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Синтезированы новые нейтральные биядерные тетранитрозильные комплексы железа состава
[Fe2R2(NO)4] (R = 2,4-дифтортиофенил (1) и 3,4-дифтортиофенил (2)) – доноры монооксида азота
(NO). Комплексы исследованы методами мессбауэровской, ИК- и ЭПР-спектроскопии, рентгено-
структурного и элементного анализа. Впервые изучена антибактериальная активность и цито-
токсичность на нормальных клетках Vero комплексов 1, 2 и ранее синтезированного комплекса
[ (NO)4] (R' = 2,4-дихлортиофенил (3)) и выполнен корреляционный анализ количество NO–
биологическая активность в зависимости от природы и положения заместителя в тиофенильном
лиганде. Установлено, что комплекс 2 обладает антибактериальной активностью, превосходящей
активность известного антибиотика канамицина в 4 раза, и антибиопленочной активностью: на
46% ингибирует формирование биопленок и на 32% разрушает сформированные биопленки M. lu-
teus, превосходя действие препаратов сравнения канамицина и ампициллина.
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ВВЕДЕНИЕ
Нейтральные тетранитрозильные комплексы

железа (эфиры “красной соли Руссена”, RREs) с
алифатическими [1–13] и ароматическими тио-
лилами [14–21] представляют практический ин-
терес для медицины [22, 23] как “рабочая форма”
[24, 25] монооксида азота (NO) – важнейшей сиг-
нальной молекулы в организме [26–45] из-за их
хорошей стабильности, простоты синтеза и отно-
сительно низкой цитотоксичности [27]. RREs,
находясь в равновесии с моноядерными динитро-
зильными комплексами железа, образующимися
при трансформации RREs в полярных средах,
участвуют в процессах транспорта NO к клеточ-
ным мишеням и являются перспективным клас-
сом экзогенных доноров NO для химиотерапии
оксидом азота (NO-терапия) социально значи-
мых заболеваний благодаря отсутствию необхо-
димости их специальной (термо-, фото- или фер-

ментативной) активации для генерации NO [46].
Показано, что RREs обладают широким спек-
тром фармакологических свойств в зависимости
от природы тиолатных лигандов.

Перспективным направлением в дизайне но-
вых представителей этого семейства являются
синтез и исследование RREs, содержащих тиофе-
нолил (PhS-) и его производные [14–18]. Нами
получен ряд RREs на основе тиофенола и его про-
изводных с различными заместителями [47–53] и
установлено, что природа заместителя в тиофено-
лильном лиганде оказывает влияние на их NO-
донорную и связанную с ней фармакологическую
активность. Для RREs с лигандами на основе тио-
фенола и его окси-, амино- и нитропроизводных
было обнаружено три кинетических профиля ге-
нерации NO [54]. При NO-донировании “взрыв-
ного” типа, характерном для комплексов с ами-
нотиофенильными лигандами, которые демон-
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стрируют высокую противоопухолевую активность
[49, 50, 55], значительная часть NO быстро высво-
бождается в раствор в течение 1–3 мин. В случае
генерации NO, характерной для комплексов с
тиофенолом и его нитропроизводными, демон-
стрирующих антибактериальную активность, срав-
нимую с антибиотиками [56], на кинетических
кривых наблюдается быстрый выход на насыще-
ние задолго до полного выхода в раствор всех
групп NO, содержащихся в структуре исходного
комплекса (псевдонасыщение). Пролонгирован-
ный тип NO-донирования, проявляемый анти-
бактериальными RREs с гидроксифенильными
лигандами, характеризуется практически посто-
янной скоростью выделения NO в раствор без вы-
раженного перехода к насыщению (10–12 мин).
Эти два последних типа NO-донирования обу-
словлены образованием в системе долгоживущих
нитрозильных интермедиатов. Недавно нами бы-
ло показано [57], что введение акцепторных заме-
стителей – двух атомов хлора – в тиофенолил
позволило получить RRE, который в ДМСО рас-
падается на моноядерные динитрозильные ком-
плексы с 3,4-дихлортиофенолильным и ДМСО-
лигандами. Хранение этого RRE в ДМСО приво-
дит к увеличению его NO-донорной активности
(из-за координации ДМСО), а в реакции его с бы-
чьим сывороточным альбумином образуется высо-
комолекулярный продукт с долговременной про-
лонгированной генерацией NO. Такой эффект для
RREs был получен впервые и позволяет предпо-
ложить, что введение акцепторных заместителей
в тиофенолил обеспечит высокую антибактери-
альную активность новых RREs, которые могли
бы стать заменой используемым в клинике анти-
биотикам и/или превосходить их в плане эффек-
тивности, малой токсичности и отсутствия разви-
тия бактериальной резистентности.

В настоящей работе впервые синтезированы
два новых RRЕs общего состава [Fe2R2(NO)4], где
R = 2,4-дифтортиофенилил (комплекс 1) и 3,4-ди-
фтортиофенилил (комплекс 2), исследовано их
строение (методами РСА, ИК-, ЭПР-, мессбауэ-
ровской спектроскопии), а также антибактери-
альная активность и цитотоксические свойства в
сравнении с ранее cинтезированным комплексом
[Fe2R2(NO)4] c R' = 3,4-дихлортиофенилил (ком-
плекс 3) [57].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали коммерческие пре-
параты 2,4-дифтортиофенол (98%) и 3,4-ди-
фтортиофенол фирмы Sigma-Aldrich. Соль
Na2[Fe(S2O3)2(NO)4] ⋅ 4H2O была получена по мето-
дике [58].

Методика приготовления нитрозильного ком-
плекса 3 описана в работе [57].

Все операции по приготовлению и смешива-
нию растворов проводили в инертной атмосфере.

