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В работе представлен краткий литературный обзор экспериментальных и расчетных 
данных по нековалентному взаимодействию ДНК и белков с нефункционализирован-
ными углеродными нанотрубками. Приведенные результаты, полученные нами методом 
комбинационного рассеяния света и электронной микроскопии по характеризации угле-
родных нанотрубок, а также данные метода SEIRA спектроскопии по изменению кон-
формационного состояния основных биологических полимеров: ДНК, PolyА, БСА  
и РНазы А при взаимодействии с одностенными углеродными нанотрубками позволили 
сделать вывод о характере нековалентных взаимодействий в системе трубка—био-
молекула. Анализ данных показал, что при взаимодействии ДНК с нанотрубками проис-
ходит их связывание на поверхности нанотрубки с образованием достаточно стабиль-
ных комплексов при участии ван-дер-ваальсового взаимодействия, в котором -стэкингу 
отводится основная роль и которое изменяет водородные связи внутри биологической 
молекулы, перестраивая ее структуру. Адсорбция альбумина и РНазы А на нанотрубку 
предположительно происходит на обычные места связывания этих белков при участии 
гидрофобного взаимодействия и -стэкинга, о чем свидетельствуют структурные пере-
стройки в белках.  
 
К лю ч е в ы е  с л о в а: углеродные нанотрубоки, ДНК, polyadenylic acid Potassium salt 
(PolyA), рибонуклеаза А, сывороточный альбумин быка.  

ВВЕДЕНИЕ 

Открытие углеродных нанотрубокок (УНТ) положило начало развитию многочисленных 
биомедицинских разработок: новых типов адсорбентов [ 1 ], систем доставки генов [ 2 ] и ле-
карств [ 3 ] в медицине, новых материалов для имплантантов [ 4 ], сенсоров на реакцию гибри-
дизации ДНК [ 5 ], миниатюрных электронных и оптических устройств по узнаванию ДНК [ 6 ], 
белков [ 7, 8 ] и других биологических структур [ 9, 10 ]. Биосовместимость, использование in 
vivo, высокая чувствительность УНТ к окружению становятся очень важными свойствами, ко-
торые расширяют перспективы их использования в разных областях науки и медицины. В связи 
с этим изучение фундаментальных аспектов взаимодействия основных биологических макро-
молекул — белков и ДНК с УНТ — имеет сейчас особое значение. Однако наблюдаемые экспе-
риментальные данные и проведенное моделирование пока не дают полного понимания того, 
как именно осуществляется взаимодействие ДНК с нанотрубкой. Это же относится и к белкам.  
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Рис. 1. Моделирование методом молекулярной динамики показало, что poly-T действительно обворачи-
вает нанотрубку [ 12 ]; использовано с разрешения Natural Publishing Group и Prof. M. Zheng (DuPont)  
                       (а); б — экспериментальное изображение адсорбции ДНК на нанотрубки [ 14 ] 

 
Пока не существует теории взаимодействия даже простых молекул с УНТ, неизвестно,  

в каких случаях возможно вхождение молекул внутрь нанотрубки, какие взаимодействия явля-
ются определяющими при взаимодействии биополимеров с нанотрубкой, какую роль играют 
дефекты нанотрубки, насколько специфично взаимодействие ДНК и белков с нанотрубкой.  
На сегодня существует несколько моделей взаимодействия ДНК с УНТ [ 11—13 ]. Наиболее 
известна схема, предложенная Смолли с соавторами, где ДНК или другой полимер обворачива-
ется вокруг нанотрубки [ 11 ]. В работе [ 12 ] проведено моделирование подобной гипотезы  
с использованием poly-T и нанотрубки методом молекулярной динамики и показано, что poly-T 
действительно обворачивает нанотрубку (рис. 1, а).  

Интересным, но малопонятным является иной механизм, приведенный в [ 13 ], где две це-
почки ДНК объединяются путем перестройки межмолекулярных водородных связей и свора-
чиваются в слой, который, в свою очередь, обворачивается вокруг нанотрубки, формируя при 
этом совсем новую конформацию ДНК. 

