направленной доставки лекарств [1–3].
Однако применение фуллеренов во многом затруд-
нено их низкой растворимостью в воде, что вызыва-
ет интерес к более гидрофильным производным
фуллеренов. Среди водорастворимых производных
наиболее исследованными оказываются фуллере-
нолы, обладающие относительно низкой токсично-
стью, что делает их особенно привлекательными
для применения в медицинских целях [4].

Биологическая активность фуллеренолов во
многом определяется их взаимодействием с био-
макромолекулами, в частности, с белками. Обра-
зование короны белка вокруг агрегатов фуллере-
нолов в водной системе может приводить к из-
менению третичной структуры белка. Одно из
преимуществ фуллеренола по сравнению с други-
ми углеродными наночастицами заключается в
возможности регулирования их взаимодействия с
белками посредством варьирования в широких
пределах числа гидроксильных групп в молекуле.

Молекула бычьего сывороточного альбумина
(БСА), состоящая из трех гомологичных доме-
нов, близка по своей структуре к молекулам чело-
веческого сывороточного альбумина – основного
белка плазмы крови. Изоэлектрическая точка БСА
равна 4.9. Поэтому при нейтральном pH белок не-
сет небольшой отрицательный заряд. Как и многие
другие белки, БСА обладает заметной поверхност-
ной активностью, образуя на водной поверхности
адсорбционные слои с относительно высокой дила-
тационной упругостью, достигающей 80 мН/м. От-
метим, что в процессе адсорбции на водной по-
верхности белки могут изменять свою третичную
структуру [5], что, в свою очередь, может менять
характер взаимодействия с наночастицами в по-
верхностном слое по сравнению со взаимодей-
ствиями в объеме раствора.

О взаимодействии белков с фуллеренами и их
производными в объемной части водных раство-
ров имеется значительный объем информации,
полученной как c помощью физических [6–10],
так и компьютерных экспериментов [6, 11–13].
Взаимодействие фуллерена с белками сильно за-
висит от размера агрегатов фуллерена в растворе.
Наиболее эффективным оказывается связывание
фуллерена с БСА при диаметре агрегатов около
100 нм [8, 9]. Основной вклад во взаимодействие
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белков с фуллеренами и их производными вносят
силы Ван-дер-Ваальсa и водородные связи. Для
производных фуллеренов, в особенности фуллере-
нолов, взаимодействие с белками усиливается за
счет π–π-взаимодействий, оказывающиxся наибо-
лее эффективными из-за малого размера образо-
ванных агрегатов фуллеренолов [14]. Важно отме-
тить, что информация о взаимодействии углерод-
ных наночастиц и белков у межфазных границ
оказывается крайне ограниченной, несмотря на
ее важность для объяснения взаимодействия на-
ночастиц с белками на клеточных мембранах.

Методы дилатационной поверхностной рео-
логии обладают высокой чувствительностью к
конформации белка в поверхностном слое [5, 15–
17]. В данной работе эти методы, а также эллипсо-
метрия, атомно-силовая микроскопия, измерения
изотерм сжатия используются для оценки микро-
скопической морфологии, взаимодействия между
компонентами и свойств смешанных слоев фулле-
ренола C60(OH)20 и БСА на водной поверхности,
полученных тремя различными способами.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Для приготовления исходных растворов фул-
леренола C60(OH)20 (научно-исследовательский
центр “Курчатовский Институт”, Россия) и БСА
(Sigma Aldrich, Германия) использовался фосфат-
ный буфер (pH 7.00, ионная сила I = 0.020 М). Для
приготовления буферного раствора смешивались
растворы NaH2PO4 (Sigma Aldrich, Германия) и
Na2HPO4 (Sigma Aldrich, Германия). При этом ис-
пользовалась трижды дистиллированная вода, при-
чем вторая и третья перегонки осуществлялись на
установке, полностью сделанной из стекла.