Общая методика синтеза комплексов 1 и 2. В
трехгорлую колбу, продутую аргоном в течение
0.5 ч, помещали смесь 0.287 г Na2[Fe(S2O3)2(NO)4] ⋅
· 4H2O и 0.248 г Na2S2O3 ⋅ 5H2O в 25 мл воды. Со-
ответствующий дифтортиофенол (0.2 мл) смеши-
вали с раствором 0.08 г NaOH в 2.5 мл воды. По-
лученный раствор при интенсивном перемеши-
вании прикапывали в реакционную колбу в токе
аргона и оставляли на сутки при температуре
+4°С. Выпавший осадок отфильтровывали через
стеклянный фильтр № 4 под аргоном и растворя-
ли в хлористом метилене. Раствор частично упа-
ривали и помещали в морозильную камеру при
‒18°С. Через сутки выпадали кристаллы, которые
отфильтровывали через мембранный фильтр и
сушили на воздухе. Выход составил 79% для ком-
плекса 1 и 62% для комплекса 2.

Кристаллы для рентгеноструктурного анализа
были получены двойной перекристаллизацией ре-
акционного продукта из абсолютного хлористого
метилена, очищенного по методу [59] при –18°С.

Элементный анализ поликристаллов 1 и 2 вы-
полнен в АЦКП ИПХФ РАН на CHNS/O-элемент-
ном анализаторе VarioMicrocube. Анализ на содер-
жание железа проведен методом атомно-абсорбци-
онной спектрофотометрии в пламени ацетилен–
воздух с использованием дейтериевого корректора
фона на атомно-абсорбционном спектрофотометре
AAS-3 фирмы Carl Ceiss Jena (Германия). В работе
была использована лампа с полым катодом.
Определение железа проводили на резонансной
линии λ = 248.3 нм.

ИК-спектры записывали на Фурье-спектро-
метре (Bruker ALPHA) в диапазоне частот 400–
4000 см–1 в режиме НПВО при комнатной темпе-
ратуре.

ИК-спектр 1: 3461 (оч. сл.), 3091 (сл.), 3003 (сл.),
1786 (ср.), 1746 (с.), 1701 (с.), 1620 (ср.), 1588 (оч. с.),
1479 (с.), 1416 (с.), 1454 (ср.), 1294 (cр.), 1261 (оч. с.),
1227 (ср.), 1139 (оч. с.), 1113 (оч. с.), 1058 (ср.),
1022 (ср.), 959 (с.), 947 (ср.), 849 (с.), 806 (с.), 732 (с.),

C H N S O F Fe
Найдено, %: 27.60, 1.20; 10.69; 12.30; 12.24; 14.55; 21.42.
Для C12H6N4S2O4F4Fe2 (1)
вычислено, %: 27.61; 1.16; 10.73; 12.28; 12.26; 14.56; 21.40.

C H N S O F Fe
Найдено, %: 27.58, 1.18; 10.77; 12.26; 12.28; 14.58; 21.40.
Для C12H6N4S2O4F4Fe2 (2)
вычислено, %:27.61; 1.16; 10.73; 12.28; 12.26; 14.56; 21.40.
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696 (ср.), 632 (ср.), 602 (ср.), 550 (ср.), 501 (ср.),
459 (ср.), 445 (ср.). νNO, cм–1 = 1786, 1746, 1701.

ИК-спектр 2: 3092 (сл.), 3002 (сл.), 1787 (ср.),
1743 (ср.), 1695 (ср.), 1600 (ср.), 1493 (с.), 1403 (ср.),
1269 (ср.), 1238 (ср.), 1196 (ср.), 1114 (ср.), 1061 (сл.),
1022 (ср.), 945 (с.), 898 (с.), 861 (с.), 808 (с.), 769 (с.),
645 (ср.), 621 (ср.), 589 (ср.), 573 (ср.), 448 (ср.).
νNO, cм–1 = 1787, 1743, 1695.

Мессбауэровская спектроскопия. Мессбауэров-
ские спектры поглощения комплексов 1 и 2 снима-
ли на установке WissEl (Германия), работающей в
режиме постоянного ускорения. Источником γ-
излучения служил 57Сo в матрице Rh. Измерения
спектров при низких температурах проводили с по-
мощью проточного гелиевого криостата СF-506
(Oxford Instruments) с регулируемой температурой
от 4.2 до 305 K. Калибровку скорости осуществляли
с обогащенной железной фольгой 57Fe 1 мкм.

Обработку мессбауэровских спектров прово-
дили методом наименьших квадратов в предпо-
ложении лоренцевой формы составляющих ли-
ний поглощения.

Рентгенодифракционные эксперименты для со-
единений 1 и 2 выполняли при температуре T =
= 100 K на дифрактометре XСalibur с CCD-детек-
тором с использованием MoKα-излучения (λ =
= 0.71073 Å) и графитового монохроматора. Пара-
метры элементарной ячейки определяли на осно-
ве отражений с 2θ = 4°–60° и уточняли после завер-
шения сбора данных по более чем 1000 отражений с
I > 6σ(I). Интегрирование интенсивностей и про-
фильный анализ осуществляли с использованием
процедуры, встроенной в программный ком-
плекс CrysAlisPro (Agilent Technologies). Структу-
ры расшифрованы прямым методом. Позиции и
температурные параметры неводородных атомов
уточнены в изотропном, а затем анизотропном
приближении полноматричным методом наи-
меньших квадратов. Атомы водорода выявлены
из разностных синтезов Фурье, их позиции уточ-
нены в изотропном приближении. Кристаллогра-
фические данные и основные параметры уточне-
ния представлены в табл. 1, основные межатом-
ные расстояния и валентные углы – в табл. 2. В
структуре 2 один из атомов F разупорядочен по
двум позициям с заселенностями 62 и 38%.

Все расчеты выполнены с помощью комплек-
са программ SHELXTL [60]. Координаты атомов
и другие параметры уточнения структуры соеди-
нений 1 и 2 депонированы в Кембриджском бан-
ке структурных данных под № 2258437 и 2258436.