Недавние экспериментальные данные [ 14 ] показали, что ДНК, как односпиральная, так  
и двуспиральная, может обворачиваться вокруг нанотрубки (см. рис. 1, б) и даже инкапсулиро-
ваться в нее при определенных условиях. Эти же авторы провели моделирование процесса 
вхождения ДНК внутрь нанотрубки методом молекулярной динамики [ 15 ]. Все вышеупомяну-
тое, несомненно, открывает новые перспективы применения системы ДНК—УНТ не только  
в биологии и медицине, но и в материаловедении, а именно, как молекулярной матрицы для 
инкапсулирования нанокластеров или квантовых проволок из металлических или полупровод-
никовых наночастиц или квантовых точек внутрь нанотрубки или других нанопористых мате-
риалов. Но если для ДНК существуют модели взаимодействия с УНТ, то с белками дело обсто-
ит иначе. Практически в большинстве работ, где этот аспект рассматривается [ 7—9 ], предпо-
лагается неспецифичный характер адсорбции белка на поверхность нанотрубки, не вдаваясь  
в детали этого взаимодействия. Наверное, подобная ситуация оправдана большим разнообрази-
ем белковых структур и их свойств [ 16 ]. Поэтому целью данной работы было изучить характер 
взаимодействия ДНК и белка на примере бычьего сывороточного альбумина (БСА) и рибонук-
леазы А (РНаза А) с одностенными нанотрубками и, основываясь на возможностях современ-
ной колебательной спектроскопии, охарактеризовать конформации биополимеров при их взаи-
модействиях с нанотрубкой, а также все возможные ковалентные и нековалентные связи. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

Метод SEIRA (Surface Enhanced Infrared Absorption) реализовался на спектрометре IFS 66 
Bruker в моде на отражение в диапазоне 4000—400 см–1 с разрешающей способностью 2 см–1. 
Использование метода SEIRA позволяет увеличить поглощение биологических молекул, ад-
сорбированных на шероховатой или островковой пленке металла [ 17 ]. 

Мы исследовали ДНК, которая была предварительно денатурирована, и образцы готовили, 
как описано в [ 18 ], из натриевой соли ДНК фирмы Serva. В результате получили коллоидные 
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растворы ДНК—нанотрубка или, точнее, взвеси, устойчивые во времени (более трех месяцев). 
Для моделирования взаимодействия односпиральной ДНК с УНТ использовали молекулу 
polyadenylic acid Potassium salt (PolyA), которая была приобретена в фирме Fluka (Германия)  
и использована без последующей очистки. Молекулы БСА (М = 67 кДа) и РНазы А (М = 
= 13,7 кДа) были получены от фирмы Fluka (Швейцария). Раствор белка для эксперимента го-
товили, как описано в [ 19 ], и затем добавляли в коллоидный водный раствор нанотрубок, 
предварительно обработанный ультразвуком в течение 30 мин на мешалке Bandelin Sonorex TK 
52. Затем капельку жидкости из пробирки, в которой белок после инкубирования с нанотруб-
ками в течение 3—4 ч при комнатной температуре и многократного встряхивания, осаждали на 
золотую подложку.  

Для регистрации спектров комбинационного рассеяния света (КРС) на длине волны 
632,8 нм использовали конфокальный микроанализатор индивидуальной сборки [ 20, 21 ] с 50-
сантиметровым монохроматором (Acton Research SpectraPro-500i) и микроскопом Свифт М100 
с полуапохроматным объективом Leica PL FLUOTAR 100×/0,75. Мощность лазерного облуче-
ния составляла 8 мВт, голографический нотч-фильтр использовали для подавления крыла Реле-
евского рассеяния. Образцы помещали в металлическое микроотверстие диаметром 80 мкм  
и сканировали вдоль радиального направления 3d пьезотраслятором Piezosystem Jena, model 
TRITOR 102. Время накопления сигнала от 1 до 30 с. Для регистрации спектров комбинацион-
ного рассеяния на длине волны 1064 нм использовали Bruker RFS 100/S. Образец был вложен  
в стеклянный капилляр подобно тому, как это делается в ЯМР спектроскопии. Для регистрации 
спектров комбинационного рассеяния на длине волны 785 нм был использован Via Raman 
Microscope (Renishaw). Спектры были зарегистрированы в условиях, когда к образцу подводи-
ли мощность 0,3—60 мВ. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Характеризация исследуемых УНТ. Методом электронной микроскопии JEOL (SEI, 
Япония) получено изображение пучков, состоящих из 15—30 одностенных нанотрубок 
(рис. 2, а). 

