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ВВЕДЕНИЕ

Спиновая химия, изучающая поведение элект-
ронных и ядерных спинов и проявление маг-
нитно-спиновых взаимодействий в химических 
реакциях, хорошо развита как экспериментально, 
так и теоретически [1–8]. Чаще всего в спиновой 
химии исследуются реакции радикальных пар 
(РП) в жидких растворах. 

Для одновременного рассмотрения молекуляр-
ного движения и спиновой динамики РП исполь-
зуют метод матрицы плотности [1, 3]. Временнáя 
эволюция матрицы плотности может быть вызвана 
спиновой эволюцией неспаренных электронов, от-
носительным движением реагентов и рекомбина-
цией радикалов:
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Обычно это соотношение используют в форме 
стохастического уравнения Лиувилля:
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с начальным условием r(q,0) = r0(q), где L̂(q) — 
дивергенция оператора кинематического потока 
j(q), Ki(q) — константа скорости рекомбинации 
i-го состояния, Pi — оператор проектирования на 
i-тое состояние.  Уравнение (2) часто называют 
основным уравнением спиновой химии. 

Обычно рекомбинация радикальных пар про-
исходит при непосредственном контакте радика-
лов, когда перекрывание орбиталей неспаренных 
электронов велико, а синглет-триплетные пере-
ходы осуществляются в промежутках между по-
вторными контактами, когда обменное взаимо-
действие, наоборот, мало. В этом случае выраже-
ние для изменения матрицы плотности за счет 
реакции можно записать в виде

( ) ( ) ,
2 2

S T
S S T T

react

K K
Q Q Q Q

t

∂r  = - r + r - r + r ∂ 
 	 (3)

где KS и KT — константы скорости рекомбинации 
из синглетного и триплетного состояний соответ-
ственно. Матрица плотности определена в базисе 
синглетных и триплетных спиновых функций 
{ }, , ,0S T T T- + :

,SQ S S=  .0 0TQ T T T T T T- - + += + + 	 (4)
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Из синглетного состояния рекомбинация идет 
со скоростью KS, из триплетного — со скоростью 
KT, недиагональные элементы рекомбинируют 
со скоростью (KS + KT)/2. Однако следует ожидать 
дополнительного изменения недиагональных эле-
ментов в реакционной зоне за счет разного набега 
фазы в синглетном и триплетном состояниях ра-
дикальной пары, обусловленного, например, об-
менным взаимодействием [1].

Обоснованию уравнения (3) мы посвятили ра-
боты [9–11]. В этих работах на основе точно ре-
шаемой модели была показана справедливость 
феноменологического подхода для описания про-
цесса рекомбинации. Однако в этих работах мы 
не рассматривали случай реакции одновременно 
из синглетного и триплетного состояний. Также 
мы не рассматривали более общий подход, когда 
начальное состояние является комбинацией син-
глетного и триплетного состояний. В настоящей 
работе такое обобщение сделано. Поскольку это 
обобщение опирается на результаты работ [9–11], 
то мы кратко повторим необходимую результа-
тивную часть этих работ. Необходимо кратко на-
помнить постановку задачи и результаты в рамках 
точно решаемой модели. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ТОЧНО  
РЕШАЕМОЙ МОДЕЛИ

Рассмотрим систему, включающую синглетное 
и одно триплетное состояния, между которыми 
возможны переходы. Синглетное состояние свя-
зано переходами с синглетным рекомбинацион-
ным резервуаром, а триплетное — переходами с 
триплетным резервуаром

Пусть   H — полный спин-гамильтониан сис-
темы. Эволюция системы происходит в соответ-
ствии с уравнением Шредингера ( )1=

	 ( ) ˆ ( )t
i H t

t

∂y
= y

∂
.	 (5)

Задача состоит в отыскании вероятности сис-
темы оказаться в том или ином состоянии. На-
пример, вероятность оказаться в момент времени 
t в синглетном состоянии выражается через ко-
эффициент ( )S ty , а вероятность оказаться в 
триплетном состоянии — через коэффициент 

( )T ty . Совершая преобразование Лапласа, по-
лучим
	 ˆ( ) ( ) ( ),0i ik k H k- y + j = j 	 (6)
где 

	 ( ) ( )exp( )
0

k t kt dt
∞

j = y -∫ 	 (7)

— преобразование Лапласа для волновой функции  
y(t), а y(0) — волновая функция системы в на-
чальный момент времени. Из (6) получим

	 ˆ( ) ( ) ( ).1 0k i ik H -j = - y 	 (8)
Предположим для определенности, что в на-

чальный момент времени система находилась в 
смешанном состоянии, т.е. ( ) 1 20 c S c Ty = + . 
Соответствующая этому состоянию начальная 
матрица плотности имеет вид 

	
( )

.
1 1 1 2

1 2 2 2

0 c с S S c c S T

c c T S c c T T

∗ ∗

∗ ∗

r = + +

+ +

Искомые величины будут выражаться через 
обратные преобразования Лапласа от коэффици-
ентов ( )S kj  и ( )T kj :
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1 2
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Оператор ˆ ˆ( ) ( ) 1G z z H -= -  носит название 
функции Грина или резольвенты квантовой сис-
темы. Если гамильтониан представлен в виде 
ˆ ˆ ˆ

0H H V= + , то функции Грина   G(z) и   G0(z) связаны 
формулой Дайсона [12, 13]:
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Спектральное представление функции Грина 
известно [13, 14]: 

	 ˆ( )
nn

n n
G z

z E
=

-∑ , 	 (11)

где | n 〉 — собственные функции гамильтониана   
H, а En — собственные значения. При этом 
функции | n 〉 образуют полный набор

	 .1
n

n n =∑  	 (12)

Далее будем считать, что энергетические 
уровни в схеме (см. рис. 1 в работе [9]) являются 
собственными функциями гамильтониана   H0:
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Возмущение   V расщепляет синглетное и триплетное состояния и может вызывать переходы между 
синглетным и триплетным состояниями, а также переходы из синглета в состояния | i 〉 синглетного 
резервуара, а из триплета — в состояния | k 〉 триплетного резервуара. 

Функция Грина для гамильтониана   H0 записывается в виде
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S T k ik i
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После ряда сравнительно простых преобразований получим выражения для искомых величин:
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Для плотного спектра синглетного и триплетного резервуара можно перейти от суммирования 
к интегрированию:
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здесь знак P означает взятие интеграла в смысле главного значения, rS (E ) и rT (E ) — плотности энер-
гетических уровней синглетного и триплетного резервуара. Рассмотрим наиболее простой случай, 
когда матричные элементы и плотности уровней не зависят от E. В этом случае получаем
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Введем обозначения:

	 ) , )2 2
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Величины KS и KT имеют смысл констант пе-
рехода системы в синглетный и триплетный ре-
зервуар. После подстановки (18) в (17) получим
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РЕКОМБИНАЦИЯ ИЗ СИНГЛЕТНОГО  
И ТРИПЛЕТНОГО СОСТОЯНИЙ

Рассмотрим ситуацию, когда синглетное и три-
плетное состояния отличаются по энергии, т.е. 
ES + V  = ET . Такое расщепление может быть обу-
словлено, например, обменным взаимодействием. 
Кроме того, для упрощения можно исключить 
синглет-триплетные переходы в зоне рекомбина-
ции, т.е. положим VST = 0. Тогда формулы (19) 
сильно упрощаются:

 
( )

( )

ˆ ˆ( ) , ( ) ,
/

ˆ ˆ( ) , ( ) .
/

1
0

2

1
0

2

S S

T T

S G z S S G z T
z E iK

T G z T T G z S
z E iK

= =
- +

= =
- +

	(20)

Совершая обратное преобразование Лапласа, 
получим выражение волновой функции в произ-
вольный момент времени:

	
( ) exp( / )

( / ) .
1

2

0 2

2
S S

T T

c K iE S

c K iE T

y = - - +
+ - - 	 (21)

Затем находим матрицу плотности в произ-
вольный момент времени:
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(22)

Полученный результат полностью соответствует 
феноменологической модели рекомбинации.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

С момента основания спиновой химии было 
сформулировано феноменологическое уравнение 
(основное уравнение спиновой химии), описы-
вающее эволюцию радикальной пары. К сожале-
нию, процесс образования молекулы из двух ради-
калов до сих пор не получил детального микроско-
пического описания, и рекомбинация радикалов 
описывается феноменологически. Основное урав-
нение широко применяется для описания магнитно-
спиновых эффектов. Однако в литературе предпри-
нимались и предпринимаются попытки модифика-
ции основного уравнения. Например, в работе [15] 
было предложен следующий вид реакционного 
оператора (KT = 0):

	 ( ).2
2

S
S S S S

react

K
Q Q Q Q

t

∂r  = - r + r - r ∂ 
 	 (23)

В статье [16] предложен несколько другой ва-
риант:

	 ( ).2 2 2S S S S S
react

K Q Q Q Q
t

∂r  = - r + r - r ∂ 
	 (24)

В наших предыдущих работах на примере точно 
решаемой модели была продемонстрирована спра-
ведливость уравнения (3). Однако в этих работах 
была рассмотрена только рекомбинация из син-
глетного состояния. Хотя общие соотношения 
позволяли рассмотреть общий случай. В настоя-
щей работе такой общий случай проанализирован. 
Радикальная пара вступает в контакт в смешанном 
синглет-триплетном состоянии и рекомбинация 
идет как из синглетного, так и из триплетного 
состояния. Полученный результат полностью со-
гласуется с результатами феноменологической 
модели. 
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ВВЕДЕНИЕ

В терагерцовом диапазоне частот (0.1–10 ТГц) 
кванты электромагнитного излучения не обладают 
энергией достаточной для того, чтобы вызывать 
разрывы валентных и даже слабых водородных 
связей. Известно, что к этой области спектра от-
носятся частоты коллективных колебательно-
вращательных переходов в молекулах многих 
биополимеров. Поэтому можно предполагать, что 
влияние излучения терагерцового диапазона (да-
лее — ТГц-излучение) на биологические системы, 
многочисленные примеры которого описаны в 
литературе на уровне клеточных культур [1] и 
целых организмов [2, 3], на молекулярном уровне 
основано именно на инициировании конформа-
ционных изменений, связанных с такими коле-
бательно-вращательными переходами [4]. Могут 
ли эти конформационные изменения иметь ка-
кие-либо химические последствия? Фундамен-
тального запрета в этом случае нет: например, 
известно, что энергии магнитного поля недоста-
точно для разрыва химических связей, хотя под 
его влиянием становятся возможными некоторые 

взаимодействия, которые в отсутствие магнитного 
поля невозможны вследствие спиновых запретов. 

Для непосредственного наблюдения химиче-
ских последствий конформационных переходов 
под действием ТГц-излучения могла бы подойти, 
например, система, в которой химическим про-
цессам предшествует стерически затрудненное 
адсорбционное взаимодействие, так что индуци-
руемое излучением изменение конформаций при-
водит к усилению или ослаблению стерических 
затруднений с соответствующим ускорением или 
замедлением процесса в целом. Эксперимен-
тальные трудности в исследовании таких систем 
связаны с необходимостью доказательства нетер-
мической природы воздействия или, наоборот, 
выявления термического фактора, что часто бы-
вает сопряжено с невысокой статистической до-
стоверностью. О проблемах воспроизводимости, 
достоверности результатов в этой области и воз-
можных путях решения этих проблем недавно 
высказались в обзорной статье авторы работы [5]. 

Необходимость применения в биомедицинских 
исследованиях не постоянного, а импульсного 
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ТГц-излучения, причем в форме ультракоротких 
импульсов (до пикосекунд), связана с возмож-
ностью избежать в этом случае термических эф-
фектов. Например, авторы работы [6] описали 
нетермические эффекты, связанные с экстре-
мально большими амплитудами электрического 
поля, при исследовании воздействия высокоин-
тенсивного ТГц-излучения на фибробласты че-
ловеческой кожи. Доказательства нетермической 
природы эффектов, наблюдавшихся в исследова-
нии действия ТГц-излучения на биологические 
объекты, в том числе на культуры клеток человека, 
представлены также в работах [7, 8]. 

Между тем исследования в области медицин-
ских применений ТГц-излучения, в частности в 
диагностике рака [9–11], детектировании биомо-
лекул [12, 13], распознавании вирусов [14] про-
должают развиваться независимо от исследований 
молекулярной природы наблюдаемых эффектов. 
Параллельно с биомедицинскими исследова-
ниями идет изучение структурных изменений в 
биомолекулах под действием ТГц-излучения, на-
пример, недавно авторами работы [15] были опи-
саны изменения структуры растворов белков, в 
работе [16] изучено влияние облучения на связы-
вание белков, авторы работы [17] исследовали 
водородные связи при помощи спектроскопии в 
терагерцовом диапазоне. Ранее при исследовании 
молекулярных механизмов взаимодействия ТГц-
излучения с биополимерами на примере альбу-
мина нами было обнаружено, что под действием 
излучения происходит усиление адсорбции мо-
лекулярного кислорода и ослабление адсорбции 
оксида азота NO на молекулах бычьего сыворо-
точного альбумина (БСА) [18]. Биологическое 
значение адсорбции разнообразных веществ на 
молекулах альбумина заключается в том, что этот 
механизм обеспечивает одну из важнейших 
функций альбумина в организме — транспортную. 
Цели нового исследования — выявить влияние 
ТГц-излучения  на возможность образования 
кластеров молекулами БСА, разработать методи-
ческие подходы к исследованию изменения свя-
зывания ионов металлов с БСА под действием 
ТГц-излучения, изучить влияние облучения на 
транспортные свойства альбумина по отношению 
к ионам металлов. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследовании применялись реагенты квали-
фикации “х.ч.”: метанол и ацетонитрил (элюенты 
для хроматографии), трифторуксусная кислота 
(реагент для ион-парной хроматографии), нит-
раты кобальта и никеля, нитрат кадмия (соли пе-
ред приготовлением растворов дополнительно 
очищали методом перекристаллизации). 

Исследование проводили с лиофилизирован-
ными препаратами БСА (Sigma-Aldrich, USA). 
В качестве образцов для облучения использовали 
пленочные препараты, которые готовили из рас-
твора БСА в дистиллированной воде с концен-
трацией 1 мг/мл. На подложки из кристалличе-
ского кварца наносили каплю (50 мкл). Затем с 
помощью покровного стекла равномерно рас-
пределяли нанесенную каплю по поверхности 
подложки и высушивали образец в потоке воз-
духа при комнатной температуре в течение 1 ч и 
влажности не выше 40%. Для каждого измерения 
готовили два идентичных образца: облучаемый 
и контрольный (необлучаемый). Образцы хра-
нили в эксикаторе над безводным силикагелем.

Облучение приготовленных образцов прово-
дили с использованием установки, показанной 
на рис. 1 и описанной ранее в работе [18]. Под-
ложку с экспериментальным образцом помещали 
в фокус ТГц-излучения, как показано на рис. 1, 
при этом контрольный образец находился в от-
крытом контейнере рядом, но вне зоны облуче-
ния. Облучение проводилось в диапазоне частот 
0.3–1.5 ТГц в импульсном режиме (частота сле-
дования импульсов — 80 МГц, пиковая мощность 
<20 мВт, длительность импульса — 3 пс). Темпе-
ратура образца во время облучения составляла 
21 ±101 °С, время облучения — 60 мин. 

Спектры ЭПР записывали в стандартной 
плоской кварцевой ампуле для водных растворов 
на спектрометре серии EMX (Bruker, Germany): 
амплитуда модуляции Germany — 1 Гс, микро-
волновая мощность — не более 10 мВт, посто-
янная времени — 0.2 с, усиление — до 5.6 · 105, 
скорость развертки — 100 Гс/200 с. Точность опре-
деления констант сверхтонкого расщепления со-
ставляла 0.03 Гс, g-фактор измеряли с точностью 
до 10–4. Количественные оценки содержания па-
рамагнитных частиц в растворе проводили с по-
мощью внешнего стандарта интенсивности (крис-
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талл дифенилпикрилгидразида, прикрепленный 
снаружи к плоской кварцевой ампуле). 