ЭПР-спектроскопия. Спектры ЭПР растворов
1 и 2 регистрировали на ЭПР-спектрометре Bruker
Elexsys II E 500 при комнатной температуре. Рас-
творы помещали в тонкостенные стеклянные ам-
пулы с внутренним диаметром 1.0 мм. Концентра-
цию парамагнитных центров и g-фактор определя-

ли с помощью пакета программ Xepr. Для проверки
правильности этих процедур использовали водный
раствор нитроксила и образец ДФПГ с g-фактором
2.0036. Процедура определения концентрации,
используемая в пакете программ Xepr, включает
двойное интегрирование спектра, учитывает доб-
ротность резонатора и спиновый фактор S(S + 1).
Ниже принимается S = 1/2. Точность определения
концентрации парамагнитных центров ∼15%.

Определение концентрации нитрит-ионов с по-
мощью реакции Грисса. Растворы комплексов 1 и
2 с концентрацией 6 × 10–4 моль/л готовили в 0.05 М
буфере трис-HCl, рН 7.0. Отбирали аликвоты реак-
ционной смеси комплексов (0.3 мл) и вносили в со-
суды, содержащие 0.9 мл 0.5%-ного раствора суль-
фаниламида в 0.25 М HCl. Через 5 мин инкубации
добавляли 0.6 мл 0.02%-ного раствора N-(1-наф-
тил)этилендиамина дигидрохлорида в 0.5 М HCl.
Через 10 мин определяли величину оптической
плотности при 540 нм. Концентрацию образую-
щихся в процессе распада комплекса нитритов
рассчитывали по калибровочной кривой, постро-
енной для NaNO2.

Исследование цитотоксических свойств. Оцен-
ку цитотоксических свойств проводили с помо-
щью МТТ-теста на линии клеток Vero (почечный
эпителий африканской зеленой мартышки). Клет-
ки высеивали в 96-луночные планшеты в концен-
трации 5 × 104 кл/мл. Исследуемые соединения
вносили в культуральную среду через 24 ч после
высеивания. Комплексы растворяли в ДМСО в
исходной концентрации 400 ммоль/л. Конечные
концентрации комплексов составляли от 400 до
3 мкмоль/л. Конечная концентрация ДМСО в об-
разцах составляла 0.001%. Данная концентрация
ДМСО не влияла на жизнеспособность клеток.
Краситель МТТ (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-
дифенил-2Н-тетразолиум бромид 2) добавляли в
инкубационную среду через 24 и 72 ч после введе-
ния исследуемых соединений и проводили окраши-
вание клеток в течение 3 ч. Образовавшиеся кри-
сталлы формазана растворяли в 100%-ном ДМСО.
Измерение оптической плотности проводили при
основной длине волны 570 нм и фоновой длине
волны 620 нм с использованием многофункцио-
нального микропланшетного ридера Spark 10M
(Tecan, USA). Значения доз IC50 вычисляли с по-
мощью анализа медианного эффекта.

Исследование антибактериальной активности
проводили модифицированным микрометодом
серийных разведений путем определения мини-
мальной концентрации, подавляющей видимый
рост бактерий в бульонной культуре (МПК), с по-
следующим определением минимальной бакте-
рицидной концентрации (МБК), вызывающей
гибель микроорганизмов. Исследования прово-
дили на культурах грамотрицательных бактерий
Escherichia coli (штамм BB) и грамположительных
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бактерий Micrococcus luteus (штамм 21/26). Для
проведения экспериментов рабочие суспензии
обеих культур бактерий разводили в 100 раз в сте-
рильной среде LB (пептон 1%, дрожжевой экс-
тракт 0.5%, NaCl 1%, глюкоза 0.1%, pH 6.8–7.0) и
высеивали по 100 мкл в лунки 96-луночных план-
шетов. Конечная концентрация микроорганиз-
мов в лунке составляла 5 × 105 КОЕ/мл. Комплек-
сы и лиганды растворяли в ДМСО в исходной
концентрации 400 ммоль/л. Перед нанесением
соединения разводили в стерильной среде LB в
100 раз и вносили по 100 мкл в лунки 96-луночных
планшетов, содержащих суспензию бактерий. Ко-
нечные концентрации исследуемых соединений
составляли 12 последовательных двукратных раз-
ведений от 2000 до 0.98 мкмоль/л. Конечная кон-
центрация ДМСО во всех образцах составляла
10%. Данная концентрация ДМСО не влияла на

Таблица 1. Кристаллографические данные и основные параметры уточнения для комплексов 1 и 2

Параметр 1 2

Брутто-формула C12H6Fe2N4O4S2F4 C12H6Fe2N4O4S2F4

M, г/моль 522.03 522.03
Сингония Триклинная Триклинная
Пр. гр. P P
a, Å 6.3911(4) 6.3814(4)
b, Å 6.7834(5) 6.9593(5)
c, Å 10.8472(8) 11.1532(7)
α, град 82.858(6) 78.326(6)
β, град 75.952(7) 75.378(5)
γ, град 69.777(6) 66.858(6)

V, Å3 427.65(6) 437.74(5)

Z, ρрасч, г/см3 1, 2.027 1, 1.973

μ, мм–1 2.011 1.964

F(000) 258 258
Размер кристалла, мм 0.35 × 0.25 × 0.2 0.4 × 0.25 × 0.2
Область сканирования по θ, град 3.204–29.248 3.205–29.250
Интервал индексов h, k, l –8 ≤ h ≤ 8,

–9≤ k ≤ 7,
–14 ≤ l ≤ 14

–8 ≤ h ≤ 8,
–8≤ k ≤ 9,

–14 ≤ l ≤ 15
Метод сканирования ω ω
Количество измеренных отражений 3925 4187
Количество независимых отражений (Rint) 2332 (0.0266) 2382 (0.0266)
Количество отражений с I ≥ 2σ(I) 2054 1953
Число уточняемых параметров 127 137
GООF 1.058 1.052
R1 (I ≥ 2σ(I)) 0.0296 0.0344
wR2 (по всем отражениям) 0.0647 0.0783