В работе использовали одностенные нанотрубки, синтезированные в Институте общей фи-
зики им. А.М. Прохорова РАН методом дугового разряда между двумя графитовыми электро-
дами в атмосфере He [ 22 ]. Длина нанотрубок составляла 1—2 мкм, диаметр — 1,3—1,5 нм.  

Для характеристики нанотрубок, как и любых других углеродных материалов, использова-
ли следующие моды [ 23 ] (табл. 1): G- [ 23, 24 ], D- [ 24 ] и низкочастотную моду [ 23 ]. 

Полуширина G-моды является характеристикой одностенных нанотрубок и находится  
в пределах 10—30 см–1, для D-моды полуширина больше и составляет 30—50 см–1. D-мода ха-
рактеризуется значительной дисперсией, и поэтому ее положение может значительно изме-
няться в различных экспериментах. Соотношение интенсивности этих мод всегда значительно  
 

 
 

Рис. 2. Изображения пучков одностенных нанотрубок, полученные просвечивающей электронной микро- 
                                          скопией с увеличением сто тысяч (а) и десять тысяч раз (б)  
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меньше единицы и находится вблизи 0,1—0,5. Наибо-
лее характеристичной для одностенных нанотрубок 
является так называемая дыхательная мода [ 25 ]. 
Существует линейная зависимость между обратным 
диаметром и положением дыхательной моды [ 26 ], 
которое получается обычно из расчетов ab initio. Но 
так как чаще всего экспериментаторы имеют дело  
с пучком нанотрубок из 15 (см. рис. 2) и более, между 
которыми существует ван-дер-ваальсово взаимодейст-
вие, зависящее как от диаметра нанотрубок, так и от 
количества нанотрубок в пучке, то линейная зависи-
мость дополняется аддитивной постоянной, либо из-

меняется постоянная в числителе. Многообразие вариантов постоянных связано с тем, что при 
расчетах используют разные модели и параметры, в частности, интеграл перекрытия -состоя-
ний, так называемый параметр 0 находится в пределах 2,5—3 эВ [ 26, 27 ]. В реальной ситуа-
ции лучше всего провести корреляцию между данными спектроскопии КР и электронной мик-
роскопии и подобрать константы, которые хорошо описывают используемые нанотрубки. 

Т а б л и ц а  1  

Положение основных колебательных мод 
УНТ при возбуждении лазером разной  

длины 

Мода  = 0,63  = 0,785  = 1,064 

D 1315 1300 1275 

Для детального рассмотрения дыхательной моды спектра КР на длине волны 1064 нм мы 
провели разложение моды на составляющие с использованием программы Peak Fit. Для нано-
трубок, полученных дуговым методом, мы получили набор дыхательных мод со значениями 
136, 148, 156, 162, 169, 177 см–1. Определив диаметр нанотрубок, можно перейти к определе-
нию электронной структуры и типа нанотрубок [ 23 ], что может быть важным для изучения 
взаимодействия УНТ с биомолекулами [ 12 ]. Необходимо учитывать, что как положение, так  
и интенсивности основных полос могут значительно смещаться при изменении длины волны 
возбуждения в силу различной дисперсионной зависимости для разного типа колебаний. 