Хроматографическое исследование проводили 
методом высокоэффективной жидкостной хро-
матографии с использованием хроматографа мо-
дели Милихром А-02 (Эконова, Новосибирск) 
с детектором по УФ-поглощению в интервале 
длин волн 200–360 нм. Детектирование осуществ-
ляли в режиме записи спектра поглощения на 
вершине хроматографического пика с целью од-
новременного получения спектрофотометриче-
ской информации. Использовалась стандартная 
хроматографическая колонка длиной 75 мм, за-
полненная обращенно-фазным сорбентом 
ProntoSil C18 (5 мкм). Колонку термостатировали 
при 35 °С. Хроматограммы записывали в гради-
ентном режиме (вода с метанолом — от 0 до 20%) 
и в режиме ион-парной хроматографии в элюенте 

ацетонитрил/вода (1 : 3 по объему) с трифторук-
сусной кислотой (0.1 мас. %). Градиентный режим 
использовался для идентификации кластеров 
БСА, в котором молекулы удерживались вместе 
за счет межмолекулярного связывания через азот-
содержащие группы. Условия проведения хрома-
тографического исследования: объем пробы, вво-
димой в хроматограф, — 20 мкл, скорость элюи-
рования — 150 мкл/мин, детектирование — на 
длинах волн 210 и 276 нм. Хроматограммы обра-
батывали с помощью программы АльфаСпектр 
(Эконова, Новосибирск). Структуру реакционных 
центров БСА при взаимодействии с ионами ме-
таллов и энергетические выигрыши при образо-
вании комплексов с ионами металлов рассчиты-
вали с использованием полуэмпирических мето-
дов MNDO, PM3, AM1, и метода молекулярной 

Фотопроводящая
антенна

Синхронный
детектор

Генератор
напряжения
8 кГц, ±15 В

Образец

Линия
задержки

Призма
Глана

Поляризационно-оптическая система регистрации

Оптоэлектронный
блок

ОУПризма
Воллас-

тона

ТГц-
поляризатор

ZnTe

+V

−V
λ/4

Волоконный
эрбиевый лазер + ГВГ

80 мВт, 775 нм,
130 фс, 77 МГц

ЭВМТГц-излучение

Рис. 1. Схема установки для облучения пленочных образцов БСА. Для генерации и детектирования ТГц-излучения 
используются импульсы второй гармоники волоконного эрбиевого лазера (длина волны излучения — 775 нм, дли-
тельность импульса — 130 фс, частота следования импульсов — 77 МГц, средняя мощность — 80 мВт). Для преобра-
зования лазерного излучения в ТГц-излучение используется фотопроводящая антенна с арсенидом галлия. Система 
регистрации состоит из кристалла-детектора ZnTe ориентации (110) толщиной 1 мм, четвертьволновой пластинки, 
призмы Волластона, фотодиодов, операционного усилителя (ОУ) и синхронного детектора.
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механики ММ2 с помощью программы CS Chem 
3D Pro версия 5.0 (Cambridge Soft Corp., UK).  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
ЭПР-спектроскопия

Ранее нами было показано, что молекулярный 
кислород взаимодействует с адсорбционными 
центрами молекулы БСА, причем степень адсор-
бции различна для облученных и необлученных 
образцов [18]. Чтобы установить другие возмож-
ные взаимодействия, протекающие в водном рас-
творе БСА, было проведено исследование этого 
раствора методами ЭПР и высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Образова-
ние кластеров молекул БСА соответствовало по-
явлению в ЭПР-спектрах сигнала малой интен-
сивности в виде триплета с константой сверхтон-
кого взаимодействия (СТВ) аN = 0.94 мТл, причем 
этот сигнал виден на фоне более интенсивного 
сигнала триплетной формы с аN = 1.47 мТл, ко-
торый характеризует парамагнитные центры в 
молекуле БСА в данных условиях. Поскольку зна-
чение константы СТВ в сигнале малой интенсив-
ности существенно меньше, чем значение СТВ 
основного интенсивного сигнала, можно пред-
положить, что структурные изменения при обра-
зовании кластера затрагивают атомы азота, так 
как появление сигнала триплетной формы в ЭПР-
спектре связано с взаимодействием неспаренного 
электрона с ядром атома азота. 

В ЭПР-спектре образца БСА ширина линии 
интенсивного триплета больше у облученного 
образца по сравнению с необлученным, а ширина 

линии сигнала малой интенсивности, наоборот, 
меньше у облученного образца. Известно, что в 
ЭПР-спектрах ширина линии увеличивается с 
уменьшением подвижности парамагнитного 
центра, а с увеличением подвижности, наоборот, 
ширина линии уменьшается за счет более эффек-
тивного усреднения. Таким образом, результаты 
ЭПР-исследования показывают, что подвижность 
парамагнитных центров, отвечающих за сильный 
и слабый сигналы, соответственно уменьшается 
и увеличивается под действием облучения в тера-
герцовом диапазоне частот. 

Поскольку кислород эффективно связывается 
с адсорбционными центрами в молекуле БСА, 
было проведено исследование зависимости про-
цесса образования димеров от содержания кисло-
рода в растворе. Кислород удаляли, пропуская 
аргон через раствор БСА в течение 30 мин. В опре-
деленные моменты времени по мере удаления 
кислорода его содержание в растворе определяли 
методом иодометрического титрования. Интен-
сивности ЭПР-сигналов, относящихся к образо-
ванию димеров, сопоставляли с содержанием ки-
слорода в растворе для облученных и необлучен-
ных образцов БСА. Зависимость интегральной 
интенсивности триплетного сигнала малой ин-
тенсивности от содержания кислорода показана 
на рис. 2. Из этого рисунка видно, что при низком 
содержании кислорода интегральная интенсив-
ность этого сигнала у облученных образцов 
в 2.4 раза выше, чем у необлученных, а при высо-
ком содержании кислорода, наоборот, у облучен-
ных образцов интенсивность триплетного сигнала 
малой интенсивности ниже, чем у необлученных. 
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Рис. 2. Зависимость интегральной интенсивности 
триплетного сигнала малой интенсивности, связан-
ного с кластерами БСА, от содержания кислорода 
в растворе по данным ЭПР-спектроскопии: кружки — 
облученный образец, квадраты — необлученный.
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Рис. 3. Зависимость содержания димеров БСА (отно-
сительно их содержания в необлученном растворе 
с максимальным содержанием кислорода) от концен-
трации кислорода в растворе по данным высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии: кружки — 
облученный образец, квадраты — необлученный.
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Хроматография

Для проверки предположения о том, что сигнал 
малой интенсивности связан с образованием клас-
теров молекул БСА, было проведено хроматогра-
фическое исследование растворов БСА в зависи-
мости от содержания кислорода в них. На хрома-
тограммах присутствовали два пика, отличающиеся 
интенсивностью и временами удерживания, но 
характеризующиеся одинаковыми спектрами по-
глощения. При разбавлении раствора наблюдалось 
возрастание интенсивности первого пика (время 
удерживания — 16.6 мин) и убывание интенсив-
ности второго (время удерживания — 24.2 мин). 
Этот факт косвенно подтверждает предположение 
о существовании в растворе БСА димеров, осно-
ванное на данных ЭПР-спектроскопии. Кривая 
зависимости содержания димеров от концентрации 
кислорода по данным хроматографических иссле-
дований облученного и необлученного образцов 
БСА представлена на рис. 3. Сравнение с кривыми, 
приведенными на рис. 2, показывает, что резуль-
таты, полученные методом ВЭЖХ, качественно 
соответствуют данным ЭПР-спектроскопии. 

Образование комплексов с ионами металлов

В функции альбумина в организме входит тран-
спорт ферментов, содержащих ионы металлов, а 
также перенос ионов прежде всего кальция магния, 
меди. В последнее время интерес исследователей 
к процессам переноса металлов альбуминами свя-
зан в основном с медицинскими применениями 
таких систем. Например, связывание альбумина с 
некоторыми металлами, используемыми в тера-
певтических целях, исследовано в работе [19]. Было 
показано, что присутствие ионов металлов в сис-
теме оказывает существенное влияние на транс-
портные возможности альбумина по отношению 
к лекарственным веществам [20, 21]. Роли металлов 
в процессах агрегации молекул человеческого сы-
вороточного альбумина посвящена работа [22]. 
В литературе пока нет данных о том, влияет ли 
облучение альбумина в терагерцовом диапазоне 
частот на изменение связывания этого белка с ио-
нами металлов, хотя ответ на этот вопрос мог бы 
открыть еще один путь к пониманию природы 
конформационного перехода, вызываемого в мо-
лекуле БСА ТГц-излучением. 

Для разработки методического подхода к изу-
чению изменений в прочности связывания ионов 
металлов с белковыми молекулами нами были 

выбраны высокотоксичный кадмий и биологи-
чески значимые металлы — кобальт и никель, 
комплексы которых можно изучать как методом 
хроматографии, так и с помощью спектроскопии 
ЭПР. Как показано выше, сопоставление резуль-
татов, полученных для одной и той же системы 
независимо двумя разными методами, позволяет 
делать более обоснованные выводы, чем в случае 
применения только одного из этих методов. Рас-
творы, содержащие нитраты металлов в концен-
трации 5 ммоль/л, использовали для комплексо-
образования с облученными и необлученными 
образцами БСА. В качестве раствора сравнения 
применяли раствор нитрата натрия, что позволило 
учесть эффект присутствия аниона NO3

–, исклю-
чив при этом мешающее влияние катиона, так как 
натрий не участвует в комплексообразовании с 
БСА из-за отсутствия d-орбиталей. Растворы го-
товили для исследования, удаляя из них раство-
ренный кислород с помощью продувки аргоном. 

Степень связывания ионов кобальта и никеля 
с БСА определяли по изменениям параметров 
спектров ЭПР этих ионов (количество линий, их 
ширина, величина g-фактора). Для подтверждения 
полученных результатов проводили хроматогра-
фическое исследование в режиме спектрофото-
метрии на вершинах пиков. В случае кадмия, ко-
торый не детектируется методом ЭПР, проведено 
только хроматографическое изучение. Было об-
наружено, что для Ni2+ и Co2+ степени связывания 
ионов металлов с облученным образцом БСА 
заметно выше, чем с необлученным, тогда как 
степень связывания иона кадмия практически не 
изменилась. Результаты исследований представ-
лены в табл. 1. 

Для сравнения в таблице также приведены зна-
чения ионных радиусов, взятых из работы [23]. 
Результаты не показывают ни прямой, ни обрат-
ной корреляции степени связывания с ионным 

Таблица 1. Степени связывания (α, %) ионов металлов 
с облученным и необлученным образцами БСА

Параметр
Значения параметров

Co2+ Ni2+ Cd2+

Ионный радиус, нм* 0.074 0.069 0.095
a, с облученным 
образцом БСА

17.5 ± 0.4 12.6 ± 0.4 1.8 ± 0.3

a, с необлученным 
образцом БСА

11.3 ± 0.3 9.8 ± 0.2 1.7 ± 0.2

* Данные взяты из работы [23].
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радиусом: кобальт, занимая промежуточное по-
ложение между никелем и кадмием по величине 
ионного радиуса, связывается с БСА в наи-
большей степени, тогда как степень связывания 
меньшего по размеру иона никеля существенно 
ниже, чем у кобальта. Самая низкая степень свя-
зывания у кадмия, обладающего наибольшим 
ионным радиусом. Для никеля и кобальта степени 
связывания с облученным образцом БСА досто-
верно выше, чем с необлученным, тогда как для 
кадмия в обоих случаях получены примерно оди-
наковые значения. Таким образом, различия 
в связывании ионов никеля, кобальта и кадмия 
с БСА не удается однозначно объяснить разницей 
их геометрических параметров. 

Моделирование взаимодействия ионов никеля, 
кобальта и кадмия с функциональными 

группами БСА

Для выяснения механизмов, лежащих в основе 
зарегистрированных изменений степени связы-
вания ионов металлов с облученным и необлу-
ченным образцами БСА проведено моделирова-
ние с использованием полуэмпирических методов 
и метода молекулярной механики. Рассчитывали 
величину изменения энергии при сближении иона 
металла с функциональной группой. В расчете 
учитывались не более 18 ближайших атомов фраг-
мента БСА. Результаты расчета показали, что 
ионы никеля и кобальта связываются с молекулой 
БСА посредством связей –С=О карбоксильных 
групп БСА, а также гидроксильных (–ОН) и ти-
ольных (–SH) групп, тогда как связывание кадмия 
обеспечивают в основном карбонильные группы 
–С=О в b-положении к кольцевым структурам. 
Также анализ полученных результатов позволяет 
предполагать, что ионы металлов не являются 
прямыми конкурентами за адсорбционные центры 
с молекулярным кислородом, который, как было 
показано ранее [18], адсорбируется в основном 
на тиольных и дисульфидных группах, а также на 
пролиновом фрагменте. Ионы металлов также не 
конкурируют за позиции в процессе образования 
кластеров БСА (расчет проводили только для ди-
меризации). 

Согласно результатам расчетов, в присутствии 
кислорода образование димера происходит за счет 
связей двух тиольных групп разных молекул БСА 
через молекулу кислорода (–SH---O2---HS–), а 
при низком содержании кислорода в растворе две 

молекулы БСА удерживаются в димере в основном 
дисульфидными связями, при этом небольшой 
вклад (около 15% по энергии) вносят взаимодей-
ствия атома азота гетероцикла одной из молекул 
БСА с гидроксильным атомом другой молекулы. 
Таким образом, можно предположить на осно-
вании результатов расчета, что конформационный 
переход под действием облучения в терагерцовой 
области снимает стерическое затруднение для 
адсорбции кислорода, а удаление кислорода из 
раствора освобождает адсорбционные центры для 
межмолекулярного взаимодействия, благодаря 
которому образуются димеры. Для изучения роли 
ионов металлов в агрегации молекул БСА и для 
выявления влияния облучения в терагерцовом 
диапазоне частот на конформационные измене-
ния молекул требуются дальнейшие исследования, 
в том числе получение концентрационных зави-
симостей процессов, изученных в данной работе.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Облучение пленочных препаратов бычьего сы-
вороточного альбумина в терагерцовом диапазоне 
частот приводит к изменениям транспортных 
свойств белка: увеличивается подвижность пара-
магнитных центров, участвующих в межмолеку-
лярных взаимодействиях с образованием димеров 
БСА, и возрастает содержание димеров. При низ-
ком содержании кислорода концентрация диме-
ров в необлученных образцах возрастает на 30% 
по сравнению с образцами, содержащими кисло-
род, а в облученных образцах концентрация ди-
меров возрастает более чем в три раза. Впервые с 
использованием методов ЭПР-спектроскопии и 
ВЭЖХ обнаружены различия в степени связыва-
ния ионов кобальта и никеля с молекулами БСА, 
но для кадмия различий не обнаружено. Модели-
рование взаимодействий полуэмпирическими 
методами и методом молекулярной механики 
показало, что ионы Ni2+ и Co2+ связываются с 
молекулой БСА через ее –С=О связи в карбо-
ксильных группах, а также через –ОН и –SH-
группы, тогда как связывание кадмия обеспечи-
вают в основном карбонильные группы –С=О в 
b-положении к кольцевым структурам. 
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EFFECT OF TERAHERTZ RADIATION ON THE TRANSPORT  
PROPERTIES OF ALBUMIN: BINDING WITH METAL IONS
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The effect of terahertz radiation on clusterization of bovine serum albumin (BSA) molecules and on BSA binding 
with nickel, cobalt and cadmium ions is investigated by means of high performance liquid chromatography and 
EPR spectroscopy under variation of the concentration of molecular oxygen in solution. Irradiation is detected 
to remove steric hindrance for oxygen adsorption. The degree of nickel and cobalt ion binding with irradiated 
BSA samples is substantially higher than with non-irradiated ones, while for cadmium the binding degree is the 
same and rather low in both cases. The functional groups in BSA molecule participating in metal ion binding are 
revealed by means of modeling. 