Для формирования смешанных пленок фулле-
рена и БСА в данной работе применяли три раз-
личных метода. Первый метод заключался в сов-
местной адсорбции обоих компонентов из сме-
шанных растворов. Для этого в ванны Лэнгмюра
объемом 100 или 330 мл заливали смесь исходных
растворов БСА и фуллеренола, а также буферного
раствора до достижения заданных концентраций
фуллеренола и БСА. Спустя 10 мин поверхность
раствора очищалась с помощью пипетки Пастера
и водоструйного насоса.

Второй способ заключался в предварительном
формировании пленки фуллеренола на водной
поверхности в результате адсорбции фуллеренола
из концентрированного раствора в течение около
12 ч. На следующий день проводилась замена рас-
твора фуллеренола на буферный раствор при со-
хранении адсорбционной пленки фуллеренола.
Затем в субфазу вводился с помощью дозатора за-
данный объем исходного раствора БСА до дости-
жения требуемой концентрации БСА. В ходе по-

следующего проникновения БСА в пленку фул-
леренола формировалась смешанная пленка.

Третий способ формирования смешанной плен-
ки заключался в проникновении фуллеренола в на-
несенную пленку БСА на водной поверхности.
Для этого на поверхность буферного раствора в
ванне Лэнгмюра с помощью стеклянной наклон-
ной плоскости и дозатора наносился заданный
объем исходного раствора БСА. Далее наклонная
плоскость извлекалась из раствора, а в субфазу
вводился концентрированный раствор фуллере-
нола. В процессе последующей адсорбции фулле-
ренола формировалась смешанная пленка.

Определение дилатационной поверхностной
упругости проводилось на приборе ISR (KSV
NIMA, Финляндия) методом осциллирующего
барьера. В этом случае колебания площади по-
верхности раствора в ванне Лэнгмюра создава-
лись в результате периодического движения двух
фторопластовых барьеров вдоль краев ванны Лэнг-
мюра. Возникающие колебания поверхностного
давления измерялись методом пластинки Виль-
гельми. Комплексная динамическая дилатацион-
ная поверхностная упругость  может быть
определена следующим соотношением:

где  – круговая частота,  и  – действительная
и мнимая части динамической дилатационной
поверхностной упругости,  – модуль дилатаци-
онной динамической поверхностной упругости,

 – сдвиг между фазами колебаний площади по-
верхности и поверхностного давления,  – пло-
щадь поверхности раствора,   – амплиту-
ды колебаний поверхностного давления и площа-
ди поверхности, соответственно.

В данной работе амплитуда колебаний площа-
ди поверхности составляла 2%, что соответствует
линейному отклику системы на колебания. Ча-
стота колебаний площади поверхности составля-
ла 0.030 Гц, т. е. лежала в области работоспособ-
ности используемого прибора (<0.1 Гц).

Размеры агрегатов фуллеренола в водных рас-
творах оценивались методом динамического рас-
сеяния света (ДРС) на приборе Zetasizer ZS Nano
(Malvern Instruments, Великобритания) при угле
рассеяния 173°.

Эллипсометрические измерения проводились
с помощью прибора Multiskop (Optrel GBR, Гер-
мания) с длиной волны лазера 632.8 нм при угле
падения 49°, близком к углу Брюстера. Разность
эллипсометрических углов для раствора одного
поверхностно-активного вещества Δ и раствори-
теля Δ0 пропорциональна величине адсорбции
растворенного компонента [18].
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Морфология слоев индивидуальных компо-
нентов и их смесей определялась с помощью атом-
но-силового микроскопа (NT-MDT, Россия). Для
этого пленка с водной поверхности переносилась
на поверхность свежерасколотой пластинки слю-
ды методом Лэнгмюра−Шеффера. Далее пла-
стинки высушивались в эксикаторе при темпера-
туре 18°C в течение двух дней. Все измерения
проводились в полуконтактном режиме.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Адсорбционные пленки смешанных 

растворов фуллеренола и БСА
Согласно данным метода ДРС в растворе обра-

зовывались агрегаты фуллеренола с диаметром в
диапазоне от 4 до 12 нм, при этом средний диа-
метр был близок к 8 нм, что согласуется с литера-
турными данными [19].