Взаимодействие ДНК—УНТ. В спектре комплекса ДНК—УНТ наблюдали следующие 
особенности [ 28 ]: в области колебаний OH-, NH-, CH- (2950—3200 см–1) увеличение полуши-
рины полосы до 527 см–1 по сравнению с 478 см–1 в контроле, указывающее на формирование 
сильных водородных связей, так как уширение полосы идет со стороны низких частот; в облас-
ти колебаний остатков азотистых оснований — рост интенсивности поглощения на частотах, 
относящихся к молекулярным группам С=О (1712, 1700, 1685 см–1) и C=N (1608 см–1), свиде-
тельствующий в пользу увеличения спиральной структуры ДНК и водородного связывания азо-
тистых оснований [ 29 ], которые ранее были разорваны денатурированием; увеличение инте-
грального поглощения в области 1600—1700 см–1 свидетельствует о том, что основания стали 
более свободны, чем в форме В и А молекулы ДНК. Значительно возросла интегральная интен-
сивность полос в области 600—900 см–1 , отвечающих колебаниям остатков дезоксирибозы, 
образовалась полоса на 923 см–1 [ 30, 31 ], что можно объяснить появлением фрагментов ДНК  
в Z-форме [ 31 ]. Увеличение интенсивности полосы 830 см–1 указывает на рост вклада В-формы 
ДНК [ 30 ]; наблюдали сдвиг частотного положения асимметричного колебания группы 2PO   
с 1234 см–1 (А-форма) в контроле до 1226 см–1 (В-форма) [ 29 ].  

При взаимодействии ДНК с сажей описанных изменений не наблюдали или они были вы-
ражены слабо и подробно обсуждаются в [ 18 ]. Наши экспериментальные данные показали, что 
при взаимодействии ДНК с нанотрубками происходит изменение структуры ДНК, а именно, 
наряду с ДНК в А-форме, которую навязывают наши экспериментальные условия, появляются 
маркерные полосы В- и Z-формы, что говорит о наличии фрагментов ДНК или ее составляю-
щих в этих формах или же о глобальной перестройке ее структуры. Как именно происходит 
восстановление спиральной структуры ДНК, ответить сложно. Можно предположить, что обра-
зуются новые связи внутри молекулы ДНК, и затем вновь образованная структура обворачива-
ется вокруг нанотрубки с новым шагом, формируя устойчивую структуру за счет нековалент-
ного взаимодействия оснований с нанотрубкой. Действительно, наши данные показывают об-
разование новых водородных связей в комплексе ДНК—нанотрубка, восстановление спираль-
ной структуры ДНК и увеличение интенсивности переходов основных маркерных полос, что 

G 1580 1592 1593 
2620 2573 2533 D 
    10     27     17 2D-D 
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свидетельствует об их меньшем внутримолекулярном взаимодействии. Наверное, реальная си-
туация такова, что ДНК взаимодействует с УНТ по нескольким схемам сразу, т.е. имеет место 
как накручивание ДНК, так и глобальное изменение ее структуры. В [ 32 ] было проведено мо-
делирование взаимодействия двух основных структурных блоков ДНК — тимина и аденина — 
с фрагментом УНТ методом ab initio. Из полученных расчетных данных можно сделать вывод, 
что между кольцом тимина и аденина с поверхностью нанотрубки образуется набор комплек-
сов. В основе взаимодействия находится —-стэкинг, что может служить некоторым под-
тверждением механизма накручивания ДНК вокруг нанотрубки. Однако мы полагаем, что кон-
формация ДНК, скорее всего, не должна соответствовать известным каноническим формам,  
а должна приобрести новую, ранее неизвестную форму [ 13, 18 ]. При наличии дефектов в на-
нотрубках возможно ковалентное связывание фрагмента ДНК с УНТ, а также формирование 
других структур, например, стопочных [ 33 ]. Взаимодействие ДНК с нанотрубками зависит от 
структуры ДНК, а именно первичной и вторичной, и может использоваться для отбора и харак-
теристики нанотрубок, как это было показано по зависимости адсорбции разных нуклеотидных  
последовательностей от структуры нанотрубки [ 12 ]. Итак, при взаимодействии ДНК с нано-
трубками происходит их связывание на поверхности нанотрубки с участием нековалентного 
взаимодействия, в котором стекингу отводится основная роль и которое формирует достаточно 
стабильные комплексы, изменяя водородные связи внутри биологической молекулы и пере-
страивая ее структуру. Как экспериментально показано в [ 12 ], это взаимодействие зависит от 
нуклеотидной последовательности ДНК, хотя иногда говорят о неспецифичном взаимодейст-
вии биологических молекул, включая ДНК с УНТ, подразумевая —-стэкинг. Кажется удиви-
тельным, что стекинг формирует устойчивую структуру, однако этот факт известен: например, 
при взаимодействии бензола лицом к лицу образуются комплексы с энергией больше 
2 ккал/моль [ 34 ], при формировании комплексов ДНК с красителями последние тоже могли 
выстраиваться стопками [ 33 ].  