Keywords: terahertz radiation, bovine serum albumine, complexation, metal ions, EPR spectroscopy.
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NO2–ONO В КРИСТАЛЛАХ [Co(NH3)5NO2]Cl(NO3) МЕТОДОМ 
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Связевая изомеризация NO2-ONO (нитро-нитрито) в комплексном катионе [Co(NH3)5NO2]2+ является 
хорошо изученной классической реакцией. Считается, что фотоизомеризация нитро- в нитрито-форму 
в кристаллической фазе достигает полного превращения при низкой температуре, а обратное превра-
щение протекает как термическая внутримолекулярная реакция первого порядка при нагреве кристаллов. 
На сегодня не существует сведений о возможности обратной фотоизомеризации. В данной работе 
фотоизомеризация в кристаллах [Co(NH3)5NO2]Cl(NO3) исследована по их деформации, вызываемой 
превращениями при засветке излучением с различными длинами волн. Изменение параметров 
кристаллической решетки в ходе превращения приводит к достоверно измеряемым характеристикам — 
удлинению и изгибу игольчатых кристаллов. Показано, что предельное удлинение кристалла при 
длительной засветке зависит от длины волны излучения, что доказывает обратимость фотоизомеризации. 
Величина квантового выхода обратной реакции оценена как равная 0.04 от квантового выхода прямой 
реакции.
Ключевые слова: связевая изомеризация NO2, нитро-нитрито-фотоизомеризация, механический отклик 
на фотохимическую реакцию.
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1. ВВЕДЕНИЕ

И з о м е р и я  к о м п л е к с н о г о  к а т и о н а 
[Co(NH3)5NO2]2+, допускающего два варианта 
координации кобальта амбидентатным лигандом 
NO2

-, Co–NO2 (нитро) и Co–ONO (нитрито), яв-
ляется первым известным примером связевой 
изомерии в координационной химии и привлекает 
внимание исследователей уже более века [1–3]. В 
течение всего ХХ века реакция взаимного превра-
щения изомеров исследовалась многократно (об-
ширный список литературы представлен в рабо-
тах [4, 5]) и в настоящее время рассматривается 
как прототип реакций связевой изомеризации [6]. 
Хорошо установлены условия протекания изоме-
ризации в растворах и кристаллах: термически 
стабильный нитро-изомер превращается в ни-
трито-форму под действием УФ- и видимого света 
с λ < 530 нм с квантовым выходом, лежащим в 
диапазоне от 0.04 до 0.2, в зависимости от среды 
и энергии возбуждения [7–10]. Обратное превра-
щение в нитро-форму протекает как термоакти-
вированная внутримолекулярная реакция с энер-

гией активации около 100 кДж/моль [11–13], что 
позволяет нитрито-форме достаточно долго на-
ходиться в метастабильном состоянии при уме-
ренно низкой температуре (несколько месяцев 
при 0 °C, несколько дней при комнатной темпе-
ратуре) и обеспечивает возврат к нитро-форме за 
минуты при умеренном нагреве до 80 °C [8, 9, 
13–16]. 

В водосодержащих растворах фотоизомериза-
ция сопровождается фотолизом комплекса, ха-
рактеризующимся втрое бóльшим квантовым 
выходом. Независимость отношения квантового 
выхода фотолиза к фотоизомеризации от длины 
волны возбуждающего излучения указывает на 
протекание обеих реакций из одного возбужден-
ного состояния, наиболее вероятно соответству-
ющего переносу заряда от лиганда к металлу, 
приводящему к гомолитическому разрыву связи 
лиганда с комплексом [7, 8]. Соотношение кван-
товых выходов определяется конкуренцией между 
выходом NO2 из сольватной оболочки с последу-
ющими реакциями гидролиза комплекса и вос-
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становлением связи металла с лигандом в ни-
трито-координации. 

В кристаллической фазе изомеризация оста-
ется единственной возможной фотохимической 
реакцией из-за невозможности для NO2 покинуть 
реакционную полость. Длительная засветка 
мелких кристаллов комплексных соединений 
[Co(NH3)5NO2](NO3)2 и [Co(NH3)5NO2]Cl2 с раз-
мерами в несколько микрон приводит к практи-
чески полному переходу в нитрито-форму [8, 10], 
а разложение комплекса не превышает 0.2% при 
l > 300 нм [8] и, как показывает наш опыт работы, 
может быть связано с поверхностным разложе-
нием с участием адсорбированной воды. Един-
ственность реакции изомеризации в кристаллах 
дает преимущество более детального изучения 
превращения и установления влияния ближай-
шего окружения. Например, влияние гидроста-
тического давления и внешнесферных анионов 
на скорость превращений [5, 12] было рассмот-
рено в рамках концепции реакционной полости 
[17–19]. Также установлено влияние деформации 
кристаллов, вызываемой внешним изгибающим 
моментом (механической нагрузкой) [16], тер-
мическим расширением (изменяющим межатом-
ные расстояния) [20], и степенью превращения 
(за счет изменения параметров решетки в резуль-
тате превращения) на скорость фотоизомериза-
ции [13]. 

Вместе с тем вопрос о точном установлении 
реакционных путей фото- и термоизомеризации 
следует признать все еще открытым. Един-
ственный, хорошо установленный факт заключа-
ется в том, что и в растворах и в кристаллах фото- 
и термоизомеризация являются внутрисферными 
реакциями, заключающимися в повороте лиганда 
NO2

–. Анализ реакционной полости в кристаллах 
позволяет предположить, что поворот лиганда 
может происходить либо в исходной плоскости 
ONO, либо с выходом из нее в зависимости от 
конкретного ближайшего окружения лиганда в 
кристалле [9, 21]. 

Однако структура переходного состояния оста-
ется предметом гипотез. Наибольшее согласие 
вызывает предположение о семикоординирован-
ном состоянии, в котором кобальт координирован 
в равной степени атомом азота и одним из атомов 
кислорода NO2

–-лиганда [21], что подтверждается 
квантовохимическими вычислениями [22]. В ра-
боте [23] показано, что фотоизомеризация в крис-

таллах при температуре жидкого азота приводит 
к образованию метастабильного интермедиата, 
отличающегося по ИК-спектру и превращающе-
гося в нитрито-изомер при отогревании крис-
таллов до 0 °C. При поддержании низкой темпе-
ратуры получаемый интермедиат остается ста-
бильным в отсутствие облучения, но медленно 
превращается в нитрито-изомер при засветке. 
Авторы предположили, что обнаруженный ин-
термедиат имеет отношение к переходному семи-
координированному состоянию. Между тем эта 
гипотеза может противоречить предположению 
о переходном состоянии, так как оно не должно 
было бы оставаться стабильным даже при темпе-
ратуре T  = 77 K. Полученный результат может 
скорее свидетельствовать о существовании неко-
торой дополнительной, кинетически заморожен-
ной структуре комплекса. Примечательно, что 
в недавнем квантовохимическом исследовании 
рассматриваемого комплекса была предсказана 
неизвестная ранее метастабильная структура, в ко-
торой кобальт координирован аналогично ни-
трито-изомеру, но NO2

–-лиганд наклонен так, что 
терминальный атом кислорода образует водород-
ные связи с двумя NH3-лигандами комплекса [24, 
25]. Эти факты указывают на необходимость по-
лучения дополнительных сведений о реакции.

Один из малоизученных аспектов связан 
с обратимостью каждого из этих превращений. 
Изучение термоизомеризации в направлении пре-
вращения нитро- в нитрито-форму затруднено 
в силу смещения термического равновесия в сто-
рону нитро-изомера. Изменение доли нитрито-
формы, присутствующей в малой концентрации 
в равновесии, оказывается весьма малым, чтобы 
его можно было достоверно установить спектро-
скопическими или дифракционными методами. 
По этим причинам до недавнего времени суще-
ствовало расхождение во мнениях об обратимости 
нитрито-нитротермоизомеризации [26–29]. Обра-
тимость термоизомеризации была доказана ме-
тодом термического анализа в работах [11, 12], где 
показано, что энтальпия и энтропия реакции 
в кристаллах [Co(NH3)5NO2]Х2 зависят от проти-
воионов X. В частности, стандартная энергия 
Гиббса реакции при температуре 300 K меняется 
в ряду X = Cl–, Br–, I– как –7, –8 и –11 кДж/моль, 
что приводит к оценке равновесной доли нитрито-
формы от 6 до 1% соответственно, на пределе 
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обнаружения дифракционными и спектроскопи-
ческими методами. 

Вопрос об обратной фотоизомеризации из ни-
трито- в нитро-форму не был до недавнего вре-
мени рассмотрен вообще. Облучение растворов, 
как уже сказано, приводит к фотолизу, не по-
зволяя сделать никаких выводов об обратной фо-
тоизомеризации. Изучение превращения в крис-
таллах имеет существенное преимущество — от-
сутствие других путей реакции, но превращение 
оказывается смещено в сторону нитрито-формы, 
что не позволяет сделать достоверных выводов 
о стационарном соотношении концентраций ни-
тро- и нитрито-форм при длительном облучении. 
Традиционно используемые для изучения этой 
системы методы, ИК- и УФ-спектроскопии, по-
зволяют лишь качественно обнаруживать следо-
вые количества нитро-формы, остающиеся после 
длительной засветки [8]. Кроме того, деформация 
и разрушение кристаллов с размерами, превыша-
ющими 40 мкм, создают существенные трудности 
и для использования рентгеноструктурных мето-
дов на монокристаллах (к тому же и недостаточно 
чувствительных), ограничивая возможности ис-
следования только начальными степенями пре-
вращения [9]. 

Вместе с тем именно механические эффекты, 
вызываемые превращением в кристаллах, могут 
быть использованы для реализации высокочув-
ствительного метода изучения таких реакций. 
Изгибы, скручивание, разрушение, подпрыгива-
ние и переползание кристаллов, наблюдаемые 
при световом или тепловом воздействии на раз-
личные вещества, в которых под влиянием этих 
воздействий происходят химические или фазовые 
превращения, в последние десятилетия вызывают 
большой интерес в связи с потенциальной воз-
можностью использовать эффекты в различных 
механических устройствах [30–36]. В частности, 
тонкие игольчатые кристаллы соединений, испы-
тывающих фотохимические превращения, демон-
стрируют значительные изгибы на углы до 90° 
из-за эффекта поглощения света, приводящего 
к неоднородности превращения в глубине крис-
талла [37–40]. Измерение отклонения таких крис-
таллов от исходной формы позволяет определить 
деформацию, вызываемую превращением, с чув-
ствительностью не хуже ~10–4, что соответствует 
чувствительности по степени превращения менее 
1%, если полное превращение вызывает измене-

ние параметров решетки на 1%. Таким образом, 
изучение механического отклика кристаллов на 
превращение способно превзойти по чувствитель-
ности большинство традиционных методов 
изучения превращения в условиях in situ. 

Соединение состава [Co(NH3)5NO2]Cl(NO3) 
отличается тем, что позволяет выращивать иголь-
чатые кристаллы с толщиной от нескольких ми-
крон до сотен микрон и длиной в десятки раз 
больше толщины. В серии ранних работ [15, 16] 
было показано, что кристаллы толщиной более 
40–50 мкм разрушаются вследствие механических 
напряжений, возникающих из-за неоднородного 
по толщине превращения при длительной засветке 
нефильтрованным излучением дуговой ксеноно-
вой лампы (300–1000 нм). Однако тонкие крис-
таллы толщиной <30 мкм свободно изгибаются 
в форме дуги, достигая радиуса кривизны около 
одного миллиметра, а потом разгибаются по мере 
приближения к однородному превращению по 
всей толщине. 

Именно кристаллы [Co(NH3)5NO2]Cl(NO3) 
были впервые использованы для детального 
изучения кинетики фотоизомеризации по фото-
механическому отклику (см. теорию, предложен-
ную в работе [30]) для описания начальных сте-
пеней превращения в толстых кристаллах [20] и 
глубокого превращения в тонких кристаллах [13], 
а также для получения соответствующих констант 
скорости реакции термоизомеризации и кванто-
вого выхода фотоизомеризации. Показано, что 
превращение нитро- в нитрито-форму не вызы-
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Рис. 1. Коэффициент экстинкции изомеров 
[Co(NH3)5NO2]2+ (1)и [Co(NH3)5ONO]2+ (2) в водном 
растворе. Данные взяты из работы [8].
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вает фазовых превращений: пространственная 
группа Pnma сохраняется во всем диапазоне со-
отношения нитро/нитрито, а параметры решетки 
практически линейно зависят от степени превра-
щения [13]. Параметр решетки b, расположенный 
вдоль оси игольчатого кристалла, увеличивается 
на 3.4% при длительной засветке источником из-
лучения с длиной волны 465 нм (вблизи локаль-
ного максимума поглощения нитро-изомера в рас-
творах, рис. 1) при комнатной температуре, что 
приводит к соответствующему итоговому удли-
нению кристалла. 

Расшифровка кристаллической структуры сви-
детельствует о почти полном превращении в ни-
трито-форму. Учитывая 5%-ную погрешность 
определения заселенности позиций нитрито- и 
нитро-изомерами при моделировании интенсив-
ности дифракции, можно сказать, что степень 
превращения, достигаемая при использовании 
источника света с длиной волны 465 нм, состав-
ляет >95%. Методология анализа фотомеханиче-
ского отклика, разработанная в [13], основана на 
совместном рассмотрении двух характеристик, 
меняющихся по мере изомеризации – кривизны 
кристалла и его продольного удлинения, что по-
вышает достоверность определения степени пре-
вращения в объеме кристаллов.

Применение данной методологии для изучения 
изомеризации соединения [Co(NH3)5NO2]Cl(NO3) 
при облучении на длинах волн 523 и 403 нм (на 
краях полосы поглощения нитро-изомера при 460 
нм) позволило получить сведения о неполном 
превращении нитро- в нитрито-форму в этих 
условиях [41]. Максимальная степень превра-
щения при указанных длинах волн оказывается 
примерно на 10% ниже, чем при облучении синим 
(465 нм) светом. Было высказано предположение, 
что наиболее вероятной причиной неполного пре-
вращения является его фотообратимость: образу-
ющийся нитрито-изомер испытывает обратное 
фотохимическое превращение в нитро-форму под 
действием этого же излучения. 

Для детальной проверки гипотезы о фотообра-
тимости связевой изомеризации в рассматрива-
емом комплексе поставлена задача – изучить 
зависимости максимально достижимой степени 
фотоизомеризации от длины волны излучения на 
основе анализа деформации кристалла, происхо-
дящей при изменении длины волны источников 
излучения. 

ЭКСПЕРИМЕНТ

Для проведения фотоизомеризации использо-
вали термостатированную камеру с оптическими 
окнами для засветки и наблюдения за кристаллом, 
установленную на инвертированный оптический 
микроскоп Neophot 21 (Carl Zeiss Jena, Germany). 
Кристалл (длина L = 600 мкм, толщина h = 
= 18 мкм), прикрепленный к стеклянному держа-
телю с возможностью свободно изгибаться, раз-
мещался в камере в потоке сухого азота при тем-
пературе 0 °C, поддерживаемой с точностью ±1 °C 
(подробная схема установки описана в работе 
[41]). В ходе превращения изображения кристалла 
регулярно регистрировались цифровой камерой. 
Для подсветки кристалла использовали светоди-
одный источник света с длиной 625 нм, не вызы-
вающий фотохимических превращений. Для по-
лучения временных зависимостей кривизны и 
продольного удлинения кристаллов серии циф-
ровых изображений кристалла анализировали 
с использованием специально разработанного 
программного обеспечения – плагина “Bending 
crystal track” (http://imagej.net/PhotoBend) для 
программы анализа изображений ImageJ [42]. Ме-
тод основан на распознавании заданных элемен-
тов изображения кристалла и определении коор-
динат трех точек, расположенных на концах и 
в середине центральной линии кристалла, по 
которым вычисляется текущая длина и кривизна 
кристалла [13].

Проведение экспериментов при температуре 
0 °C обеспечивает протекание только фотохими-
ческой изомеризации. Участием термоактивиро-
ванного превращения изомеров в данных условиях 
можно пренебречь, так как характерное время 
термической изомеризации составляет порядка 
одного месяца при 0 °C, в то время как типичная 
длительность фотоизомеризации составляет не-
сколько часов. Для засветки кристалла использо-
вали светодиодные источники с длинами волн 403 
и 465 нм, а так же ксеноновую дуговую лампу 
высокого давления с полосовыми интерференци-
онными фильтрами 350, 375, 425 и 491 нм. 

Стандартная последовательность проведения 
эксперимента состояла в следующем: кристалл, 
расположенный в измерительной камере, прогре-
вался в темноте до 80 °C в течение 30 мин для 
приведения состава комплексного соединения к 
термически равновесному, соответствующему 
практически полному превращению соединения 
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в нитро-форму. После этого кристалл охлаждали 
до 0 °C в течение часа и далее его подвергали за-
светке источником с одной из длин волн в течение 
суток для достижения фотостационарного со-
стояния. На следующий день производили замену 
источника света другим, регистрировали кинети-
ческие кривые последующего механического от-
клика кристалла.