Δρmax/Δρmin, e Å–3 0.463/–0.388 0.413/–0.393

Таблица 2. Отдельные длины связей и валентные углы
в комплексах 1 и 2

Связь
1 2

d, Å d, Å

Fe…Fe 2.6993(6) 2.6942(7)

Fe–S 2.2656(6), 2.2721(6) 2.2602(7), 2.2630(6)

Fe–N 1.672(2), 1.673(2) 1.670(2), 1.673(2)

N–O 1.165(2), 1.174(2) 1.165(3), 1.168(2)

S–C 1.787(2) 1.783(3)

Угол ω, град ω, град

FeNO 170.2(2), 172.3(2) 170.3(2), 171.9(2)

NFeN 118.49(8) 118.59(10)

SFeS 106.99(2) 106.88(2)
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жизнеспособность микроорганизмов. Контроль-
ные образцы выращивали в среде LB, в среде LB с
10% ДМСО при 37°С и в качестве отрицательного
контроля в среде LB при 4°С. После внесения ис-
следуемых соединений образцы инкубировали
при температуре 37°С в течение 18–24 ч. В каче-
стве контрольных антибактериальных агентов
использовали ампициллин (ОАО “Синтез”, Рос-
сия) и канамицин (ОАО “Синтез”, Россия). Ан-
тибиотики растворяли в стерильной среде LB.
Конечные концентрации антибиотиков состав-
ляли 12 последовательных двукратных разведе-
ний от 1000 до 0.47 мкмоль/л.

МПК определяли как концентрацию, при ко-
торой видимый рост микроорганизмов по срав-
нению с контрольными образцами отсутствует.

Для определения МБК аликвоту из каждой лун-
ки без видимого роста бактерий разводили свежей
средой LB в 10, 100, 1000 раз, перемещали в новые
лунки и инкубировали при 37°С. Через 24 ч визу-
ально оценивали видимый рост бактерий. Мини-
мальную концентрацию образца с отсутствием
роста бактерий принимали за МБК.

Исследование ингибирования образования биоп-
ленок M. luteus. Для получения биопленок грам-
положительные бактерии Micrococcus luteus в кон-
центрации 108 КОЕ/мл культивировали в 96-луноч-
ном планшете при 37°С в присутствии исследуемых
комплексов и препаратов сравнения в концен-
трациях, соответствующих МПК. Контрольные
образцы выращивали в LB, в LB с 10% ДМСО, а
также в LB без бактерий для определения фоно-
вого окрашивания планшета. Через 24 ч после на-
чала культивирования удаляли среду с планктон-
ными клетками, лунки промывали стерильным
буфером PBS (137 мМ NaCl, 2.68 мМ KCl, 4.29 мМ
Na2HPO4, 1.47 мМ KH2PO4, pH 7.4). Окрашива-
ние биопленок проводили с помощью 0.1%-го рас-
твора кристаллического фиолетового при 37°С в те-

чение 20 мин, после чего лунки промывали PBS и
высушивали 15 мин. Связавшийся с биопленками
краситель растворяли в 95%-ом этиловом спирте,
оптическую плотность полученных растворов
определяли фотометрически при длине волны
570 нм с использованием многофункционального
микропланшетного ридера Spark 10M (Tecan, USA).
За 100% принимали оптическую плотность раство-
ра без добавления исследуемых комплексов.

Исследование степени деструкция биопленок
M. luteus. Для получения биопленок грамположи-
тельные бактерии Micrococcus luteus в концентра-
ции 108 КОЕ/мл культивировали в 96-луночном
планшете при 37°С в отсутствие исследуемых об-
разцов. Через 24 ч в лунки вносили образцы и
препараты сравнения ампициллин и канамицин
в концентрациях, соответствующих МПК. Спу-
стя 24 ч удаляли среду с планктонными клетка-
ми, лунки промывали стерильным буфером PBS
(137 мМ NaCl, 2.68 мМ KCl, 4.29 мМ Na2HPO4,
1.47 мМ KH2PO4, pH 7.4). Окрашивание биопле-
нок проводили с помощью 0.1%-го раствора кри-
сталл фиолетового при 37°С в течение 20 мин, после
чего лунки промывали PBS и высушивали в течение
15 мин. Связавшийся с биопленками краситель
растворяли в 95%-ом этиловом спирте, оптиче-
скую плотность полученных растворов определя-
ли фотометрически при λ = 570 нм с использова-
нием многофункционального микропланшетного
ридера Spark 10M (Tecan, USA). За 100% принимали
оптическую плотность раствора без добавления
исследуемых комплексов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Нитрозильные комплексы были получены об-

менной реакцией тиосульфатных лигандов на
ароматические дифтортиолилы в водно-щелоч-
ной среде по схеме 1:

Схема 1. Схема синтеза комплексов общей формулы [Fe2(R)2(NO)4], 
где R = 2,4-дифтортиофенил (RH1), 3,4-дифтортиофенил (RH2).

Исходные тиолы для синтеза комплексов 1 и 2 –
жидкости, которые не смешиваются с водой, по-

этому использовали водно-щелочные растворы
лигандов и в этом виде вводили в реакцию. Кри-

+4Na2S2O3
2[Fe2(R)2(NO)4]

+4RH,4NaOH2Na2[Fe2(S2O3)2(NO)4] 4Na3[Fe(S2O3)2(NO)2]

SH

F F
SH

F
F

RH1

RH2
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сталлы 1 и 2 вырастают в течение нескольких су-
ток при низкой температуре из раствора хлори-
стого метилена.

Комплексы 1 и 2, как и большинство извест-
ных RREs, нерастворимы в воде и других поляр-
ных органических растворителях, растворимы в
ДМСО и хлористом метилене.