Взаимодействие PolyA—УНТ. Молекула РolyA была использована нами как модельная 
для изучения взаимодействия ДНК с УНТ. Молекула PolyA образует упорядочные структуры 
двух типов: при нейтральном и основном pH преобладает односпиральная форма, которая пе-
реходит в двуспиральную структуру при pH ниже 4,5. При pH  4,5 остатки аденина в PolyA 
протонируются по положению N1 и образуют водородносвязанную пару. Получается агрегация 
цепи с образованием двуспиральной PolyA, которая сохраняет структуру в водном растворе  
и при осаждении на холоде и вытягивании в волокна.  

По данным SEIRA спектроскопии при взаимодействии PolyA, которая находится в одно-
спиральной структуре, с нанотрубками нам практически не удалось зарегистрировать сущест-
венных конформационных изменений (рис. 3). Все же в них были обнаружены некоторые из-
менения в сахарофосфатном остове. Интересно то, что по данным КРС, усиленного металличе-
ской поверхностью, нам удалось зарегистрировать спектры отдельных нанотрубок, на которые 
накручивается PolyА [ 35 ]. Эти спектры указывают также на многочисленные искривления ос-
това молекулы PolyА, адсорбированной на отдельные нанотрубки. 

Взаимодействие белок—УНТ. Нами изучалось взаимодействие молекул БСА (рис. 4)  
и РНазы А [ 36 ] с поверхностью углеродных нанотрубок.  

Анализ спектров поглощения проводили по полосе Амид І (1700—1600 см–1), которая яв-
ляется характеристичной для конформационных состояний белка. Для этого полосу Амид І 
разлагали на составляющие с использованием программы Peak Fit. При взаимодействии БСА  
с УНТ наблюдали следующие спектральные изменения (табл. 2): сдвиг полосы, характеристич-
ной для -спирали, с 1650 на 1646 см–1, что может быть обусловлено изменением геометрии 
молекулы белка после адсорбции на нанотрубки; перераспределением вкладов различных кон-
формаций белка, в том числе, появление полос колебаний около 1704, 1608, 1593 см–1, которые 
можно отнести к колебаниям поворотов и боковых цепей молекулы и общим увеличением 
вкладов поворотов и боковых цепей с 14 до 38 %. Процентный вклад -спирали (1650—
1646 см–1) уменьшается с 42,6 до 29,6 %, хотя и остается доминирующим, содержание воды 
уменьшилось больше чем в 3 раза. 
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Рис. 3. ИК спектр поглощения молекул PolyA (обозначено PolyAVNT) и PolyA+УНТ (обозначено  
                                                                                    PolyAall) 

 

 
 

Рис. 4. Структура БСА и его активные сайты [ 38 ] и модель панкреатичной РНазы А быка 
 

Т а б л и ц а  2  

Отнесение полос Амид І к вторичной структуре белков по данным Волькенштейна [ 39 ]  
и Goormaghtigh [ 40 ], а также соответствующих полос молекул БСА, РНазы и БСА/УНТ, Рназы/УНТ 

Положение полосы Амид I для молекул белка БСА БСА/УНТ РНаза Рназа/УНТ
Вторичная структура 

в Н2О, см–1 в пленке, см–1 Эксперимент 

1646 (сл.)  
-Спираль 1648—1657 

1650 (с.) || 
1650 1646 1656 1651 

-Форма 1623—1641 1632 (с.)  1626 1623 1623 1623 

  1648 (сл.) || — — 1641 1638 

 1674—1695 1658 (сл.) ||     

  1668 (о.сл.)  1672 1670 1679 1676 

Повороты 1664—1686 — 1685 1685 1666 1664 
Неупорядочная форма 1642—1657 1658 0 1661 1660 — — 