Погрешности измерения изменений степени 
превращения в экспериментах с переключением 
источников света можно оценить исходя из дол-
говременной стабильности измерений длины и 
кривизны кристалла в отсутствие засветки (рис. 
2). Шум измерения длины кристалла характери-
зуется стандартным отклонением в 0.22 пикселя 
при средней длине изображения кристалла равной 
3248.3 пикселя, что соответствует погрешности 
измерения деформации кристалла ±6.8 · 10–5. Та-
кой уровень погрешности соответствует ошибке 
в определении изменения степени изомеризации, 

равной ±0.2%. Разброс измерения кривизны со-
ставил ±7.6 · 10–3 см–1, что соответствует стандар-
тному отклонению прогиба центральной части 
кристалла в 0.19 пикселя. Данная погрешность 
определяет предел чувствительности методики к 
изменению поперечной неоднородности степени 
превращения, равной 0.04% для кристалла, ис-
пользованного в эксперименте. Учитывая то, что 
шум в измерениях прогиба прямого кристалла 
определяется только шумами цифрового изобра-
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шум измерения длины и относительного прогиба 
центральной части кристалла без засветки при 
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визны (б) кристалла при последовательной засветке 
источниками с длинами волн 425, 350, и 425 нм при 
Т  = 0 °С. На вставках: увеличенные участки зависи-
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зываемые переключением источников света.
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жения кристалла, а погрешность измерения длины 
включает также случайную термическую дефор-
мацию, по полученным характеристикам можно 
оценить погрешность поддержания температуры 
кристалла, примерно равную ±1 °C, а погреш-
ность определения координат элементов изобра-
жения – около 0.1 пикселя.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Характер фотомеханического отклика при 

изменении длины волны источника света 

Для качественной демонстрации полной кар-
тины механического отклика кристалла при за-
мене источников света на рис. 3 представлены 
результаты простого эксперимента, в котором 
кристалл, исходно находившийся в нитро-форме, 
был последовательно засвечен источниками с раз-
личными длинами волн: 425, 350 и вновь 425 нм. 
Первый этап засветки кристалла источником с 
l = 425 нм в течение ~2.7 ч был достаточен для 
почти полного завершения деформационных про-
цессов, что указывало на приближение к фото-
стационарному состоянию. Последующие пере-
ключения на источники с длинами волн 350 и 
425 нм каждый раз вызывали дополнительный 
слабый механический отклик. Переключение на 
источник с длиной волны 350 нм вызывает не-
большое увеличение степени изомеризации, что 
проявляется в дополнительном удлинении крис-
талла на ~0.08% и цикле изгиб–разгиб кристалла 
в том же направлении, что и на первом этапе. Это 
согласуется с ростом степени превращения со 
стороны засветки кристалла. Вторичная засветка 
источником с l = 425 нм вызывает обратный по 

характеру отклик — небольшое укорочение крис-
талла и цикл изгиб–разгиб в противоположном 
направлении, что указывает на снижение степени 
превращения, распространяющееся со стороны 
засветки. Деформация кристалла практически 
возвращается к состоянию, достигнутому в конце 
первого этапа. 

Для получения представления о наблюдаемой 
деформации кристалла на рис. 4 показано совме-
щенное изображение трех последовательных со-
стояний: 1 — начальное состояние кристалла, 2 — 
состояние в пике кривизны на первом этапе за-
светки источником с длиной волны 425 нм (также 
показаны метки, используемые алгоритмом ана-
лиза формы кристалла), 3 — пик кривизны на 
этапе засветки источником с длиной волны 350 нм. 
Сравнение изображений 1 и 3 позволяет получить 
представление о достигаемом в этот момент 
(~104 с, см. рис. 3a и 3б) удлинении кристалла 
в ~3.7%, и отклонении от геометрии кристалла, 
вызванном кривизной, – 1/R ~ 0.4 см–1.

Полученные результаты свидетельствуют о су-
ществовании воспроизводимой зависимости фо-
тостационарной степени превращения от длины 
волны. Достигнутое при λ = 425 нм удлинение 
кристалла (~3.64%) оказалось близко к величине, 
полученной ранее в работе [13] для λ = 465 нм. 
Это говорит о том, что значения фотостационар-
ных степеней превращения при λ = 425 и 465 нм 
близки друг к другу. 

Отметим, что удлинение кристалла при пере-
ключении источников света на порядок превос-
ходит возможные эффекты от термических де-
формаций кристалла из-за нестабильности его 
температуры: ±1 °C. Оценка возможного измене-
ния температуры кристалла вследствие изменения 
мощности излучения источника света не пре
восходит величины ~10–2 °C в рассматриваемых 
условиях (мощность излучения источников – 
~0.05 Вт/см2). Таким образом, все механические 
эффекты, наблюдаемые при замене источников 
света, гарантировано относятся только к измене-
нию степени изомеризации в объеме кристалла, 
связанной с изменением фотостационарного со-
стояния.

Так как длина кристалла практически линейно 
связана со степенью изомеризации [13], по до-
полнительному удлинению кристалла можно оце-
нить увеличение доли нитрито-изомера. Если 
принять, что под действием света с длиной волны 

1

2

3

Рис. 4. Совмещенное изображение кристалла в трех 
последовательных стадиях процесса, показанного на 
рис. 3: 1 — начальное состояние, 2 — пик кривизны 
при засветке источником l = 425 нм (t  = 103 с), 3 — 
пик кривизны, достигнутый после переключения 
с длины волны 425 на 350 нм (t  = 104 с). На изображе-
нии 2 показаны метки, используемые алгоритмом 
анализа формы кристалла. Стрелки указывают на-
правление засветки кристалла.
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425 нм происходит близкое к полному превра-
щение, то приращение степени превращения при 
переключение источника на λ = 350 нм можно 
оценить как равное 0.08/0.0364 ≈ 2.2%. Для оценки 
абсолютных значений степени превращения 
можно воспользоваться двумя условиями: степень 
превращения должна быть не ниже 95% при 
λ = 425 нм (5%-ный предел обнаружения остаточ-
ной нитро-формы рентгеноструктурным методом) 
и не более 100% при λ  =  350 нм. Тогда степень 
превращения при длине волны 425 нм должна 
лежать в интервале от 95 до 97.8%. Для дальней-
ших оценок можно условно принять, что величина 
фотостационарной степени превращения при 
l = 425 нм и T  = 0 °С равна округленному среднему 
между двумя этими пределами (96 ± 1.4)%. Тогда 
величину максимальной продольной деформации 
при полном превращении нитро-формы в ни-
трито-форму при 0 °С можно оценить как равную 
ε0 = 3.64/0.96 = 3.79%. 

Как видно из сравнения рис. 2 и 3, переклю-
чение источников света значительно сильнее от-
ражается на изменении кривизны кристалла по 
сравнению с изменением его длины. Помимо 
того, что чувствительность методики к изменению 
кривизны кристалла выше, чем к его удлинению 
(перемещения, вызываемые изгибом, больше 
в ~L/h раз, чем перемещения, вызываемые только 
удлинением), существует важное различие в ме-
ханизмах изменения удлинения и изгиба. В отли-
чие от удлинения, связанного только с измене-
нием средней степени превращения, кривизна 
определяется поперечной неоднородностью пре-
вращения по толщине кристалла, приводящей 
к поперечному градиенту осевой деформации. 
Максимально достигаемая неоднородность пре-
вращения определяется масштабом, задаваемым 
характерной глубиной поглощения света, согласно 
закону Бугера–Ламберта–Бера [43]. 

Согласно теории фотомеханического отклика 
изложенной в работе [30], при слабом поглощении 
света, когда характерная глубина поглощения в за-
коне Бугера–Ламберта–Бера примерно равна или 
больше толщины кристалла, максимальная кри-
визна определяется выражением 1/R = 0.37e0/h0, 
где ε0 — максимальная продольная деформация, 
вызываемая полным превращением, h0 — харак-
терная глубина поглощения света. 

Тогда по величине максимальной кривизны 
кристалла, равной 1/R ≈ 6 см–1 (рис. 3) можно 

получить оценку глубины поглощения света: 
h0 ≈ 22 мкм при l = 425 нм. Это согласуется с оцен-
ками, полученными в работе [13], где определено 
h0 ≈ 8.5 мкм при l = 465 нм: отношение величин 
глубины поглощения при 465 и 425 нм, равное 
8.5/22 ~ 0.4, соответствует отношению значений 
экстинкций водных растворов соединения при 
425 и 465 нм: ~40/100. При переключении на 
источник с l = 350 нм поглощение света значи-
тельно возрастает: из данных, представленных на 
рис. 1 следует, что исходная нитро-форма должна 
поглощать в ~8 раз сильнее, чем при l = 465 нм, 
т.е. глубина поглощения снижается до ~1 мкм, 
что гораздо меньше толщины кристалла h = 
= 18 мкм. 

Засветка исходных кристаллов нитро-изомера 
в таких условиях неизбежно ведет к их разруше-
нию вследствие больших механических напряже-
ний, связанных с резкой поперечной неоднород-
ностью деформации, возникающей из-за преиму-
щественного превращения приповерхностного 
слоя ~h0 на начальных этапах реакции. Кристалл 
не разрушается в данном эксперименте благо
даря  тому, что перед засветской источником 
с l = 350 нм он уже был практически полностью 
превращен в результате длительного облучения 
источником с l = 425 нм. Дополнительная дефор-
мация, вызываемая увеличением превращения 
только на 2.2% при переключении длины волны 
с 425 на 350 нм вызывает в ~2000 раз меньшую 
энергию деформации по сравнению с полным 
превращением, что предотвращает разрушение. 
Более того, на втором этапе свет распространяется 
в кристалле, почти полностью превращенном 
в нитрито-форму, которая поглощает заметно 
слабее, что приводит к более слабой неоднород-
ности превращения и дополнительно снижает 
риск разрушения. 

Глубина поглощения света при l = 350 нм в ни-
трито-форме составляет h0 ≈ 3 мкм, тем не менее 
она все еще заметно меньше толщины кристалла. 
В этом случае пик кривизны кристалла на проме-
жуточной стадии превращения определяется мо-
ментом формирования поперечного градиента 
превращения от нового уровня фотостационарной 
степени превращения на освещаемой поверхности 
до исходного состояния на противоположной 
поверхности кристалла. Достигаемая при этом 
кривизна оценивается как 1/R  = De/h, где Δe — 
разница в значениях продольной деформации на 
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противоположных сторонах кристалла, которая 
в рассматриваемом случае должна быть близка 
к полному удлинению кристалла в результате пе-
реключения с длины 425 на 350 нм. Следова-
тельно, 1/R ≈ (8 · 10–4)/18 мкм ≈ 0.44 см–1, что 
соответствует наблюдаемому пику кривизны крис-
талла после переключения на источник 
с l = 350 нм. Заметим, что отношение пиков кри-
визны при длинах волн 350 и 425 нм (0.4 и 6 см–1) 
оказалось втрое больше, чем отношение значений 
продольных деформаций на этих этапах (0.08% и 
3.64%), что вместе с большей чувствительностью 
измерения кривизны обуславливает визуально 
большее влияние переключения источников света 
на профили кривизны по сравнению с удлине-
нием. Однако, как будет показано далее, количе-
ственный анализ изменения кривизны не может 
применяться для определения зависимости сте-
пени превращения от длины волны, если исполь-
зовать существующие простые модели фотомеха-
нического отклика. Для определения этой зави-
симости приходится ограничиться более слабым 
эффектом изменения длины кристалла. Тем не 
менее качественный анализ изменения кривизны 
кристалла позволяет подтвердить выводы, полу-
ченные по его удлинению.

Изменение кривизны кристалла на последнем, 
третьем этапе эксперимента после вторичной за-
светки источником l = 425 нм вообще не проходит 
через пик, а скорее возвращается к определенному 
стационарному значению. Это означает, что не-
однородность превращения на этом этапе плавно 
меняется от почти однородного превращения 
в конце этапа при l = 350 нм до некоторого неод-
нородного превращения в конце последнего этапа 
при l = 425 нм. Более того, значения кривизны 
становятся отрицательными относительно исход-
ной формы кристалла: 1/R ≈ -0.13 см–1 (также 
небольшая отрицательная кривизна наблюдается 
и в конце первого этапа эксперимента). Это озна-
чает, что при  l = 425 нм противоположная от 
источника света сторона кристалла достигает 
в стационарном состоянии несколько большей 
степени превращения, чем непосредственно ос-
вещаемая сторона. Разницу в значениях степени 
превращения на освещаемой и обратной сторонах 
можно оценить из следующего соотношения: 

( ) . %0 0 6C h RD = ε ≈ - .
При анализе дальнейших результатов работы 

оказалось, что в фотостационарном состоянии 

практически всегда наблюдается небольшая оста-
точная кривизна, зависящая от l. Так как ее ве-
личина намного меньше значения пика кривизны, 
всегда наблюдаемого на промежуточных стадиях 
в ходе полного превращения от нитро- к нитрито-
форме, она никогда ранее не рассматривалась. 
При моделировании фотомеханического отклика 
считалось, что после длительной засветки крис-
талла при низкой температуре достигается почти 
однородное превращение во всем объеме. В работе 
[13] было показано, что если превращение осу-
ществляется при более высокой температуре, 
когда нельзя пренебречь скоростью обратной ре-
акции термоизомеризации, кривизна кристалла 
действительно достигает некоторого стационар-
ного значения, зависящего от соотношения ско-
ростей фото- и термоизомеризации на различной 
глубине от освещаемой поверхности. 

В рассматриваемом случае отношение скоро-
стей фото- и термоизомеризации при 0 °С позво-
ляет оценить величину остаточной кривизны, 
ожидаемую из-за обратной термоизомеризации, 
не более ~0.02 см–1, что почти на порядок меньше 
наблюдаемых эффектов. Однако, даже если на-
блюдаемый слабый эффект остаточной кривизны 
связан с ненулевой скоростью термоактивиро-
ванной изомеризации при 0 °С, то он должен 
всегда приводить только к положительной вели-
чине остаточной кривизны, так как на освещае-
мой стороне процесс фотопревращения всегда 
идет с большей скоростью. Наконец, если пред-
положить о том, что наблюдаемые эффекты свя-
заны с поперечной неоднородностью термиче-
ских деформаций, то требуемая для этого разница 
температур на противоположных сторонах крис-
талла должна составлять более 1 °С, что физи-
чески невозможно для кристалла толщиной 18 
мкм в потоке газа,так как подобный градиент 
температуры (эквивалентный 500 °С на 1 см) со-
ответствовал бы огромному потоку тепловой 
энергии через толщу кристалла. Таким образом, 
остаточная кривизна кристалла однозначно сви-
детельствует о формировании фотостационарного 
градиента степени превращения в толще крис-
талла.

Вообще говоря, базовое предположение об 
однородном стационарном фотопревращении 
подразумевает одинаковое отношение скоростей 
прямой и обратной фотоизомеризации, что обя-
зательно требует постоянного спектра излучения 
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по всей толщине кристалла. Однако это условие 
может выполняться только для строго монохро-
матического источника света. Кинетика обра-
тимой фотоизомеризации описывается уравне-
нием 

	 ( )1 21
C

k C k C
t

∂
= - -

∂
.	 (1)

Здесь C — доля нитрито-изомера, k1,2 — эффек-
тивные константы скорости прямой (нитро-ни-
трито) и обратной (нитрито-нитро) фотоизоме-
ризации, которые выражаются в виде

	 ( ) 0i i ik I x C= Φ m ,	 (2)

где I(x) – зависимость интенсивности света (плот-
ности потока фотонов), распространяющегося 
на расстояние х в глубь освещаемой поверхности 
кристалла, возникающая из-за поглощения, 
[с–1 ∙ см–2], Ф1,2 — квантовые выходы прямой и 
обратной реакций, m1,2 — коэффициенты погло-
щения нитро- и нитрито-форм в законе Бугера–
Ламберта–Бера, см–1; C0 – общая концентрация 
молекул в соединении, см–3. Следовательно, в фо-
тостационарном состоянии доля нитрито-изомера 
Cps определяется согласно выражению

	 .
1

1
2

1

21psC
-Φ m = + Φ m 

	 (3)

Из этого уравнения видно, что зависимость 
I(x), возникающая из-за поглощения света, не 
проявляется в стационарном состоянии, так как 
обе константы пропорциональны интенсивности 
излучения. Поскольку величины Фi и μi зависят 
от l, то выражение в уравнении  не зависит от x 
только в случае строго монохроматического света. 
Из-за зависимости μi от длины волны спектр ре-
ального источника света может меняться по мере 
прохождения света в глубь кристалла: он смеща-
ется в область длин волн, характеризующихся 
меньшим поглощением. Из этого следует, что у 
стационарной степени превращения появляется 
некоторая зависимость Cps(x), приводящая к на-
блюдаемому остаточному изгибу кристалла в фо-
тостационарном состоянии. 

Знак остаточной кривизны определяется на-
правлением изменения отношения Ф2m2 /Ф1m1 
по мере смещения спектра света при его распро-
странении вглубь кристалла. Учитывая ширину 
спектров излучения источников 10–20 нм, из 
анализа данных на рис. 1 можно сделать вывод, 

что отношение коэффициентов поглощения 
m2 /m1 имеет достаточно сильную зависимость от 
l и способно приводить к изменению стацио-
нарной степени превращения на единицы про-
центов из-за изменения спектра излучения как 
в сторону увеличения, так и в сторону снижения. 
В то же время можно предположить, что незна-
чительное смещение центра спектра из-за по-
глощения на Δl (порядка его исходной ширины) 
не приводит к существенному изменению отно-
шения квантовых выходов Ф2/Ф1. Следова-
тельно, отклонения в стационарной степени 
превращения в большей степени определяются 
изменением отношения m2/m1 в области l ± Δl. 
Это позволяет получить качественное предска-
зание зависимости остаточной стационарной 
кривизны от l, основываясь на анализе зависи-
мостей μ1(l) и μ2(l). 