Комплексы 1 и 2 кристаллизуются в триклин-
ной сингонии (пр. гр. P1 с одной молекулой ком-
плекса в элементарной ячейке) и имеют центро-
симметричную биядерную структуру μ2-S-типа
(рис. 1), аналогичную структурам ранее исследо-
ванных нейтральных эфиров красной соли Руссе-
на с тиофенолилами [14–18, 52, 53, 57]. Ионы же-
леза имеют искаженное тетраэдрическое окруже-
ние, образованное двумя мостиковыми атомами
серы и двумя нитрозильными группами, при этом
в 1 и 2 наблюдаются короткие расстояния Fe…Fe,
что является характерной особенностью RREs
[14–18, 52, 53, 57]. Межатомные расстояния
Fe…Fe отличаются незначительно и составляют
2.6993(6) и 2.6942(7) Å для 1 и 2 соответственно,
они находятся в хорошем согласии со средним
значением 2.70(2) Å, полученным при рассмотре-
нии структур нейтральных тетранитрозильных
комплексов железа μ2-S-типа с тиольными ли-
гандами [61]. Как и в ранее изученных нейтраль-
ных RREs [14–18, 52, 53, 57], в комплексах 1 и 2
наблюдаются незначительные различия в строе-
нии NO-групп в одном структурном фрагменте
{Fe(NO)2}9, которые в наибольшей степени про-
являются у валентных углов FeNO, в то же время
длины связей Fe–N и N–O в пределах погрешно-
сти измерений очень близки между собой внутри
каждого комплекса и между 1 и 2 и находятся в
полном согласии со средними значениями 1.67(1)
и 1.17(2) Å (табл. 2). Связи С(1)–S(1) близки по
величине и составляют 1.787(2) и 1.783(3) Å для 1
и 2 соответственно, что совпадает со средним зна-
чением 1.78(1) Å в подобных биядерных нитро-
зильных комплексах железа [61].

На рис. 2 представлены проекции фрагментов
кристаллической структуры комплексов 1 и 2 на
плоскости aс (а) и ab (б) соответственно. В струк-
туре 1 обнаружены сокращенные межмолекуляр-
ные контакты двух типов: F(2)···H–C 2.50 Å и
O(1)NO···H–C 2.63 Å, которые стабилизируют
кристаллическую структуру. Несмотря на бли-
зость кристаллических упаковок рассматривае-
мых соединений, изменение позиций F-замести-
телей в лигандах приводит к небольшому разли-
чию в сокращенных межмолекулярных контактах
в 1 и 2. Так, при сохранении аналогичных контак-
тов F···H–C (2.52 Å) в кристалле 2 наблюдаются
отличные от 1 сокращенные контакты F(1)…F(2A)
(2.81 Å) и O(1)NO···F(2A) (2.80 Å), тогда как кон-
такт O(1)NO···H–C уже не наблюдается. Оба рас-
сматриваемых соединения по характеру кристал-
лической упаковки отличаются от аналога ком-
плекса 2 – полученного нами ранее комплекса с
хлорными заместителями в тиофенольных лиган-

Рис. 1. Молекулярные структуры соединений 1 (а) и 2
(б) и нумерация атомов в них. Показано разупорядо-
чение одного из атомов F в 2 по двум позициям (F(1A)
и F(2B)).
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дах [57], в котором атомы галогена не участвуют в
межмолекулярных взаимодействиях и отсутству-
ет разупорядочение одного из атомов Cl, а само со-
единение кристаллизуется в моноклинной синго-
нии (пр. гр. C2/c).

Различный характер участия нитрозильных
групп в межмолекулярных взаимодействиях, по
всей видимости, либо является следствием, либо
обусловливает незначительную структурную неэк-
вивалентность нитрозильных групп в узле Fe(NO)2.

Мессбауэровские спектры комплексов 1 и 2
представляют собой одиночные квадрупольные
дублеты (рис. 3а и 3б). Параметры спектров (изо-
мерный сдвиг, квадрупольное расщепление, ши-
рина линий) комплексов при температуре 296 K
приведены в табл. 3. Там же для сопоставления
даны средние длины связей Fe–S соответствую-
щих комплексов по данным РСА настоящей и ра-
нее опубликованных работ [47–53, 57].

В нейтральных тиофенильных комплексах
RREs, исследованных нами ранее и содержащих

Рис. 2. Проекции фрагментов кристаллической структуры соединения 1 на плоскость aс (а) и соединения 2 на плос-
кость ab (б). Сокращенные контакты показаны штриховой голубой линией. Разупорядочение атомов F не показано
для ясности.
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Рис. 3. Мессбауэровские спектры поликристаллов 1 (а) и 2 (б).
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два структурных фрагмента {Fe(NO)2}9, возраста-
ние изомерного сдвига коррелирует с увеличени-
ем среднего расстояния Fe–S (табл. 3).

Тенденция к увеличению значений изомерно-
го сдвига для комплексов 1 и 2 по сравнению с та-
ковыми для комплексов с NH2-, OH-, OCH3-,
NO2- и Cl-содержащими тиофенолилами позво-
ляет предположить, что более электроотрица-
тельный фтор оттягивает часть электронной
плотности от железа, координированного S-ли-
гандом. Уменьшение зарядовой плотности на яд-
рах железа (d7) приводит к увеличению изомерно-
го сдвига в 1 и 2 в соответствии с возрастанием
расстояния Fe–S (см. выше). Имеются также от-
личия в значениях изомерных сдвигов для 1 и 2,
различающихся положением второго атома фто-
ра. По данным ЭПР-спектроскопии, в порошках
комплексы 1 и 2 диамагнитны, а спектры ЭПР их
растворов в ДМСО имеют характеристические
особенности моноядерных динитрозильных ком-
плексов железа с g = 2.03 (рис. 4). Растворы харак-
теризуются пятью линиями сверхтонкой структу-
ры, обусловленной взаимодействием неспарен-
ного электрона с двумя эквивалентными ядрами
азота. Это согласуется с распадом биядерных ком-
плексов на моноядерные. Число парамагнитных
центров на соответствующий комплекс для рас-

твора представлено в табл. 4. Малая величина N
объясняется тем, что распад биядерных комплек-
сов сопровождается распадом моноядерных ком-
плексов. Амплитуда и форма спектров ЭПР для
растворов 1 и 2 слабо изменяются в течение 1.5 ч.