На кинетических зависимостях поверхностно-
го давления (рис. 1а) и дилатационной динамиче-
ской поверхностной упругости (рис. 1б) раство-
ров смеси БСА и фуллеренола наблюдалось за-
медление изменения поверхностных свойств по
сравнению с результатами для раствора чистого
белка. Этот эффект усиливался при увеличении
отношения концентрации фуллеренола к концен-
трации БСА. Можно предположить, что взаимо-
действие фуллеренола и БСА в объеме раствора
приводит к формированию относительно устой-
чивых комплексов C60(OH)20/БСА, что понижает

концентрацию свободных молекул белка и, как
следствие, скорость их диффузии к поверхности,
а с другой стороны скорость адсорбции агрегатов
фуллеренола к поверхности также оказывается мед-
ленной из-за их относительно большого размера.

Для получения дополнительной информации
на основе кинетических зависимостей на рис. 1
были построены зависимости модуля поверхност-
ной упругости от поверхностного давления (рис. 2).
Отклонение этих зависимостей от результатов
для раствора чистого БСА не превышало пример-
но 10%. Это означает, что поверхностные свой-
ства смешанных растворов определяются в ос-
новном адсорбцией белка.

Эллипсометрические данные также согла-
суются с предположением о преобладании БСА в
адсорбционном слое смешанного раствора
C60(OH)20/БСА. Близость кинетических зависи-
мостей Δ–Δ0 для смешанных растворов и для рас-
твора чистого БСА (рис. 3) указывает на близкий
состав адсорбционных слоев этих растворов. На
начальном этапе адсорбции в течение примерно
90 мин после образования новой поверхности для
смешанных растворов характерен более медлен-
ный рост угла Δ по сравнению с результатами для
раствора БСА, что связано, по-видимому, с за-
медлением скорости диффузии к поверхности
раствора. Относительно небольшие различия ки-
нетических зависимостей для смешанных раство-
ров и раствора БСА (рис. 3) по сравнению с соот-
ветствующими различиями на рис. 1, по-видимо-

Рис. 1. Кинетические зависимости поверхностного давления (a) и модуля дилатационной динамической поверхност-
ной упругости (б) растворов чистого БСА (квадраты) и смешанных растворов C60(OH)20 и БСА при отношениях мо-
лярных концентраций 10 : 1 (круги), 100 : 1 (треугольники) и 500 : 1 (ромбы). Концентрация БСА в растворе составляла
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му, связаны с более высокой чувствительностью
поверхностного давления и модуля поверхност-
ной упругости к поверхностной концентрации
при приближении к равновесию.

Представленные выше результаты указывают
только на адсорбцию БСА из смешанного раство-
ра, но не позволяют оценить адсорбцию фуллере-
нола. Присутствие фуллеренола в адсорбционной
пленке проявляется только при ее сжатии. Ско-
рость сжатия составляла 7.5 см2/мин при начальной
площади поверхности раствора 517.5 см2 (рис. 4). На
начальном этапе сжатия поверхностное давление
немного увеличивается и остается близким к по-
верхностному давлению слоя чистого БСА. При
дальнейшем сжатии более чем на 40% отклоне-
ния от результатов для слоя БСА становятся более
заметными. Быстрый рост поверхностного давле-
ния начинается для смешанных слоев раньше,
чем для пленки БСА, и скорость роста увеличи-
вается при увеличении молярного отношения
C60(OH)20/БСА. Это, по-видимому, связано с
усилением взаимодействия между агрегатами
фуллеренола в поверхностном слое из-за повы-
шения их локальной концентрации. Возникнове-
ние локального максимума при сильном сжатии
до поверхностного давления около 50 мН/м может
свидетельствовать о начале разрушения пленки
(коллапс) в результате образования трехмерных
агрегатов в почти двумерной поверхностной