Следует учитывать, что положение и ширина 
максимумов полос поглощения в кристалле может 
несколько отличаться от данных для растворов 
из-за влияния сольватации на энергию элект-
ронных состояний и выделенной ориентации 
поглощающих центров в кристалле, в отличие от 
усредненной ориентации в растворе. Так как ста-
ционарная степень превращения близка к 100%, 
поглощение на поздних этапах превращения опре-
деляется в основном нитрито-формой, т.е. вели-
чиной μ2. Следовательно, спектр излучения источ-
ника заметно изменяется в объеме кристалла в 
том случае, если длина волны источника исходно 
находится в области сильного изменения μ2(l). 
При этом производная dμ2 /dl определяет направ-
ление смещения центра спектра по мере увели-
чения x. В частности, из представленных на рис. 1 
данных следует, что в области l = 405–430 нм на-
блюдается разнонаправленное изменение μ1(l) и 
μ2(l): снижение кривой зависимости μ2(l) при-
водит к смещению спектра излучения в длинно-
волновую область, а рост μ1(l) обеспечивает ито-
говое увеличение стационарной степени превра-
щения на обратной стороне кристалла по сравне-
нию с освещаемой стороной. Это может быть 
причиной отрицательной остаточной кривизны 
кристаллов после длительной засветки источни-
ком с длиной волны 425 нм.

Из вышесказанного очевидно, что несмотря 
на то, что изменение длины волны источника 
света значительно сильнее отражается на изгибе 
кристалла, его анализ гораздо более сложен для 
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определения изменения в степени превращенияпо 
сравнению с удлиннением. Для моделирования 
отклика кривизны кристалла потребовался бы 
явный учет спектров излучения источников и 
спектров поглощения изомеров, что существенно 
усложняет требуемую для этого количественную 
модель процесса. В то же время анализ изменения 
длины кристалла лишен всех указанных недостат-
ков и дает прямую информацию о зависимости 
предельной степени превращения от длины 
волны.
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Рис. 5. Кинетика изменения удлинения (a) и кри-
визны (б) кристалла [Co(NH3)5NO2]Cl(NO3), вызы-
ваемая переключениями источников излучения: 1 — 
403 → 350 нм, 2 — 403 → 375 нм, 3 — 403 → 425 нм, 
4 — 403 → 465 нм, 5 — 425 → 350 нм, 6 — 465 → 350 нм, 
7 — 465 → 375 нм, 8 — 465 → 425 нм, 9 — 465 → 491 нм.

Зависимость фотостационарной степени 
изомеризации от длины волны

На рис. 5 показаны кривые фотомеханического 
отклика кристалла при следующих переключе-
ниях источников света: 403→350 нм, 403→375 
нм, 403→425 нм, 403→465 нм, 425→350 нм, 
465→350 нм, 465→375 нм, 465→425 нм, 465→491 
нм. Наибольшее увеличение длины кристалла 
наблюдается в серии переключений от стацио-
нарного состояния при облучении с l = 403 нм, 
что говорит о наименьшей степени превращения 
при этой длине волны. Максимальное удлинение 
и, следовательно, наибольшая степень превра-
щения достигается при l = 350 нм. Переключение 
465 → 425 нм не вызывает заметного изменения 
длины кристалла и средней степени превра-
щения, однако кривизна кристалла меняет знак, 
что свидетельствует об изменении знака гради-
ента степени превращения по толщине. Пример-
ное равенство степени превращения при облуче-
нии светом с длинами волн 425 и 465 нм под-
тверждается одинаковым удлинением кристалла 
при переключениях 403 → 425 нм и 403 → 465 нм, 
а также 425 → 350 нм и 465 → 350 нм. Отрицатель-
ная кривизна кристалла, достигаемая после пе-
реключений 465 → 425 нм и 403 → 425 нм согла-
суется с результатами, представленными на рис. 
3, и подтверждает необычный эффект более глу-
бокого превращения на обратной стороне облу-
чаемого кристалла. Значение предельной степени 
превращения при 375 нм оказывается промежу-
точной величиной между l = 350 нм с одной сто-
роны, и 425/465 нм с другой. Интересная особен-
ность облучения кристалла при l = 375 нм состоит 
в самом высоком значении положительной оста-
точной кривизны (многократно наблюдавшемся 
при переключениях 403 → 375 нм и 465 → 375 нм) 
и соответствующей поперечной неоднородности 
превращения ΔC  ~ 2.3%. 

Самый высокий пик изменения кривизны на-
блюдается при переключении 403 → 350 нм, что 
объясняется как самым высоким приростом сте-
пени превращения, так и высоким поглощением 
излучения l = 350 нм. Несколько меньший при-
рост степени превращения при переключениях 
403 → 375 нм и 403 → 465 нм приводит к некото-
рому снижению пиков кривизны кристалла из-за 
меньшего поглощения на этих длинах волн. 

Эффект меньшего поглощения света особенно 
заметен на переключении 403 → 425 нм — не-
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смотря на одинаковое изменение степени превра-
щения в случае переключения 403 → 465 нм, пик 
кривизны оказывается в четыре раза ниже. Изме-
нение кривизны при переключениях 425 → 350 нм 
и 465 → 350 нм должно было бы иметь одинаковый 
характер, так как переход к новому состоянию 
начинается с примерно одинаковой степени пре-
вращения при облучении источниками с длинами 
волн 465 и 425 нм. Фактически наблюдаемые раз-
личия между этими кривыми объясняются тем, 
что процесс начинается с противоположных по 
знаку градиентов степени превращения. С учетом 
соответствующей разницы начальной кривизны 
кристалла наблюдается одинаковая амплитуда 
изменения кривизны в этих двух случаях. Нако-
нец, отдельно стоит отметить результат переклю-
чения 425 → 491 нм – процесс достижения ста-
ционарной степени превращения при 491 нм 
оказался слишком долгим и не был завершен. 
Малая скорость процесса, вероятно, связана со 
снижением квантового выхода превращения 
в условиях низкой энергии возбуждающего света, 
что ранее наблюдалось при изучении превра-
щения при l = 523 нм [41]. 

Данные анализа по удлинению кристалла в ре-
зультате различных переключений представлены 
в табл. 1, показывающей изменение стационарной 
степени превращения относительно ее значений 
при l = 425 нм, а также зависимость стационарной 
степени превращения от длины волны, рассчи-

танной, исходя из оценки достижения 96%-ного 
превращения при l = 425 нм. Погрешность отно-
сительной степени превращения — 0.2%, абсо-
лютной степени превращения — 1.4%. В таблицу 
также добавлена оценка степени превращения для 
источника с длиной волны 523 нм, полученная 
ранее в работе [41].

Довольно высокие значения степени превра-
щения в табл. 1 согласуются с известными дан-
ными [8, 10] и указывают на то, что квантовый 
выход нитро-нитрито-реакции значительно пре-
восходит квантовый выход обратной реакции. 
Степень превращения, равная 96% при l = 425 нм, 
вблизи изобестической точки, позволяет оценить 
отношение . ,2 1 0 04Φ Φ ≈  согласно уравнению (3), 
что близко к оценке из работы [41]. 

Полученная кривая зависимости Cps(l) имеет 
две области снижения, расположенные на краях 
полосы поглощения при 460 нм нитро-изомера. 
В этих областях выполняется соотношение μ2 > μ1. 
Это позволяет предположить, что зависимость 
Cps(l) определяется, главным образом зависимо-
стью m2(l)/m1(l)  от длины волны. 

На рис. 6 показана зависимость Cps(l), постро-
енная согласно уравнению  с Ф2/Ф1 = 0.04. Из 
этого рисунка видно, что полученная зависимость 
качественно согласуется с экспериментальными 
данными из табл. 1. Следовательно, зависимость 
Cps(l) в основном определяется соотношением 
коэффициентов поглощения нитро- и нитрито-
изомеров. Учитывая полученные ранее в работе 
[41] величины квантового выхода нитро-нитрито-
изомеризации для изучаемых кристаллов, кван-
товый выход обратной реакции можно оценить 

Таблица 1. Зависимость фотостационарной степени 
нитро-нитрито-изомеризации при 0 °С в кристалле 
[Co(NH3)5NO2]Cl(NO3) от длины волны источника 

облучения

λ, нм Cps – Cps(425 нм), % Cps, %
350 2.2 98.2
375 1.5 97.5
403 -8.2 87.8
425 0 96.0
465 0 96.0
491 -3.0 93.0

523* -10.0 86.0
* Оценка степени превращения для λ  =  523 нм взята из 
работы [41].

80

90
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Рис. 6. Зависимость фотостационарной степени ни-
тро-нитрито-изомеризации от длины волны при 0 °C 
в кристалле [Co(NH3)5NO2]Cl(NO3) (точки) и мо-
дель зависимости Cps(l), согласно уравнению (3) при  
Ф2/Ф1 = 0.04 (линия).
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как меняющийся от 10–3 до 6 · 10–3 в диапазоне 
длин волн от 523–403 нм. 

Качественное объяснение гораздо более низкого 
квантового выхода нитрито-нитро-изомеризации 
по сравнению с прямой нитро-нитрито-реакцией, 
может быть связано с более низким положением 
уровня энергии реакционно активного возбужден-
ного состояния нитрито-формы, по сравнению 
с энергией возбужденного состояния нитро-формы. 
Таким образом, в отличие от основного состояния, 
в котором NO2

–-лиганд прочнее связан с комплек-
сом в нитро-координации, в возбужденном со-
стоянии большим взаимодействием может харак-
теризоваться нитрито-координация. Это согласу-
ется с тем, что наименьшая энергия возбуждения 
комплекса (d-d-переход) в нитрито-форме на 
~0.2 эВ меньше соответствующей энергии для ни-
тро-формы. Эта величина больше, чем разница 
в значениях энергии основных состояний нитро- и 
нитрито-форм (~0.1 эВ), исходя из энтальпии пре-
вращения. Данное предположение объясняет по-
чему термическая и фотохимическая реакции в дан-
ном случае преимущественно смещены к противо-
лежащим продуктам.

Качественная модель остаточной 
фотостационарной кривизны кристалла

Согласие простой модели зависимости Cps(l) 
с экспериментальными данными позволяет про-
анализировать предсказание этой моделью на-
блюдаемых эффектов остаточной кривизны крис-
таллов в фотостационарном состоянии. При 
условии малой неоднородности зависимости ста-
ционарной степени превращения от глубины, 
Cps(x), кривизна кристалла выражается в виде

	 .0
1 psdC

R dx
= -ε 	 (4)

Так как градиент степени превращения вызы-
вается смещением спектра излучения из-за его 
поглощения по мере прохождения через кристалл, 
мы можем приблизительно выразить его следу-
ющим уравнением, записанным в приближении 
узкого спектра излучения Δl/λm<<1 (λm — средняя 
длина волны спектра излучения):

	
( ) ( )

.psps mdC x dC d

dx d dx

l l
=

l
	 (5)

Предполагая для простоты, что форма кривой 
исходного спектра излучения приближенно опи-
сывается гауссовой зависимостью от l, и что по-

глощение в стационарном состоянии обусловлено 
преимущественно нитрито-изомером, концен-
трация которого близка к 100%, для градиента 
средней длины волны спектра можно получить 
следующее выражение:

	 ,
2

2

2
md d

dx d

l mδ
=

l
	 (6)

где δ — характерная ширина спектра источника 
излучения. Таким образом, получаем для оста-
точной кривизны приближенное уравнение вида

	 .
2

2
0

1

2
psdC d

R d d

mδ
= -ε

l l
	 (7)

На рис. 7 представлена кривая остаточной кри-
визны, расчитанная по уравнению  при δ = 0.03λm, 
что примерно соответствует ширине спектров ис-
пользованных источников излучения. Как видно 
из этого рисунка, модель качественно верно пред-
сказывает существование областей положительной 
и отрицательной остаточной кривизны, располо-
женных вблизи l = 400 нм и примерно согласую-
щихся по амплитуде с наблюдаемой кривизной 
кристалла при длинах волн 375 нм (~0.5 см-1) и 
425 нм (~ –0.14 см–1). 

Очевидно, что простое приближение, исполь-
зованное в модели, не может обеспечить точного 
согласования с экспериментальными данными 
из-за отличия реального спектра поглощения 
кристалла от кривых поглощения в растворе, а 
также вследствие пренебрежения зависимостями 
величин квантовых выходов от длины волны 
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Рис. 7. Зависимость остаточной кривизны кристалла 
в фотостационарном состоянии от длины волны источ-
ника излучения, рассчитанная по уравнению (7).
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источника. В частности, для l = 403 нм модель 
предсказывает близкий к максимальному эффект 
отрицательной остаточной кривизны, в то время 
как в эксперименте наблюдается незначительная 
положительная кривизна в фотостационарном 
состоянии при l = 403 нм. Это позволяет предпо-
ложить, что точка перехода между областями по-
ложительной и отрицательной кривизны (~395 нм 
на рис. 7) должна распологаться при несколько 
большей длине волны, т.е. около l = 405 нм. Сле-
довательно, реальная зависимость, представлен-
ная на рис. 7, может быть сдвинута на ~10 нм 
в область больших длин волн. Тем не менее по-
лученный результат подтверждает главный вывод 
исследования о протекании обратной нитрито-
нитро-фотоизомеризации, так как именно воз-
никающая в результате этой реакции зависимость 
Cps(l) приводит к эффектам остаточной кривизны 
кристалла из-за конечной ширины спектра источ-
ников излучения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Для ответа на вопрос о фотохимической обра-
тимости превращений между двумя связевыми 
изомерами [Co(NH3)5NO2]2+ и [Co(NH3)5ONO]2+ 
применен метод анализа удлинения и изгиба тон-
ких кристаллов [Co(NH3)5NO2]Cl(NO3), сопро-
вождающих превращение. Чувствительность ме-
тода к изменению степени превращения достигает 
0.2%, а к ее неоднородности по толщине крис-
талла — 0.04%. Это позволило определить зави-
симость фотостационарной степени превращения 
кристалла нитро-нитрито-реакции от длины 
волны излучения в диапазоне 350–491 нм. 

Показано, что фотостационарная степень пре-
вращения при 0 °С находится в диапазоне от 88% 
(при l = 403 нм) до 98% (при l = 350 нм). Погреш-
ность оценки абсолютной степени превращения — 
1.4%. Полученные результаты подтверждают, что 
при засветке кристаллов в них одновременно 
происходят встречные фотохимические превра-
щения нитро- в нитрито- и нитрито- в нитро-
формы, приводящие со временем к фотостацио-
нарному состоянию, зависящему от длины волны. 
Установлено, что полученная зависимость фото-
стационарной степени превращения от длины 
волны определяется соотношением коэффици-
ентов поглощения нитро- и нитрито-изомеров, и 
удовлетворительно описывается моделью, пред-
полагающей постоянное отношение квантовых 

выходов обратной Ф2 и прямой Ф1 реакций, т.е. 
.12 0 04Φ Φ ≈ . Низкие величины квантового выхода 

нитрито-нитро-изомеризации Ф2, составляющие 
от 10–3 до 6 · 10–3 для l, лежащей в диапазоне 403–
523 нм, могут указывать на большую энергию 
связи лиганда NO2

– в нитрито-координации, когда 
комплекс находится в возбужденном состоянии, 
что противоположно ситуации в основном со-
стоянии. 

В работе также обнаружен эффект слабого 
остаточного изгиба кристалла в фотостационар-
ном состоянии, который объясняется смещением 
спектра излучения реальных немонохроматиче-
ских источников света из-за поглощения в объеме 
кристалла. Наблюдаемый эффект дает дополни-
тельное подтверждение существования опреде-
ленной зависимости степени превращения от 
длины волны. Предложена модель, качественно 
объясняющая эффект и предсказывающая нео-
бычное явление достижения более высокой сте-
пени превращения на обратной стороне засвечи-
ваемого кристалла.