Установлено, что комплексы 1 и 2 генерируют
NO (рис. 5). Известно, что нитрит-ионы являют-
ся основным продуктом реакции NO с кислоро-
дом в водном аэробном растворе [62, 63]. NO
окисляется на первой стадии этого процесса. Это
реакция третьего порядка с константой скорости
kaq = 2 × 106 М–2 с–1 при 25°C (скорость реакции
зависит от [NO]2, [O2]) [64]:

(1)
На следующей стадии быстро образуется N2O3

(k = 1.1 × 109 М–1 с–1) [63], который далее реагиру-
ет с водой с образованием NO2

− [62, 63]:

(2)

(3)
Таким образом, донорную активность NO-ком-

плексов в водном растворе на воздухе удобно оце-
нивать по кинетике накопления нитрита. Кон-
центрация  измеряется с помощью реакции
Грисса [65]. На рис. 5 показаны результаты экспе-

2 22NO O 2NO .+ →

2 2 3NO NO N O ,+ 

2 3 2 2N O H O 2H 2NO .+ −+ → +

2NO−
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Таблица 3. Мессбауэровские параметры Fe57 и средние межатомные расстояния Fe–S для нейтральных RREs со-
става [Fe2R2(NO)4] c различными тиолилами R при температурах 296, 80* и 85 K**

№ RSH δFe, мм/с1 ΔEQ, мм/с2 Г, мм/с3 Fe–Scр, Å Литература

1

Тиофенол

0.075(1) 0.970(1) 0.280(3) 2.260 [47]

2

3-Метокситиофенол

0.078(1) 1.149(1) 0.251(2) 2.257 [48]

3

4-Метокситиофенол

0.073(1) 0.984(1) 0.249(3) 2.258 [48]

4

2-Аминотиофенол

0.096(1) 1.122(1) 0.264(1) 2.272 [49]

5

3-Аминотиофенол

0.108(1) 1.148(1) 0.237(1) 2.273 [52]

6

4-Аминотиофенол

0.062(1) 0.926(3) 0.242(5) 2.267 [50]

7

3-Нитротиофенол

0.115(1) 1.171(1) 0.241(1) 2.274 [53]

8

4-Нитротиофенол

0.175(1)** 1.154(2)** 0.260(1)** 2.265 [51]

SH

SH

OCH3

SH

OCH3

SH
NH2

SH

NH2

SH

NH2

SH

NO2

SH

NO2
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риментов в буферном растворе. Максимальные ко-
личества нитрит-ионов для комплексов 1 и 2 со-
ставляют 4.0 и 2.5 мкМ соответственно при исход-
ной концентрации комплексов 0.6 × 10–5 моль/л,
что свидетельствует об их разной NO-донорной
способности, которая оказалась ниже, чем для
RREs 3 c 3,4-дихлортиофенолилами (2.3 мкМ
при исходной концентрации комплекса 0.2 ×
× 10–5 моль/л, растворитель – буфер трис-HCl,
рН 7.0, 23°С) [57]. Мы полагаем, что реакции ком-
плексов 1 и 2 с кислородом необратимы. Как и в
случае с комплексом 3, содержащим в качестве ли-
гандов 3,4-дихлортиофенолилы, кислород, встраи-

вается в структуру комплексов. При этом наблю-
дается долговременная (с выходом на плато через
8–10 мин) кинетика выделения NO, обусловлен-
ная, скорее всего, образованием более устойчи-
вых, чем в случае 3 (RRE c 3,4-дихлортиофеноли-
лами), нитрозильных интермедиатов, строение
которых требует дополнительных спектральных
исследований и квантово-химических расчетов.

Цитотоксические свойства исследуемых ком-
плексов и соответствующих тиолов изучены на
клеточной культуре Vero, рекомендованной в ка-
честве тест-объекта для проведения токсикологи-
ческих исследований. Обнаружено, что комплек-
сы не проявляют существенных цитотоксических
свойств в исследуемом диапазоне концентраций
как при 24, так и при 72 ч инкубации (рис. 6, табл. 5),
и действие комплексов сопровождается сохране-
нием жизнеспособности клеток от 80% и выше
(рис. 6). Исследование цитотоксического действия
соответствующих тиолов показало, что они, в отли-
чие от содержащих их нитрозильных комплексов
железа (НКЖ), обладают высокой токсичностью
для клеток Vero, при этом наблюдается сходная
картина выживаемости клеток при 24 и 72 ч инку-
бации.

1 Изомерный сдвиг (отн. α-Fe), 2 квадрупольное расщепление, 3 ширина линий дублета. 
* Значения мессбауэровских параметров образцов комплексов N11 и N12, снятых при 80 К. 

** Значения мессбауэровских параметров образцов комплекса N8, снятых при 85 К.

9

3-Гидрокситиофенол

0.089(1) 1.050(1) 0.245(1) 2.270 [52]

10

3,4-Дихлортиофенол

0091(1) 1.029(1) 0.285(1) 2.257 [57]

11

2,4-Дифтортиофенол

0.087(1)
0.191(2)*

1.016(6)
0.981(5)*

0.390(1)
0.390(1)*

2.269 Настоящая работа

12

3,4-Дифтортиофенол

0.113(3)
0.175(1)*

1.025(3)
1.025(3)*

0.254(1)
0.338(6)*

2.262 Настоящая работа

№ RSH δFe, мм/с1 ΔEQ, мм/с2 Г, мм/с3 Fe–Scр, Å Литература

OH

SH

Cl
Cl

SH

F

SH

F

F

SH

F

Таблица 3. Окончание

Таблица 4. Результаты исследования комплексов 1 и 2
в растворе ДМСО методом ЭПР

* Время с начала растворения комплекса. 
** Отношение числа парамагнитных центров в образце, опре-
деленное методом ЭПР, к числу, определенному по навеске.