пленке. Другое возможное объяснение может со-
стоять в резком увеличении скорости процессов
механической релаксации в пленке. Однако пря-
мые измерения скорости этого процесса после
остановки сжатия пленки не подтверждают эту
гипотезу. Для пленки чистого БСА, несмотря на
достижение поверхностного давления 50 мН/м,
экстремума поверхностного давления не наблю-

Рис. 2. Зависимости модуля дилатационной динами-
ческой поверхностной упругости от поверхностного
давления растворов чистого БСА (квадраты) и сме-
шанных растворов C60(OH)20 и БСА при отношениях
молярных концентраций 10 : 1 (круги), 100 : 1 (тре-
угольники) и 500 : 1 (ромбы). Все данные соответству-
ют возрасту поверхности 5 ч.
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ния) и 500 : 1 (светло-серая линия).
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дается. В этом случае по мере сжатия поверхност-
ной пленки, по-видимому, происходит непре-
рывный процесс перехода молекул белка из мо-
нослоя в подслой с образованием би- и трислоев.
Результаты АСМ показывают, что после сжатия
смешанная пленка становится более однородной,
по-видимому, из-за ее уплотнения и постепенно-
го уменьшения промежутков между агрегатами
(рис. 5).

Проникновение БСА в адсорбционную 
пленку фуллеренола

Для получения смешанной пленки с повы-
шенной поверхностной концентрацией фуллере-
нола применялся второй подход, заключающий-
ся в адсорбции БСА из раствора с пленкой фулле-
ренола на его поверхности. На первой стадии

происходила адсорбция фуллеренола из его рас-
твора. Затем раствор фуллеренола в кювете заме-
нялся на фосфатный буфер и в него впрыскивал-
ся концентрированный раствор БСА. Последую-
щая адсорбция белка вызывала быстрый рост
поверхностного давления и модуля поверхност-
ной упругости. При приближении к равновесию
эти величины заметно превышали соответствую-
щие значения для раствора чистого БСА (рис. 6).
Увеличение поверхностной упругости связано, в
первую очередь, с высокой поверхностной концен-
трацией фуллеренола, для адсорбционных слоев
которого характерны высокие значения модуля по-
верхностной упругости [20]. Ускорение роста по-
верхностного давления и увеличение этой величи-
ны на 2–4 мН/м по сравнению со значениями для
раствора чистого БСА может указывать на изме-
нения конформации молекул БСА при адсорб-

Рис. 5. АСМ изображения адсорбционных пленок C60(OH)20 и БСА при молярном отношении 100 : 1 через 20 ч после
образования новой поверхности до сжатия (а, б) и после сжатия в 17.25 раз (в, г).

(в) (г)

(а) (б)

6.5 нм 12 нм

13 нм13 нм

1.5 мкм  1.5 мкм  

1.5 мкм  1.5 мкм  
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ции. В этом случае возможно увеличение концен-
трации гидрофобных групп в ближней области
поверхностного слоя, и, следовательно, увеличе-
ние поверхностного давления.

Многократные измерения поверхностного на-
тяжения и поверхностной упругости при одинако-
вых концентрациях БСА и фуллеренола приводят к
заметным расхождениям результатов, превышаю-
щим стандартную погрешность измерения этих ве-
личин (рис. 6). Это связано с заметными и плохо
воспроизводимыми изменениями морфологии ад-
сорбционной пленки фуллеренола в процессе сме-
ны субфазы. В этом случае относительно плотная
пленка, в основном состоящая из поверхностных
агрегатов фуллеренола с диметром менее 50 нм,
частично растворяется. Данные АСМ показыва-
ют, что на поверхности возникают более крупные
“острова”, несоединенные между собой (рис. 7).
При этом модуль динамической поверхностной
упругости уменьшается в 4–5 раз. Свойства обра-
зующейся затем адсорбционной пленки БСА в
значительной степени определяются недостаточ-
но воспроизводимой структурой исходной плен-
ки фуллеренола, и также оказываются плохо вос-
производимыми. На неоднородность смешанной
пленки БСА/фуллеренол также указывают флук-
туации динамической поверхностной упругости в
процессе адсорбции белка (рис. 6).