Исследование выполнено за счет гранта Рос-
сийского научного фонда № 22-23-01130.
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DETECTION OF PHOTOREVERSIBILITY OF NO2-ONO LINKAGE 
ISOMERIZATION IN [CO(NH3)5NO2]CL(NO3) CRYSTALS BY THE 

PHOTOMECHANICAL RESPONSE METHOD
S. A. Chizhik*, P. A. Gribov, V. Yu. Kovalskii, A. A. Sidelnikov

Institute of Solid State Chemistry and Mechanochemistry Siberian Branch of Russian  
Academy of Science, Novosibirsk, Russia

*E-mail: stas@solid.nsc.ru

Linkage isomerization NO2-ONO (nitro-nitrito) in the complex cation [Co(NH3)5NO2]2+ is a well-studied 
classical reaction. It is believed that the photoisomerization of the nitro form to nitrito in the crystalline phase 
achieves complete transformation at low temperature, while the reverse transformation proceeds as a first-order 
thermal intramolecular reaction upon heating of the crystals. To date, there is no information about the possibility 
of reverse photoisomerization. In this work, photoisomerization in [Co(NH3)5NO2]Cl(NO3) crystals is investigated 
by the analysis of crystal deformation caused by the transformation at different wavelengths. A change in the 
lattice parameters during the transformation leads to reliably measurable elongation and bending of acicular 
crystals. It is shown that the limiting elongation of the crystal under prolonged irradiation depends on the 
wavelength, which proves the reversibility of photoisomerization. The quantum yield of the reverse reaction is 
estimated to be 0.04 of the quantum yield of the direct reaction.
Keywords: linkage isomerization NO2, nitro-nitrito, photoisomerization, mechanical response to a photochemical 
reaction.
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Проблема обратимой трансформации и захвата на ловушки поляронов малого радиуса в кристалле 
ниобата лития рассмотрена в рамках интегральной теории встреч, бинарной по концентрации реагентов. 
Получены аналитические решения для кинетики релаксации поляронов, их времен жизни и констант 
скоростей соответствующих каналов многостадийной реакции, контролируемой подвижностью поля-
ронов. Проанализированы температурная и концентрационная зависимости наблюдаемых величин. 
Показано, что при низких температурах поляроны накапливаются в связанном состоянии, 
характеризующемся аномально низкой скоростью релаксации.
Ключевые слова: ниобат лития, свободные и связанные поляроны, светоиндуцированное поглощение, 
модель Маркуса–Холстейна, поляронный транспорт, захват на ловушки, теория встреч, кинетика 
релаксации поляронов, среднее время жизни.
DOI: 10.31857/S0207401X24020044   EDN: WIUINC

1. ВВЕДЕНИЕ

Транспорт и захват на ловушки поляронов ма-
лого радиуса играют ключевую роль в формирова-
нии замечательных свойств кристаллов ниобата 
лития (НЛ), столь широко используемых для мно-
гочисленных практических приложений, таких как 
интегральная и нелинейная оптика, оптоэлектро-
ника, голография, фотогальваника, оксидный ка-
тализ [1–8].

Стандартный кристалл НЛ конгруэнтной ком-
позиции содержит большое количество точечных 
дефектов, таких как вакансии в подрешетке лития 
(VL

–
i), антисайт-дефекты (NbL

5+
i ) — ион ниобия 

занимает вакансию в подрешетке лития), различ-
ные внешние добавки и примеси. Соответственно, 
все это создает условия для существования трех 
типов поляронов в кристалле НЛ [9]: свободные 
поляроны (Ф) формируются на регулярных узлах 
подрешетки ниобия NbN

5+
b, связанные поляроны 

(П) захватываются на антисайты NbL
5+

i , на соот-
ветствующих соседних узлах NbN

5+
b : NbL

5+
i , как ком-

позиция свободных и связанных поляронов могут 
образовываться устойчивые образования — би-
поляроны. Кроме того, на примесных центрах 
могут образовываться примесные поляроны. 
В частности, весьма распространенным случаем 

являются 2+/3+
LiFe -центры, которые играют роль 

глубоких ловушек для фотовозбужденных элект-
ронов и поляронов. При поглощении 
высокоэнергетических фотонов, вызывающих 
межзонные переходы, возможно образование ды-
рочных поляронов, локализованных на O–-цен-
трах. 

Современные эксперименты по спектроскопии 
индуцированного светом поглощения с 
временны́м разрешением позволяют селективно 
наблюдать кинетику релаксации заселенности 
поляронов в широком диапазоне времен [9, 10]. 
Однако интерпретация экспериментальных дан-
ных с микроскопической точки зрения весьма 
затруднена из-за сложности механизма взаимо-
действия различных типов носителей заряда и их 
захвата на ловушки. Феноменологический анализ 
кинетики с помощью так называемых “растяну-
тых” экспоненциальных функций Кольрауша–
Вильяма–Уоттса не дает ничего нового в физи-
ческом понимании [10]. Моделирование методом 
Монте-Карло, к сожалению, не дает ответа на 
вопрос о микроскопической детализации кине-
тического механизма захвата поляронов на ло-
вушки, без чего невозможно понять общие кине-
тические закономерности процесса [11]. Кроме 
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того, при отсутствии аналитических решений 
возникает проблема тестирования численных рас-
четов.

Чтобы исправить ситуацию в настоящей работе 
мы решаем задачу расчета кинетики релаксации 
поляронов, исходя из микроскопического описа-
ния динамики полярона с помощью модели сто-
хастических прыжков, задаваемых неадиабатиче-
ской вероятностью Маркуса–Холстейна [12, 13]. 
В настоящей работе мы фокусируемся на часто 
реализуемой на практике ситуации легирования 
кристалла ниобата лития ионами железа. Можно 
считать, что в такой системе при достаточно низ-
ких интенсивностях лазерного возбуждения все 
фотоиндуцированные заряды генерируются из 
примесных центров Fe2+, что позволяет исключить 
из рассмотрения локализованные на антисайтах 
дырочные поляроны и более сложные образова-
ния — биполяроны, образующиеся в процессе 
ассоциации свободных и связанных поляронов. 
При такой постановке задачи в системе остаются 
три активных игрока: свободные и связанные по-
ляроны, способные обратимо переходить друг в 
друга, и ловушки, ионы Fe3+, на которые необра-
тимо захватываются оба типа поляронов.

В настоящей работе мы решили эту задачу ана-
литически. Получены явные кинетические зави-
симости свободных и связанных поляронов от 
микроскопических параметров взаимодействия, 
температуры и концентрации примесных узлов и 
вакансий. Вычислены средние времена жизни 
поляронов, их температурная и концентрацион-
ная зависимости.

2. КИНЕТИЧЕСКИЕ УРАВНЕНИЯ

Введем обозначения для нашей реагирующей 
системы: A — антисайт NbL

5+
i-подрешетки лития, 

B — регулярный сайт NbN
4+

b-подрешетки ниобия, 
F — свободный полярон NbN

4+
b, P — связанный 

полярон NbL
5+

i, T — активная ловушка FeL
2+

i , Tf — 
заполненная ловушка FeL

2+
i . Термические пере-

скоки поляронов, их трансформацию и захват на 
ловушки мы будем описывать неадиабатической 
вероятностью Маркуса–Холстейна между началь-
ным (i ) и конечным (  f  ) состояниями [12, 13]:

	 /

( ) exp ,

( ) exp .
21 2
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if if
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if if
if if
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W r w
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w w T

kT kT

 = - 
 

 p ≡ = -  l    

	  (1)

Здесь Iif — резонансный интеграл; Lif — характер-
ный масштаб перекрывания волновых функций 
начального и конечного состояний; lif = Ei + Ef  — 
энергия реорганизации решетки, равная сумме 
энергии упругой деформации решетки в началь-
ном и конечном состояниях; Uif — прыжковый 
барьер, равный энергии активации прыжка из 
начального в конечное состояние. В теории Мар-
куса прыжковый барьер является квадратичной 
функцией энергии реорганизации среды, lif , и 
теплового эффекта реакции :if f f i iJ E E= + ε - - ε

	
( ) ( )

( )

2 2
2

4 4

if if f f i
if

if i f

J E
U

E E

l - + ε - ε
= =

l +
,	  (2)

где ei, ej — дополнительные энергии кулоновского 
притяжения примесных центров (для свободных 
поляронов она равна нулю). 

В эксперименте максимум пика поглощения, 
связанного с поляронами i-типа, наблюдается на 
частоте Mi = 2Ei + ei. Полуширина полосы погло-
щения при этом равна ( ln ) ,1 22 2i

i i LOE Eδ = w  где 
wi

LO — частота продольных колебаний оптических 
фононов, участвующих в образовании поляронов 
i-типа. Измерение Mi и dEi, в принципе, позволяет 
определить Ei и ei, если известно значение wi

LO. 
Однако этот параметр обычно точно не известен, 
поэтому невозможно прямое определение Ei и ei 
из спектроскопических данных. Последние 
должны корректироваться кинетическими изме-
рениями, поскольку кинетика релаксации поля-
ронов существенно зависит от прыжковых 
барьеров (2). Для конкретных расчетов в настоя-
щей работе мы воспользуемся литературными 
данными, приведенными в [9–11]: EF = 0.54 эВ, 
EP = 0.75 эВ, eP = 0.19 эВ, EFe = 0.7 эВ, eFe = 1.22 эВ. 

В формулах (1), (2) индексы “i”,“f  ” могут при-
нимать значения (F, P, T ). Однако мы сразу 
исключим из рассмотрения процессы обратного 
выпрыгивания поляронов из глубоких ловушек 
(Tf  → F,Tf  → P), так как прыжковый барьер этих 
процессов составляет более 1 эВ. Мы также 
исключим из рассмотрения прыжки примесных 
поляронов между Fe3+-ловушками ввиду малой 
концентрации последних. Таким образом, в на-
шей системе поляронов остается шесть различных 
вероятностей термических перескоков, описыва-
ющих следующие процессы: миграции Ф-поля-
ронов по регулярным сайтам (WFF, UFF = 0.27 эВ), 
миграции П-поляронов по антисайтам (WPP, 
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UPP = 0.375 эВ), захвата на ловушки Ф- и П-поля-
ронов (WFT, UFT = 0.0039 эВ; WPT, UPT = 0.0037 эВ), 
и, наконец, процессы обратимой трансформации 
Ф- и П-поляронов друг в друга (WFP, UFP = 
= 0.157 эВ; WPF, UPF = 0.547 эВ). 

Процессы трансформации поляронов и их за-
хват на ловушки описываются следующим меха-
низмом реакции:
	 ,F A P B+ ↔ + 	 (3)
	 ,F T B Tf+ → + 	 (4)

	 .P T A Tf+ → + 	 (5)

Согласно условиям эксперимента в момент 
времени t = 0 создается начальная концентрация 
Ф-поляронов [F]0 и ведется наблюдение за кон-
центрацией Ф- и П-поляронов, изменяющейся 
со временем. Мы будем интересоваться кинетикой 
свободных, ( ) [ ] /[ ] ,F 0F FtN t =  и связанных, 

( ) [ ] /[ ]P 0P FtN t = -поляронов.
В пределе быстрой миграции, когда доставка 

поляронов в зону реакций не лимитирует течение 
последних (так называемый кинетический пре-
дел), исследуемая кинетика может быть описана 
кинетическими уравнениями, составленными по 
закону действующих масс. Вводя концентрацию 
антисайтов — [A]0 = rA, регулярных сайтов — 
[B]0 = rB, и считая, что концентрация ловушек 
[T ]0 = c гораздо больше концентрации свободных 
и связанных поляронов, мы можем записать ки-
нетические уравнения в следующем виде:

	
( ) ( )

( ) ( ),

F
FP A F

PF B P FFT

dN t
k N t

dt
k N t k cN t

= - r +

+ r -
	  (6)

	
( ) ( )

( ) ( ).

P
FP A F

PF B P PT P

dN t
k N t

dt
k N t k cN t

= r -

- r -
	  (7)

Здесь кинетические константы скорости kif 
не зависят от подвижности поляронов, а являются 
результатом интегрирования соответствующих 
вероятностей перескока Wif (r) по зоне реакции 
около расстояния наибольшего сближения Rif 
пары i,  f-реагентов:

	

( )

( ) .

2

2
23

4

2 2
e 1

if

if if

if if
R

R L if if
if if

ifif

k drr W r

R R
L w T

LL

∞

-

= p =

   = p + +      

∫

	  (8)

Важным обстоятельством является то, что кон-
станты скорости прямой (kFP) и обратной (kFPF) 
реакций, равно как и вероятности элементарных 
прыжков WFP(r) и WPF (r), должны удовлетворять 
принципу детального баланса [14]:

	 ( ) exp .
( )

PF PF FP PF

FP FP B

W r k U U

W r k k T

- = = = g 
 

	  (9)

Это автоматически уменьшает число незави-
симых параметров системы, так как накладыва-
ются жесткие условия на соответствие элементар-
ных параметров прямой и обратной реакции: 

; ; ; .FP PF FP PF FP PF FP PFL L L R R R I I= ≡ = ≡ = l =l

В общем случае произвольной подвижности 
поляронов, когда процессы (3)–(5) могут контр-
олироваться доставкой реагентов в зоны реакций, 
в системе возникают многочастичные корреляции 
в расположениях реагентов, учет которых сильно 
усложняет решение проблемы. В этом случае фор-
мально точные уравнения, которым подчиняется 
на кинетика, можно записать, вводя в правой 
части уравнений (6), (7) отклонения парной 
функции распределения fif(r, t) от произведения 
концентраций (парные p-формы) [15]:

[ ][ ] ( , ) [ ][ ] ( , )X X X Xi f if i f iff r t r t→ = + p .	  (10)

Парные p-формы описывают корреляции от-
носительного расположения реагентов, возника-
ющие в однородной системе в результате сближе-
ния и взаимодействия реагентов. Очевидно, что 
в начальный момент времени в однородно рас-
пределенной системе корреляции равны нулю. 
Они появляются в процессе реагирования и при 
выходе реакционной системы на квазистационар-
ный уровень достигают максимальных простран-
ственных масштабов, равных характерным раз-
мерам соответствующих реакционных зон, ij

QR , 
многочастичной системы. Эти реакционные ра-
диусы в конечном счете и определяют стацио-
нарные константы скорости 4 ij

ij i QK D R= p  мигра-
ционно-контролируемых реакций. Соответ-
ственно, на больших относительных расстояниях 
реагентов корреляции всегда равны нулю: 

( , ) ( , ) .0 0ij ijr t r tp = = p → ∞ =
Подставляя выражения (10) в (6), (7) и учиты-

вая (8), после некоторых преобразований можно 
получить интегро-дифференциальные кинетиче-
ские уравнения, строго учитывающие возникно-
вение парных корреляций, возникающих при 
протекании бимолекулярных реакций (3)–(5):
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( )
( )[ ( )

( )] ( ) ( ) ,

F
FP A F

0

B P FT F
0

t

t

dN t
R t N

dt

N d c R t N d

= - - t r t -

- r g t t - - t t t

∫

∫ 	  (11)

	

( )
( )[ ( )

( )] ( ) ( ) .

P
FP A F

0

B P PT F
0

t

t

dN t
R t N

dt

N d c R t N d

= - t r t -

- r g t t - - t t t

∫

∫ 	  (12)

Лаплас-образы ядер ( )ijR s  кинетических урав-
нений здесь определяются через алгебраические 
комбинации лаплас-образов p-форм ( , )ij r sp  и 
кинетики следующим образом:

	

( ) ( )

( , ) ( , )
( ),

[ ( ) ( )]

3
FP FP

BP AF
PF

A F B P

1

R s d rW r

r s r s
R s

N s N s

= ×

 g p - p × + = g 
r - r g  

∫

 



 

	 (13)

( , )
( ) ( )

( )
3 FT

FT FT
F

1
r s

R s d rW r
cN s

 p
= + 

 
∫







,	  (14)

( , )
( ) ( )

( )
3 PT

PT PT
P

1
r s

R s d rW r
cN s

 p
= + 

 
∫







.	  (15)

Заметим, что, несмотря на то, что ядра ( )FPR s  
и ( )PFR s  в соотношении (13) обратимой реакции 
(3) сложным образом зависят от характера отно-
сительного сближения реагентов, для них остается 
в силе принцип детального баланса (9).