Комплекс Время, мин* N, ±15%**

1 3 0.27
95 0.21

2 3 0.39
90 0.28
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Отсутствие изменения токсичности при уве-
личении времени инкубации наблюдалось нами
ранее для других НКЖ [66]. Таким образом, по-
добная противоречивая картина цитотоксическо-
го действия характерна для некоторых представи-
телей этого класса.

Интересно, что состав и положение заместите-
лей слабо влияют на цитотоксичность соответ-
ствующих тиолов: значения IC50 для тиолов R1–
R3 различаются на ∼25%. В то же время замести-
тели оказывают существенное влияние на цито-
токсичность НКЖ, и токсичность комплекса 3 с
хлорсодержащим лигандом значительно превы-
шает токсичность НКЖ 2 и 3 с фторсодержащими
лигандами.

Важнейшим наблюдением является отсут-
ствие токсичности НКЖ при высокой токсично-
сти соответствующих тиолов. Механизм распада
НКЖ на сегодняшний день изучен плохо и труд-
но поддается исследованию в связи с быстрой ки-
нетикой процесса. Предполагается, что при рас-
паде НКЖ в водных аэробных растворах помимо
оксида азота могут выделяться входящие в их со-
став лиганды. Полученные нами данные по цито-
токсичности НКЖ и соответствующих тиолов

показывают, что при распаде НКЖ свободные ли-
ганды практически не образуются, иначе комплек-
сы проявляли бы более высокую токсичность.

При отсутствии цитотоксических свойств в от-
ношении клеток Vero комплексы проявляют ан-
тибактериальную активность. В табл. 6 представ-
лены значения МПК и МБК для исследуемых
комплексов и соответствующих тиолов. Показа-
но, что комплексы 1–3 и соответствующие тиолы
проявляют антибактериальные свойства только в
отношении грамположительных M. luteus. Ком-
плекс 2 эффективнее ингибирует рост бактерий,
чем комплекс 1, несмотря на их близкие NO-до-
нирующие свойства. Очевидно, что именно при-
сутствие атомов F в положениях 3 и 4 в тиофено-
лиле определяет антибактериальную активность
комплекса 2. Следует отметить, что МПК ком-
плекса 2 в 4 раза превосходит МПК препарата
сравнения – канамицина.

Рис. 4. Спектры ЭПР свежеприготовленных раство-
ров комплексов 1 и 2 в ДМСО.

3280 3290 3300 3310 3320

1

2

g = 2.028, aN = 2.40 Гс

Магнитное поле, Гс

Рис. 5. Кинетика накопления нитрит-ионов при раз-
ложении комплексов 1 и 2 в аэробных растворах.
Условия: исходные концентрации комплексов 0.6 ×
× 10–5 моль/л, растворитель – буфер трис-HCl,
рН 7.0, 23°С.
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Таблица 5. Значение доз IC50 для клеток линии Vero
при действии комплексов 1–3 и соответствующих тио-
лов в течение 24 и 72 ч

Соединение
IC50, мкМ

24 ч 72 ч

1 >400 >400
RН1 41.67 ± 2.85 52.3 ± 1.79
2 >400 >400
RН2 28.62 ± 3.1 30.05 ± 2.24
3 246.12 ± 2.46 216.23 ± 2.16
R3 29.44 ± 2.9 22.76 ± 2.76
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Комплекс 3 проявляет низкую антибактери-
альную активность, сопоставимую с активностью
комплекса 1. Это указывает на то, что антибакте-
риальные свойства комплексов определяются не
только положением атомов в структуре лиганда,
но и их природой. Введение атомов хлора в поло-
жения 3 и 4 тиофенолила повышает цитотоксиче-
ские свойства (табл. 5), но снижает антибактери-
альную активность комплекса.

В отношении грамотрицательных бактерий
E. coli исследуемые комплексы и соответствующие
тиолы не проявляют активности. Значения МПК в
исследуемом диапазоне концентраций установить
не удалось, в связи с этим МБК в отношении

E. coli не определяли. Возможно, такой эффект
связан с тем, что грамотрицательные бактерии
часто проявляют повышенную устойчивость к
различным соединениям за счет многослойной
клеточной стенки. В ее состав входит большое ко-
личество макромолекул, в особенности липопо-
лисахаридов, обеспечивающих низкую проница-
емость мембраны бактерий, что приводит к огра-
ничению действия антибиотиков и развитию
резистентности [67, 68].

Анализ бактерицидных свойств комплексов по-
казал, что антибактериальный эффект комплекса 2
связан в первую очередь с бактериостатическим
действием, поскольку МБК превышает МПК в

Рис. 6. Кривые доза-эффект при действии комплексов 1 (а), 2 (б) и 3 (в) и их лигандов в течение 24 (а) и 72 (б) ч на
клетки Vero.
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16 раз. Эффекты комплексов 1 и 3 отличаются
близкими или равными значениями МБК и
МПК, т.е. эти НКЖ проявляют значительную
бактерицидную активность. Тем не менее ком-
плекс 2 является наиболее активным, поскольку
демонстрирует самые низкие значения и МПК,
и МБК.

Тиолы, взятые для синтеза НКЖ 1–3, прояв-
ляют относительно низкую антибактериальную
активность (табл. 5). Таким образом, антибакте-
риальные свойства НКЖ 2 определяются общей
структурой комплекса, и хотя НКЖ 2 образует
меньше NO по сравнению с НКЖ 1 (рис. 5) и 3 [57],
антибактериальные свойства НКЖ не коррелируют
с их NO-донирующей активностью. Принимая во
внимание, что распад комплекса не приводит к об-
разованию лигандов, можно сделать вывод, что
биологическое действие НКЖ определяется интер-
медиатами, отличными от NO и лигандов.