Проникновение фуллеренола в нанесенную 
пленку БСА

В ходе адсорбции фуллеренола на нанесенной
пленке БСА при различных поверхностных
концентрациях происходит увеличение поверх-
ностного давления от 3.5 и 8.5 до примерно
9.5 мН/м, а модуль поверхностной упругости при
этом меняется от 25 и 50 мН/м до 80 мН/м, т.е.
становится примерно в 1.5 раз больше значений,
характерных для пленки чистого БСА (рис. 8). Уве-
личение поверхностного давления по сравнению
со значениями для раствора фуллеренола при тех
же концентрациях указывает на взаимодействие
между фуллеренолом и БСА. На образование
комплексов БСА/фуллеренол указывает также
сильный рост динамической поверхностной
упругости, по-видимому, связанный с изменени-
ем конформации БСА при взаимодействии с фул-
леренолом. По-видимому, на начальном этапе
адсорбция фуллеренола приводит только к уплот-
нению пленки БСА. При этом поверхностные
свойства, по-прежнему, определяются молекулами
белка, и зависимость поверхностной упругости от
поверхностного давления (рис. 9) не отличается от
соответствующей зависимости для раствора белка.
Затем происходит резкий рост поверхностной
упругости при относительно небольших изменени-
ях поверхностного давления. Это может указывать
на повышение локальной концентрации фулле-

Рис. 6. Кинетические зависимости поверхностного давления (а) и модуля дилатационной поверхностной упругости
(б) для смешанных пленок фуллеренола и БСА, полученных в результате проникновения БСА из раствора с концен-
трацией 7.8 × 10–7 М в пленку фуллеренола. Пленки фуллеренола формировались в результате адсорбции из его рас-
творов с концентрациями 3.9 × 10–3 М (сплошные круги, треугольники и ромбы) и 2.3 × 10–3 М (пустые квадраты и
круги). Сплошные квадраты соответствуют адсорбции из раствора БСА без пленки фуллеренола.
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ренола, прежде всего, в дальней области поверх-
ностного слоя. В ближней области поверхностно-
го слоя преобладают молекулы БСА, определяю-
щие значение поверхностного натяжения.

На изотермах сжатия смешанных пленок, по-
лученных в результате проникновения фуллере-
нола из раствора в нанесенную пленку БСА воз-
никает точка перегиба, соответствующая области
уменьшения наклона изотермы, область “квази-
плато” (рис. 10). Форма представленных кривых
отличается от соответствующих результатов для
поверхностных пленок, полученных в результате
совместной адсорбции фуллеренола и БСА, где точ-
ка перегиба отсутствует и наблюдается локальный
максимум поверхностного давления (рис. 4). Мик-
роскопическая морфология пленок после сжатия
также различна (рис. 5 и 11). На рис. 11 видны склад-

ки, соответствующие образованию многослойных
структур в пленке и не видимые для пленок, полу-
ченных в результате совместной адсорбции. Эти
складки образуются при относительно высокой
концентрации фуллеренола в поверхностном слое.
Образование складок могло быть обусловлено
особенностями переноса пленки на твердую под-
ложку. Однако, воспроизводимость основных осо-
бенностей морфологии пленки (образование скла-
док) указывает на то, что они не связаны с влия-
нием процесса переноса на твердую подложку.
Можно предположить, что область квазиплато на
изотерме соответствует началу образования скла-
док, т.е. формированию новой поверхностной фа-
зы. При дальнейшем сжатии участки новой фазы
начинают взаимодействовать друг с другом, при-
водя к увеличению наклона кривой.