Кинетические уравнения (11), (12) не замкнуты, 
так как функции ( , )ij r sp  в общем случае подчиня-
ются бесконечной системе уравнений, описыва-
ющих динамику многочастичных корреляций в ре-
агирующей системе [15]. В литературе существует 
достаточное количество работ, посвященных раз-
личным способам обрыва бесконечной системы 
уравнений и замыкания кинетических уравнений 
для различных видов элементарных бимолекуляр-
ных реакций [16–19]. Для исследуемой многоста-
дийной реакции (3)–(5) мы воспользуемся при-
ближением интегральной теории встреч [14], со-
стоящим в пренебрежении всеми трехчастичными 
корреляциями в уравнениях для парных p-форм 
[17]. Проделав такую процедуру, мы получаем сис-
тему уравнений для парных p-форм:

[ ]
[ ]

( , ) ˆ ( ) ( )

( ) ( ) ,

AF
F AF FP AF A F

PF BP B P

r t
L W r N t

t
W r N t

∂p
= p - p + r +

∂
+ p + r 	 (16)

[ ]
[ ]

( , ) ˆ ( ) ( )

( ) ( ) ,

BP
P BP FP AF A F

PF BP B P

r t
L W r N t

t
W r N t

∂p
= p + p + r -

∂
- p + r 	 (17)

	 [ ]

( , ) ˆ ( , ) ( )

( , ) ( ) ,

FT
F FT FT

FT F

r t
L r t W r

t
r t cN t

∂p
= p - ×

∂
× p + 	  (18)

	 [ ]

( , ) ˆ ( , ) ( )

( , ) ( ) ,

PT
P PT PT

PT P

r t
L r t W r

t
r t cN t

∂p
= p - ×

∂
× p + 	  (19)

где  Li — операторы движения поляронов. Не-
трудно заметить, что система уравнений распада-
ется на три невзаимодействующие части: связан-
ные уравнения (16), (17), описывающие динамику 
корреляций, возникающих в обратимой реакции 
(3), и два независимых уравнения (18), (19), опи-
сывающих захват Ф- и П-поляронов на ловушки 
(4), (5). 

Таким образом, мы получили замкнутую сис-
тему кинетических уравнений (11)–(19), описы-
вающую кинетику релаксации свободных и свя-
занных поляронов с учетом динамики парных 
корреляций, возникающих в процессе их сбли-
жения и взаимодействия. Отметим, что уравнения 
справедливы в том случае, когда характерные 
радиусы парных корреляций, описанные вокруг 
реагентов, не перекрываются в объеме, что и яв-
ляется условием отсутствия корреляций высшего 
порядка. Это условие означает, что малы так на-
зываемые параметры бинарности xij  каждой эле-
ментарной стадии многостадийной реакции  
(1)–(3):

	 ( ) [ ] .34
X 1

3
ij

ij jQR
p

x =  	  (20)

Это условие достигается в случае достаточно 
малых концентраций либо в ситуации достаточно 
быстрого движения поляронов.

Условие бинарного описания (20) фактически 
означает, что средние времена парных встречи 
реагентов, ( ) /2ij ij

c iQR Dt = , задающее масштаб из-
менения ядер в (11), (12), гораздо меньше средних 
времен между встречами, ( [ ]) 14 Xij ij

i jf QD R -t = p , ко-
торые определяются обратными стационарными 
скоростями соответствующих реакций: / 1ij ij

c ft t  . 
Из этого следует, что при выполнении условия 
(20) кинетика реагирующей системы за достаточно 
короткие времена ij

ct  выходит на квазистационар 
с константами скорости 
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	 ( ) ( )
0

0ij ij ijK R s R t dt
∞

= = = ∫ . 	  (21)

Кинетические уравнения (11), (12) при этом 
переходят в следующие:

	
[ ]( )

( ) ( )

( ),

F
FP A F B P

FT F

dN t
K N t N t

dt
K cN t

= - r - r g -

- 	 (6а)

	
[ ]( )

( ) ( )

( ).

P
FP A F B P

PT P

dN t
K N t N t

dt
K cN t

= r - r g -

- 	 (7а)
Фактически, они дублируют уравнения (6), 

(7) с точностью до переопределения кинетических 
констант скоростей элементарных стадий на со-
ответствующие стационарные константы: 

ij ijk K→ .

3. КОНСТАНТЫ СКОРОСТИ ЗАХВАТА 
НА ЛОВУШКИ

Прежде чем приступить к расчету ядер 
(13) — (15) кинетических уравнений (11), (12), мы 
должны определить операторы движения поля-
ронов. Свободные поляроны движутся посред-
ством стохастических прыжков по регулярным 
узлам NbN

5+
b кубической подрешетки ниобия с ве-

роятностью WFF (r) в единицу времени. В зависи-
мости от того, как пространственный масштаб 
этих прыжков соотносится с характерным разме-
ром области затухания вероятности захвата на 
ловушки, WFF (r), формируется механизм реакции. 
Наиболее вероятные прыжки поляронов проис-
ходят между ближайшими соседними узлами под-
решетки, разделенными расстоянием d = 3.765A. 
Для поляронов малого радиуса характерный мас-
штаб затухания вероятности должен быть меньше 
или порядка постоянной решетки: LFF/2 ≤ d. По-
этому приближенно можно считать, что захват 
Ф-поляронов на ловушки происходит по диффу-
зионному механизму [14], когда полярон проходит 
зону реакции посредством многих прыжков ма-
лого масштаба. В этом случае оператор движения 
в уравнениях (16), (18) имеет вид

ˆ , ( ) .
2

2
F F F FF2

1 1

6 j j
j

L D r D W r r
r r

∂
= =

∂
∑ 	  (22)

Суммирование в (22) идет по всем узлам куби-
ческой подрешетки ниобия.

Связанные поляроны могут перемещаться 
только по антисайтам NbL

5+
i , которые составляют 

только 1% от регулярных узлов подрешетки лития. 
Поэтому среднее расстояние между ними, опре-
деляющее характерный масштаб прыжка поля-
рона, гораздо больше постоянной решетки:

	
/

. .
1 3

A
4

10 5
3

A d
-p l = r ≈  

 	

Таким образом, связанный полярон проходит 
в тушащий слой реакции шириной LPT/2  d одним 
большим прыжком, и захват на ловушку проис-
ходит быстрее формирования коэффициента диф-
фузии. Такой механизм называется прыжковым 
механизмом реакции [14]. В пределе больших 
масштабов l прыжковый оператор определяется 
следующим образом:

	 [ ]ˆ ( ) ( ) ( )P
PP

1
L f r f r f r= - - → ∞

t
.	  (23)

Здесь tPP — среднее время между прыжками по-
лярона по неупорядоченной системе антисайтов. 
Оно равно интегралу от кинетики эмиграции но-
сителей из первоначально занятого узла решетки. 
Заметим, что эта кинетика в неупорядоченной 
системе неэкспоненциальна. Введение оператора 
(23) означает, что мы переходим к марковскому 
описанию процесса случайных блужданий с эк-
споненциальной функцией эмиграции. Физи-
чески это эквивалентно введению эффективной 
упорядоченной решетки антисайтов со скоростью 
ухода 1/tPP, одинаковой для каждого центра.

В литературе попытки расчета tPP предприни-
мались в рамках разных теорий примесной прыж-
ковой проводимости [20–24]. Было показано, что 
существенной особенностью этой величины яв-
ляется экспоненциальная зависимость от концен-
трации примесных центров. Последнее обуслав-
ливает существование порога протекания — кри-
тического расстояния между примесями, rC, 
больше которого невозможно образование бес-
конечного перколяционного кластера в неупоря-
доченной системе: ( )~ exp /PP PP2 Cr Lt , /~ .1 3

ACr
-r  

В настоящее время считается, что наиболее точно 
критическое расстояние оценивается теорией 
перколяции: .1 39Cr ≈ l  [20]. Более полное выра-
жение для tPP с учетом предэкспоненциального 
множителя получается в рамках самосогласован-
ной диаграммной техники, предложенной в работе 
[25]:

	 exp
( )PP

PP PP

21

2
Cr

w T L

 
t =   

.	  (24)
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Двойка в знаменателе появляется из-за обра-
тимости прыжков поляронов, а значение rC полу-
чается несколько заниженным по сравнению 
с результатом перколяционной теории. В насто-
ящей работе мы будем использовать выражение 
(24) с перколяционной оценкой rC.

Проводя преобразование Лапласа над уравне-
нием (18) и подставляя в него (22), мы получаем 
неоднородное диффузионное уравнения с экспо-
ненциально зависящей от расстояния вероят-
ностью реакции:

	
( , ) ( , )

( )[ ( , ) ( )],

2

FT F FT2

FT FT F

1
s r s D r r s

r r
W r r s cN s

∂
p = p -

∂
- p +

 





	 (25)
которое надо решать с граничными условиями

	 ( , )
, ( , ) .2 FT

F FT4 0 0
r R

d r s
d D r s

dr =

p
p = p → ∞ =



	

Аналитическое решение подобного (25) урав-
нения было получено в работах [26, 27], где рас-
сматривался фотоиндуцированный перенос элект-
рона с последующим образованием зарядовой 
пары, ассоциирующей в эксиплекс [28]. Мы не 
будем его здесь приводить в силу его объемности. 
Как уже было отмечено, это решение достаточно 
быстро выходит на стационарную стадию, на ко-
торой формируется стационарная константа ско-
рости захвата поляронов: 
	 ( ) ,FT

FT FT F0 4 QK R s D R= = = p 	 (26)

	 ln

( ) ( / ) ( )
,

( ) ( / ) ( )

FT 0
FT

0 0 0 FT 1 0

0 0 0 FT 1 0

2Q
x

R R L C

K x x R L K x

I x x R L I x

 = + + +  
-

+
+	

ln

( ) ( / ) ( )
,

( ) ( / ) ( )

FT 0
FT

0 0 0 FT 1 0

0 0 0 FT 1 0

2Q
x

R R L C

K x x R L K x

I x x R L I x

 = + + +  
-

+
+

	  (27)

где C  = 0.5772 — константа Эйлера. Здесь введен 
безразмерный параметр 

	 ( ) 2
FT FT

0
F

w T L
x

D
= .	  (28)

Под корнем в (28) стоит произведение вероят-
ности захвата на время диффузионного прохож-
дения полярона через тушащий слой LFT, поэтому 
этот параметр характеризует эффективность диф-
фузионного захвата. При быстрой диффузии па-
раметр x0 мал. В этом случае, разлагая функции 
Бесселя в ряд, можно показать, что радиус захвата 
при x0 → 0 стремится к нулю: /( ).FT

FT F4QR k D→ p  
В этом пределе константа скорости KFT переходит 

в кинетическую константу: KFT  → kFT . Напротив, 
когда 0 1x  , эффективный радиус “выдвигается” 
далеко за пределы контакта реагентов, т.е. 

FT
QR R , и захват полярона контролируется диф-

фузией:

	 ln ; .FT 0
FT 0 1

2Q
x

R R L C x
 = + +  



Заметим, что выражение (27) для стационар-
ного диффузионного радиуса реакции впервые 
было получено в работе [29].

Для связанных поляронов после подстановки 
оператора (23) в уравнение (19) и преобразования 
Лапласа получается алгебраическое уравнение. 
Подставляя его решение в (15) и переходя к пре-
делу s → 0, получаем выражение для константы 
скорости прыжкового захвата на ловушки [14]:

    ( )
( ) .

( )
2PT

PT PT
PT PP

0 4
1

d

W r
s r dr

W r
K R

∞

= = p
+

=
t∫ 	  (29)

Подобные интегралы встречаются в статиче-
ской физике при рассмотрении функции распре-
деления Ферми–Дирака с “температурой” LPT/2, 
“химическим потенциалом” — радиусом эффек-
тивного прыжкового захвата полярона Rw

PT, кото-
рый определяется из условия ( )PT

PT PP 1wW R t = . 
Подставляя значения WPT(r) из (1) и tPP из (24), 
получаем выражение

	

[ ]ln ( )

ln .

PT PT
PT PP

PT PP PT PP

PP PT

2
2 1

2 2 4

w

C

L
R w T

rL U U

L kT

= t =

  - l
= + +  l  

	 (30)

Как следует из соотношения (30), первое сла-
гаемое зависит от концентрации антисайтов, вто-
рое — от температуры. Прыжковый радиус растет 
как при уменьшении концентрации антисайтов, 
так и при уменьшении температуры (UPP  > UPT ). 
Для конгруэнтных кристаллов ~ . ~ ,PP14 6cr A L d  
поэтому условие эффективного захвата полярона: 

~ ,PT
PPwR L d  реализуется при любых температу-

рах за счет малой концентрации антисайтов. 
В этой ситуации интегрирование в (29) дает сле-
дующее выражение для константы скорости:

( )
2 3

3PT PT
PT PT PT

PP

1
3 2

4
w

w w

L d
K R

R R

    p = + -   t      

p .	  (31)

В отличие от диффузионного случая константа 
скорости прыжкового захвата пропорциональна 
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объему реакционной зоны, умноженному на час-
тоту прыжков.

4. КОНСТАНТЫ СКОРОСТИ  
ОБРАТИМОЙ РЕАКЦИИ

Ядро обратимой реакции определяется реше-
нием системы уравнений (16), (17). Производя 
преобразование Лапласа над уравнениями и вы-
ражая из (17) ( , )BP r sp  через ( , )AF r sp , получаем 
соотношения

	

( , ) ( , )

( )
( , ) ( ) ,

( ) ( )

2

AF AF2

FP
AF

FP

1

1

Fs r s D r r s
r r

W r
r s N s

W r s

∂
p = p -

∂

 - p - D + t

 







	  (32)

	
( )

( )
( , )

/ ( ) ( )
( , ) ( ) .

FP
BP

P FP

AF

1

1 1

W r
r s

s W r s

r s N s

 
p = × + t + t 

 × p - D 









	 (33)

Здесь введены следующие обозначения:

	 ( )
( ) ( ) ( ),

( ) / .
B P A F

PP PP1

N s N s N s

s s

D = r g - r
t = gt + t

  



Далее, воспользовавшись определением (13) 
ядра ( )FPR s , переходя к пределу s → 0 и вводя но-
вую функцию

	 ( , )
( ) lim

( )
AF

0
1

s

s r s
n r

s N s→

 p
= + D 





,	  (34)

можно получить выражения для константы ско-
рости обратимой реакции:

( )
( ) ( ) ( ).

( )
3 FP

FP FP PF
FP

0 0
1

W r
K R R d r n r

W r
= = g =

+ t∫  	 (35)

Здесь ( ) .PP0st = t = = gt  Функция (34) подчи-
няется однородному дифференциальному урав-
нению

	 ( )
( ) ( )

( )

2
FP

F 2
FP

1
0

1

W rd
D rn r n r

r W rdr
- =

+ t
	  (36)

с граничными условиями:

	 ( )( ) ,1 0
r R

dn r
n r

dr =
→ ∞ = = .

Таким образом, задача об определении кон-
станты скорости обратимой реакции свелась к ре-
шению уравнения (36) вместо двух уравнений — 
(32) и (33). Решение этого уравнения с экспонен-
циально зависящей от расстояния вероятностью 

(1) было получено в работе [29] для расчета кон-
станты скорости необратимой реакции при учете 
квантовой динамики парных встреч. Впослед-
ствии такое же уравнение было получено для опи-
сания перехода между диффузионным и прыж-
ковым механизмами необратимой реакции в ра-
ботах [30, 31]. Для нашего случая, после соответ-
ствующего переопределения параметров, решение 
уравнения (36) приводит к следующему выраже-
нию для константы скорости обратимой реакции 
(2):

	 ,FP
FP 4 F QK D R= p 	  (37)

где для эффективного радиуса реакции справед-
ливо выражение

	

[ln ( )

( ) ( , , )],

FP

1

2 2
2

2 ctg

Q
L

R R Z C

Z-

= + + + y n +

+ n + p pn L h n 	 (38)

	 ( ) ( ) ( )( , , )
( )( ) ( )

12
2

2

2
1

2
Z Z

-
n Γ -n Γ n j -n

L h n = - j nΓ n Γ - n 
,

	
( ) ( , , , )

( , , , )

1

1

1 2

2 1 1 2

F Z

F Z

-

-
j n = n n + n - -
- hn n + n + n - .	

Здесь ( , , , )11 2F Z -n n + n -  — гипергеометриче-
ская функция первого рода [32].

Полученное решение (37), (38) зависит от трех 
параметров:

	
( ) ( ) ,

/ , / ( ).2
FP PF PP

F

Z W R W R

R L L D

= t = t

h = n = t 	  (39)

Как следует из (39), параметр Z характеризует 
глубину протекания прямой реакции за время t 
(обратной реакции — за время tPP) в той точке, 
где вероятность максимальна, т.е. на контакте. 
Параметр h соотносит радиус контакта R и тол-
щину тушащего слоя L, разделяя таким образом 
дистанционные и контактные реакции. И, нако-
нец, параметр n соизмеряет масштаб диффузион-
ного перемещения за время t с величиной L, раз-
граничивая механизмы реакции по способу пере-
сечения реакционной зоны. При n  >> 1, когда 
тушащий слой пересекается реагентами посред-
ством серии прыжков малого масштаба, реализу-
ется диффузионный механизм реакции. Это про-
исходит при достаточно низких температурах. 
Можно показать, что при этом эффективный 
радиус (38) приобретает вид, аналогичный (27), 
(28) с точностью до переопределения параметров 
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( ) ( ),FT FPw T w T→  .FPL L→  Таким образом, при 
низких температурах константа скорости KFP 
определяется каналом прямой реакции, контро-
лируемой диффузией свободных поляронов. 
В противоположном пределе, n  << 1, который реа-
лизуется при высоких температурах, общие вы-
ражения (37), (38) переходят к прыжковому виду 
(29) с эффективным прыжковым радиусом, опре-
деленным из соотношения ( )PF

PF PP 1wW R t = . В ре-
зультате выражение для  KFP принимает вид 

( ) .
2 3

1 PF 3
FP PF PF

PP

4
1

3 2
w

w w

L R
K R

R R
-

 p p   = g + -    t      
	 (40)

Как легко убедиться, в этом пределе константа 
скорости контролируется прыжковой миграцией 
связанных поляронов. Заметим, что в отличие от 
Rw

PT из (30), Rw
PF уменьшается при снижении тем-

пературы, так как UPP < UPF . Поэтому в общем 
случае произвольной температуры может реали-
зоваться как ситуация сильного или слабого взаи-
модействия, так и диффузионного или прыжко-
вого механизма реакции.