Известно, что большинство бактериальных
инфекций вызвано микроорганизмами, органи-
зованными в сообщества – биопленки, представ-
ляющие серьезную проблему, для решения кото-
рой необходимо применение новых терапевтиче-
ских стратегий, способных привести к разработке
более эффективных ингибиторов биопленок, чем
обычные методы лечения [69]. Именно с образо-
ванием биопленок связан механизм хроническо-
го развития инфекций, а также резистентности.
Бактерии в биопленках более устойчивы к анти-
биотикам, чем планктонные клетки. В основе ме-
ханизма такой устойчивости лежат структурные
особенности организации биопленок. Для них
характерно наличие внеклеточного экзополимер-
ного матрикса, состоящего из полисахаридов,
белков, липидов и нуклеиновых кислот, который
защищает микроорганизмы от факторов внешнего
воздействия [70]. Существует два основных способа
воздействия на биопленки: предотвращение обра-
зования биопленок на ранней стадии формирова-
ния и прикрепления планктонных клеток, а так-
же разрушение уже сформированной биопленки.

Исследовано влияние комплексов и их лиган-
дов в концентрации МПК на формирование, а
также на эффективность деструкции сформиро-
ванных биопленок M. luteus. Результаты исследо-
вания представлены на рис. 7 и 8. Обнаружено,
что комплекс 2 ингибирует образование биопле-
нок бактерий на 46%, что на 13 и 33% эффектив-
нее действия препаратов сравнения – канамици-
на и ампициллина соответственно. Комплекс 1
ингибирует формирование биопленок на 28%,
что схоже с действием ампициллина (31%). Следует
отметить, что соответствующие тиолы также оказы-
вают влияние на формирование биопленок, однако
оно выражено в меньшей степени. Комплекс 3 не
оказывает влияния на образование биопленок.

Исследование свойств его исходного RН3 не про-
водили в связи с неустановленной МПК.

Комплексы 1 и 2 вызывают также деструкцию
биопленки бактерий M. luteus на 21 и 32% соответ-
ственно. Эффективность деструкции в обоих слу-
чаях превосходит эффективность действия пре-
паратов сравнения. Комплекс 3 менее эффективен
по сравнению с НКЖ 1 и 2, однако его активность
по деструкции биопленок превышает действие ка-
намицина. Исходные тиолы, которые были ис-
пользованы для синтеза НКЖ 1, 2 оказывают сла-
бый эффект на сформированные биопленки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Впервые синтезированы нейтральные RRSs с

дифтортиофенильными лигандами, исследовано
их строение и биологическая активность. Показа-
но, что природа и положение акцепторных замести-
телей в тиофенолиле существенным образом влия-
ют на электронное и кристалличеcкое строение
нейтральных RRSs на основе тиофенола и его про-
изводных: в твердой фазе участие атомов F в тиофе-
нольных лигандах обусловливает формирование
более устойчивых биядерных структур, чем в случае
других акцепторных заместителей (Cl, NO2). Это
снижает их NO-донорную активность в растворах.

Исследование цитотоксической активности по-
казало низкую токсичность комплексов для клеток
Vero при высокой токсичности лигандов. Это де-
монстрирует низкий вклад лигандов в токсич-
ность исследованных НКЖ. Анализ результатов
антибактериальной активности показывает зави-
симость значений МПК и МБК от положения ато-
мов фтора в тиофенильном лиганде: комплекс 2, в
отличие от комплекса 1, эффективно подавляет
рост бактерий M. luteus. Оба комплекса ингибируют
образование бактериальной биопленки M. luteus, и

Таблица 6. Значения МПК и МБК исследуемых ком-
плексов 1–3 и соответствующих тиолов для грамотри-
цательных бактерий E. coli и грамположительных бак-
терий M. luteus

Примечание. Прочерк – значение МБК не определяли.

Соединение
M. luteus E. coli

МПК, мкМ МБК, мкМ МПК, мкМ

1 1000 1000 >2000
2 15.62 250 >2000
3 1000 500 >2000
RН1 500 >2000 >2000
RН2 500 >2000 >2000
RН3 >2000 – >2000
Ампициллин 0.98 250 3.9
Канамицин 62.5 62.5 31.25
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НКЖ 2 разрушает сформированные биопленки M.
luteus эффективнее, чем используемые в клинике
антибиотики канамицин и ампициллин.

Суммируя результаты цитотоксических и ан-
тибактериальных свойств, видно, что комплекс 2
при концентрациях, оказывающих антибактери-

альное действие, проявляет очень низкую ток-
сичность для клеток млекопитающих. Результаты
исследований in vitro показывают, что что ком-
плекс 2 является наиболее перспективным из ис-
следованных НКЖ и может рассматриваться в ка-
честве прототипа антибактериального средства,

Рис. 7. Эффективность образования биопленки M. luteus при действии комплексов и лигандов в дозе МПК через 24 ч.
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Рис. 8. Эффективность деструкции биопленок M. luteus при действии комплексов и лигандов в дозе МПК через 24 ч.

120

100

80

60

40

20

0

Э
ф

ф
ек

ти
вн

ос
ть

 д
ек

ст
ру

кц
ии

би
оп

ле
но

к,
 %

 о
т 

ко
нт

ро
ля

К
он

тр
ол

ь

Д
М

С
О

К
ом

пл
ек

с 
1

К
ом

пл
ек

с 
2

R
1

R
2

К
ом

пл
ек

с 
3

А
м

пи
ци

лл
ин

К
ан

ам
иц

ин



ЖУРНАЛ НЕОРГАНИЧЕСКОЙ ХИМИИ  том 68  № 9  2023

ВЛИЯНИЕ F-ЗАМЕСТИТЕЛЕЙ В ТИОФЕНОЛИЛЕ 1179

действующего на принципах, отличных от меха-
низмов действия существующих антибиотиков.
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