Рис. 7. АСМ изображения смешанных адсорбционных пленок фуллеренола до (а, б) и после (в, г) замены подложки.
Исходная концентрация фуллеренола равна 4.0 × 10–3 М.
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Рис. 8. Кинетические зависимости поверхностного давления (а) и модуля дилатационной поверхностной
упругости (б) при проникновении фуллеренола из раствора с концентрацией 2.3 × 10–3 М в нанесенную пленку БСА
(2.077 × 10–7 моль/м2 – пустые треугольники; 3.530 × 10–8 моль/м2 – пустые квадраты). Сплошные квадраты соответ-
ствуют адсорбционной пленке БСА (7.8 × 10–7 М) в отсутствие фуллеренола.
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Рис. 9. Зависимости модуля дилатационной поверх-
ностной упругости от поверхностного давления для
смешанных пленок фуллеренола и БСА, полученных
в результате проникновения фуллеренола из раствора
с концентрацией 2.3 × 10–3 М в нанесенную пленку
БСА (2.077 × 10–7 моль/м2 – пустые треугольники;
3.530 × 10–8 моль/м2 – пустые квадраты). Сплошные
квадраты соответствуют адсорбционной пленке БСА
(7.8 × 10–7 М) в отсутствие фуллеренола.
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Рис. 10. Изотермы сжатия смешанных пленок фулле-
ренола и БСА, полученных в ходе проникновения
фуллеренола из раствора с концентрацией 2.3 × 10–3 М
в нанесенную пленку БСА (3.530 × 10–8 моль/м2 –
черная штриховая линия; 2.077 × 10–7 моль/м2 –
светло-серая штриховая линия). Черная линия соот-
ветствует сжатию адсорбционной пленки БСА (7.8 ×
× 10–7 М) в отсутствие фуллеренола.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Свойства смешанной пленки фуллеренола и
БСА на водной поверхности сильно зависят от
способа ее формирования. Если смешанная пленка
образуется в результате совместной адсорбции, то
ее свойства определяются более поверхностно-
активным белком. Фуллеренол значительно вли-
яет только на скорость адсорбции БСА из-за умень-
шения концентрации свободных молекул белка в
объеме раствора в результате образования ком-
плексов БСА/фуллеренол, характеризующихся
низкой подвижностью. Присутствие фуллерено-
ла в адсорбционной пленке проявляется также в
изменении формы изотермы сжатия пленки. При
высоких поверхностных давлениях (>45 мН/м)
изотерма становится немонотонной, что указы-

вает на коллапс пленки и уменьшение ее устойчи-
вости в присутствии фуллеренола.

Образование комплексов БСА/фуллеренол в
поверхностном слое происходит при проникно-
вении фуллеренола в нанесенную пленку БСА
или при проникновении БСА из раствора в плен-
ку фуллеренола на водной поверхности. В послед-
нем случае эта пленка формируется в результате ад-
сорбции фуллеренола из его раствора и последу-
ющей замены этого раствора на буферный раствор.
В обоих случаях, проникновение фуллеренола в
пленку БСА и БСА в пленку фуллеренола, наблю-
дается сильный синергетический эффект: по-
верхностное давление и динамическая поверхност-
ная упругость при приближении к равновесию за-
метно превышают исходные значения, а также
значения для раствора фуллеренола в первом слу-

Рис. 11. Изображения АСМ смешанных пленок фуллеренола и БСА, полученных в ходе проникновения фуллеренола
из раствора с концентрацией 2.3 × 10–3 М на нанесенной пленке БСА (3.530 × 10–8 моль/м2) до сжатия (а, б) и после
сжатия в 2.85 раз (в, г).

(в)

62 нм

5 мкм
(г)

48 нм

5 мкм

(б)

34 нм

5 мкм
(а)

62 нм

5 мкм



КОЛЛОИДНЫЙ ЖУРНАЛ  том 85  № 1  2023

ДИНАМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА СМЕШАННЫХ ПЛЕНОК ФУЛЛЕРЕНОЛА 37

чае и раствора БСА во втором случае, что указы-
вает на сильные взаимодействия между компо-
нентами в поверхностном слое. При сжатии сме-
шанной пленки, образованной при проникновении
фуллерена в пленку белка, пленка становится силь-
но неоднородной в результате образования микро-
скопических складок, однако, изотермы сжатия
остаются монотонными во всей исследованной
области поверхностных давлений (8–50 мН/м).
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