П р и м е ч а н и е. с. — сильная, сл. — слабая, о.сл. — очень слабая полоса в ИК спектре; || и  — 
полосы, отвечающие колебаниям дипольного момента, расположенного параллельно или перпендику-
лярно к полимерной цепи [ 39 ]. 
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Подобные изменения в структуре альбумина, 
вероятно, могут быть описаны в рамках имеющихся 
представлений о взаимодействии этого белка с ле-
карствами и другими веществами [ 37 ], где сущест-
венную роль отводят гидрофобным взаимодействиям 
по основным местам связывания [ 38 ]. Для альбуми-
на это: Tyr 161, Tyr 138, Phe 134 (ароматические ами-
нокислоты), и связывание должно проходить путем 
стэкинга, а также: Met 123 и Arg 117, вероятно, пере-
страивающие структуру окружающих молекул в результате гидрофобных взаимодействий. Ло-
гично предположить, что в этом случае ароматические аминокислоты будут взаимодействовать 
с нанотрубками c участием -стэкинга. В [ 41 ] подтверждена возможность селективного связы-
вания нанотрубок с пептидами по местам, где содержится больше гистидина и триптофана, хо-
тя в большинстве работ [ 7—9, 42, 43 ] основное внимание акцентируется на различных неспе-
цифических гидрофобных взаимодействиях. 

Т а б л и ц а  3  

Структурный состав белка РНазы А 

Структура РНаза  РНаза+УНТ 

19,9 % 21,1 % -Спираль 
38,4 % 30,6 % -Форма 

В табл. 3 указан структурный состав РНазы А до и после взаимодействия с нанотрубками. 
Полученные результаты SEIRA спектроскопии указывают на следующий структурный со-

став белка: -спираль — 19,9, -форма — 38,4, неспирализованная форма — 41,7 %, что соот-
ветствует данным рентгеноструктурного анализа (-спираль — 19, -форма — 38 % [ 36, 44 ]). 
После взаимодействия с нанотрубками структурный состав белка изменился: вклад -формы 
уменьшается на 8,1 %, вклад глобулярной структуры увеличивается на 6,6 %, -спираль увели-
чивается незначительно (на 1,2 %). Следовательно, мы видим, что в белке РНазы А, который 
имеет ярко выраженную -структуру, при взаимодействии с нанотрубками изменяются вклады 
основных конформационных состояний: -форма уменьшается, а -форма несущественно уве-
личивается, неспирализованные участки увеличиваются приблизительно на величину умень-
шения основной фазы, а именно -формы. Мы допускаем, что такие конформационные измене-
ния связаны с возможным взаимодействием РНазы через группы СООН, NH2 и PO4. Определе-
ние механизма взаимодействия белка и нанотрубок нуждается в дополнительных исследовани-
ях, что мы и планируем сделать в будущем. 

ВЫВОДЫ 

1. Анализ колебательных мод ДНК показал, что при взаимодействии с одностенными угле-
родными нанотрубками происходят перестройки во вторичной структуре молекулы ДНК. Эти 
изменения могут быть описаны как проявление форм А, В и Z в некоторых фрагментах ДНК 
или как возникновение новых конформационных состояний ДНК, адсорбированной на поверх-
ности нанотрубки. Представленные результаты можно интерпретировать в рамках модели об-
вертывания цепей ДНК вокруг УНТ, в которой -стэкингу отводится основная роль.  

2. Взаимодействие односпиральной PolyА с нанотрубками не приводит к глобальной пере-
стройке ее конформации, но многочисленные незначительные изменения ее структуры и остова 
фиксируются методами колебательной спектроскопии. 

3. Согласно данным SEIRA спектроскопии при взаимодействии сывороточного альбумина 
с УНТ происходит конформационное изменение белка, которое характеризуется уменьшением 
содержания -спирали и воды, а также повышением содержания боковых цепей и поворотов  
в белковой молекуле. Подобные изменения могут указывать на гидрофобный характер взаимо-
действия БСА с УНТ с участием -стэкинга и обычных мест связывания для альбумина. 

4. При взаимодействии белка РНазы А, который имеет преимущественно -структуру,  
с нанотрубками также изменяются вклады основных конформационных состояний: доля -фор-
мы уменьшается, а -формы несущественно увеличивается, доля неспирализованных участков 
увеличивается приблизительно на величину уменьшения основной фазы (-формы). Конформа-
ционные перестройки в РНазе при абсорбции на нанотрубки меньше, чем в случае альбумина. 
 

Неспирализованная 41,7 % 48,3 % 
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