5. СРЕДНИЕ ВРЕМЕНА ЖИЗНИ

Прежде чем приступать к расчету кинетики, 
проанализируем температурные зависимости 
средних времен жизни свободных и связанных 
поляронов:

	

( ) ( ),

( ) ( ).

F F F
0

P P P
0

0

0

N t dt N s

N t dt N s

∞

∞

t = = =

t = = =

∫

∫



 	  (41)

С учетом (11), (12), (21) легко показать, что они 
подчиняются следующим соотношениям:

	

,

.

1
PT

F FT A FP
PT B FP

A FP
P F

PT B FP

cK
cK K

cK K

K

cK K

-
  t = + r  + gr  

r
t = t

+ gr
	 (42)

Легко увидеть, что времена жизни определя-
ются соотношениями четырех скоростей реакций 
(1)–(3): cKFT, cKPT , rAKFP , grBKFP . В знаменателе 
выражения для tF первое слагаемое описывает 
канал гибели Ф-поляронов на ловушках, второе — 
канал трансформации в П-поляроны с учетом 
возможного возврата назад. В определении tP 
первый сомножитель характеризует вероятность 

остаться полярону в П-состоянии, несмотря на 
возможный захват на ловушки или возврат в Ф-
состояние.

При низких температурах скорость обратного 
переноса grBKFP , по сравнению со скоростью за-
хвата Пполяронов на ловушки cKPT, становится 
мала, поэтому дробь в знаменателе tF сокращается. 
В результате конкурируют только две диффузи-
онно-контролируемые скорости: cKFT и rAKFP . 
Температурная зависимость обеих в основном 
определяется активационной зависимостью ко-
эффициента диффузии ( )~ exp /F FFD U kT- , но в 
зависимости от параметров взаимодействия и 
концентраций эти скорости могут сильно разли-
чаться. В этом случае tF  будет определяться боль-
шей из скоростей, однако в любом случае 

~ exp( / ).F FFU kTt  Для связанных поляронов при 
низких температурах будет реализовываться за-
висимость / ,P F A FP PTK cKt = t r  поэтому в любом 
случае при низких температурах ~ exp( / ).P PPU kTt

При повышении температуры скорость обрат-
ного переноса grBKFP как более активированная 
начинает преобладать над скоростью тушения 
П-поляронов на ловушках cKPT, поэтому вторым 
слагаемым в знаменателе выражения для tF можно 
пренебречь. В этом случае основным каналом 
гибели Ф-поляронов является захват на ловушки: 

−25
−20
−15
−10
−5

0
5

10
15
20

lnτ

0 2 4 6 8

lnτF

lnτP

10
1000/T, K−1

Рис. 1. Зависимость времен жизни свободных и свя-
занных поляронов от обратной температуры при раз-
ных концентрациях ловушек с. Сплошные линии — 
с = 1.9 мол. %, штриховые линии — с = 0.5 мол. %, 
точки — с = 0.16 мол. %. Короткими вертикальными 
линиями обозначены границы бинарного приближе-
ния PT 3

PT (4 /3)( ) 1wR cx = p <  для трех концентраций.
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~ ( ) 1
F FTcK -t . Соответственно, время жизни П-по

лярона при высоких температурах определяется 
равновесным соотношением: ~ / ( )P F A Bt t r gr . 

На рис. 1 изображена зависимость времен 
жизни от обратной температуры при разных кон-
центрациях ловушек. Переход между двумя тем-
пературными интервалами, описанными выше, 
происходит в окрестности T  = 250 K (длинная 
вертикальная черта). Справа от нее при низких 
температурах ~ ( ) ~ exp( / ),1

F A FP FFK U kT-t r  т.е. 
не  зависит от концентрации ловушек, а 

( )~ ~ exp( / )1
PT PPP cK U kT

-t . В этой области Ф-по-
ляроны быстро переходят в связанное П-состоя-
ние и затем медленно гибнут на ловушках. Время 
жизни tP превышает секундный диапазон; таким 
образом происходит консервация поляронов 
в  П-состоянии. Основной канал реакции 
F  → P  → T. 

При T  > 250 K поведение времен жизни ка
чественно меняется: вначале ( )~ ~ exp( / )1

F FT FFcK U kT
-t

( )~ ~ exp( / )1
F FT FFcK U kT

-t , но при дальнейшем повышении 
температуры KFT выходит на кинетический предел 

~ exp( / )FT FTk U kT- , который ввиду малости UFT = 
= 0.004 эВ практически не зависит от температуры. 
Напротив, в силу детального баланса (9), (13) ги-
бель связанных поляронов слева от длинной вер-
тикальной черты сильно активирована: 

    .~ exp ,A PF FP FF
P

B

0 66U U U

kT kT

r - + t =  r
 	  (43а) 

	 300 K 250 K,T> >  

    .~ expA PF FP FT
P

B

0 394U U U

kT kT

r - + t =  r
,	  (43б) 

	  300 K.T >

Таким образом, при высоких температурах на-
селенности свободных и связанных поляронов 
эффективно размешиваются благодаря быстрой 
обратимой реакции. Поляроны консервируются 
в П-состоянии, и в дальнейшем их гибель лими-
тируется обратным переходом в Ф-состояние и 
дальнейшим захватом на ловушки из свободного 
состояния F  → T. 

Следует отметить, что в силу того, что радиус 
захвата П-поляронов на ловушки Rw

PT, опреде-
ленный выражением (30), достаточно быстро рас-
тет с уменьшением температуры, при низких тем-
пературах может нарушаться критерий бинарного 
описания этого канала: ( / )( ) .PT 3

PT 4 3 1wR cx = p   

На рис. 1 границы бинарного описания указаны 
для трех различных концентраций. Описание ре-
акции захвата П-поляронов при достижении этих 
границ нужно учитывать многочастичные эф-
фекты.

6. КИНЕТИКА РЕЛАКСАЦИИ ПОЛЯРОНОВ

Легко показать, что решение (6а), (7а) имеет 
биэкспоненциальный характер:

	 ( ) exp( ) exp( )F 1 1 2 2N t A s t A s t= + ,	  (44)

	 [ ]( ) exp( ) exp( )
( )

A FP
P 1 2

1 2

K
N t s t s t

s s

r
= -

-
,	  (45)

где

	

,

,

PT B FP 1
1

1 2

PT B FP 2
2

2 1

cK K s
A

s s
cK K s

A
s s

+ gr +
=

-
+ gr +

=
-

,
( )

,
2

B FP
1 2 FT

4

2

K
s cK

δ - L ± δ + L - gr δ
= - +

и введено обозначение

	 ( ) ( ),A B FP FT PTK c K KL = r + gr δ = - .	  (46)
Первая величина в (46) является суммой пря-

мой и обратной скоростей обратимой реакции, 
тогда как вторая равна разности скоростей гибели 
Ф- и П-поляронов на ловушках. Кинетика (44), 
(45) содержит два физически различных предель-
ных случая, которые реализуются в зависимости 
от соотношения между этими параметрами. 

1
N

0 1 2 3
t, 10−8 c

NF

NP

0.1

0.01

Рис. 2. Кинетические кривые релаксации населенно-
стей свободных и связанных поляронов при концен-
траци ловушек c  = 1.9 мол. %; при T  = 700 K (сплош-
ные линии) и T  = 600 K (штриховые линии).
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Первый случай: L >> | d |. Он соответствует быст-
рому установлению равновесия в обратимой ре-
акции. В этом случае кинетика имеет вид

( ) exp( ) exp( )F F P
eq eq

eq relN t N W t N W t= - + - ,	  (47)

( ) exp( ) exp( )P P
eq

eq relN t N W t W t = - - -  .	 (48)

Здесь величины NF
eq и NP

eq есть равновесные 
населенности поляронов, достигаемые в ходе 
обратимой трансформации в случае полного от-
сутствия ловушек:

	 ,B A
F P

A B A B

eq eqN N
gr r

= =
r + gr r + gr

.	  (49)

Они здесь играют роль весовых коэффициен-
тов как в самой биэкспоненциальной кинетике, 
так и в скоростях затухания:

	
,

.
FT PTP F

FT PTF P

eq eq
rel

eq eq
eq

W N cK N cK

W N cK N cK

= L + +

= + 	  (50)

Первая стадия кинетики (47), (48) — быстрая 
релаксация к квазиравновесным населенностям 
(49) со скоростью  –Wrel из (50), равной сумме ско-
ростей двух каналов реакции: F  → P  → T и 
P  → F  → T. Последующая стадия — более медлен-
ное затухание населенностей (49) с одинаковой 
равновесной скоростью  –Weq, которая является 
суммой равновесных скоростей захвата Ф- и П-
поляронов на ловушки.

Противоположная предельная ситуация, 
L << | d |, соответствует быстрому захвату на ло-
вушки поляронов одного типа (в нашем случае 
Ф-поляронов), что может реализоваться при вы-
соких концентрациях ловушек. Кинетика в этом 
пределе может быть записана в следующем виде:

( ) ( ) ( )( ) exp expF F P1N t A W t A W t= - - + - ,	  (51)

( ) ( )( ) exp expA FP
P P F

K
N t W t W t

r  = - - - δ
.	  (52)

Здесь весовой коэффициент равен A = grB× 
/ ,2

B FP 1A K= gr × L δ   а скорости релаксации являются 
сугубо индивидуальными для каждого типа поля-
ронов: 

    , .F FT A FP P PT B PFW cK K W cK K= + r = + r 	  (53)
Вначале происходит быстрое и глубокое зату-

хание Ф-поляронов и увеличение населенности 
П-поляронов со скоростью  –WF , а затем — более 
медленное затухание кинетики обоих типов по-
ляронов со одинаковой скоростью   –WP . Быстрый 

ассиметричный захват поляронов одного типа не 
дает установиться равновесию в обратимой реак-
ции, в результате чего релаксация (51), (52) про-
исходит со скоростями (53), каждая из которых 
является суммой скоростей соответствующих 
реакционных каналов.

Типичное поведение кинетики релаксации 
изображено на рис. 2. Для обоих предельных слу-
чаев при понижении температуры разница между 
начальной и конечной скоростями релаксации, 
становится все большей, а опустошение населен-
ности свободных поляронов за короткий началь-
ный участок времени — все глубже. Соответ-
ственно, становится все более медленным зату-
хание на последующем заключительном интер-
вале, приводящее к существенному увеличению 
времени жизни связанных поляронов. В пределе 
низких температур трансформация свободных 
поляронов в связанное состояние становится 
практически необратимой.

7. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Мы стартовали от общей модели случайных 
блужданий по регулярным сайтам и антисайтам 
кристалла, обусловленных термическими пере-
скоками с вероятностями Маркуса–Холстейна 
(1), (2) между эквивалентными и тремя неэкви-
валентными состояниями (Ф, П, Т) поляронов. 
Введение парных корреляционных форм (10) и 
марковских операторов движения (22) и (23) сво-
бодных и связанных поляронов соответственно, 
позволило нам сформулировать замкнутые урав-
нения интегральной теории встреч (11)–(19), 
описывающие кинетику релаксации поляронов с 
учетом динамики парных корреляций, возника-
ющих в процессе сближения и взаимодействия 
всех реагирующих состояний (3)–(5). Мы рассчи-
тали константы скорости диффузионного захвата 
Ф-поляронов KFT (26), (27), прыжкового захвата 
П-поляронов KPT (29)–(31) на ловушки; а также 
константу скорости KFP (37), (38) реакции обра-
тимой трансформации (3). Насколько нам из-
вестно, задача об определении константы скоро-
сти обратимой реакции с неконтактной вероят-
ностью аналитически в данной работе была ре-
шена впервые. Было показано, что при низких 
температурах константа скорости KFP определя-
ется каналом прямой реакции F  → P, контроли-
руемой диффузией свободных поляронов, и имеет 
вид, аналогичный (26), (27). Напротив, при вы-
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соких температурах KFP определяется (см. (40)) 
каналом обратной реакции P  → F, контролиру-
емой прыжками связанных поляронов по неупо-
рядоченной системе антисайтов. Аналитически 
рассчитаны и проанализированы времена жизни 
(42) и кинетика релаксации поляронов (44)–(46). 
Показано, что при низких температурах проис-
ходит консервация поляронов в связанном со-
стоянии, характеризующемся аномально низкой 
скоростью релаксации.
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KINETICS OF POLARON CAPTURE BY TRAPS IN A LITHIUM  
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The problem of reversible transformation and trapping of small-radius polarons in a lithium niobate crystal is 
considered within the framework of the integral encounter theory which is binary in the concentration of reatants. 
Analytical solutions are obtained for the relaxation kinetics of polarons, their lifetimes, and the rate constants of 
the corresponding channels of a multistage reaction controlled by polaron mobility. The temperature and 
concentration dependences of the observed quantities are analyzed. It is shown that at low temperatures polarons 
accumulate in a bound state characterized by an anomalously low relaxation rate.
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Методами стационарного и лазерного импульсного фотолиза исследована фотохимия комплекса 
[IrIIICl6]3– в водных растворах. В результате поглощения светового кванта протекают параллельные 
процессы фотоакватации и фотоионизации. Акватированный электрон ea

–
q , образующийся с квантовым 

выходом φ = 0.12 (возбуждение на длине волны 266 нм), преимущественно гибнет в реакциях с исходным 
комплексом и растворенным кислородом. Измерена константа скорости реакции захвата ea

–
q комплексом 

[IrIIICl6]3-. Основными конечными продуктами фотолиза являются комплексы Ir(III) с различным со-
ставом лигандов, а также комплексы Ir(IV), доля которых составляет несколько процентов. Формиро-
вание конечных продуктов происходит во временнóм диапазоне от миллисекунд до секунд.
Ключевые слова: гексахлороиридат(III), водные растворы, фотохимия, фотоионизация, акватированный 
электрон, лазерный импульсный фотолиз.
DOI: 10.31857/S0207401X24020053   EDN: WHZGPH

ВВЕДЕНИЕ

В экспериментах по лазерному импульсному 
фотолизу часто бывает необходимым регистри-
ровать короткоживущие промежуточные частицы, 
не имеющие поглощения в доступном спектраль-
ном диапазоне. Для этого используют в качестве 
ловушек соединения, реагирующие с целевыми 
интермедиатами с образованием легко регистри-
руемых продуктов. При этом существенным мо-
ментом является регистрация не только самого 
продукта, но и кинетики его образования. Иллю-
страцией такого подхода было использование в 
качестве ловушки дикатиона метилвиологена 
MV2+, который применялся для регистрации гид-
роксильного радикала [1, 2] и радикалов-восста-
новителей [3, 4]. В реакции с целевыми радика-
лами метилвиологен образует имеющие характер-
ные спектры поглощения радикалы •MV(OH)2+ 
и MV•+ соответственно. 

Метилвиологен не может, однако, быть ис-
пользован в качестве ловушки на радикалов, об-
ладающих окислительным свойствами (кроме 
•OH). В частности, одной из труднодоступных в 

экспериментах по лазерному импульсному фото-
лизу частиц является азидильный радикал N3

•. 
Этот интермедиат представляет большой интерес, 
поскольку он предположительно возникает при 
фотолизе диазидных комплексов платины(IV), 
перспективных для использования в фотохими-
отерапии злокачественных опухолей [5, 6]. Ради-
кал N3

• имеет полосу поглощения с максимумом 
на длине волны λ = 274 нм, полушириной 20 нм 
и коэффициентом молярного поглощения, рав-
ным 2025 М–1 ‧ см–1 [7, 8]. Зарегистрировать такой 
интермедиат на фоне большого поглощения ис-
ходных соединений чаще всего невозможно. 
В частности, в наших работах по фотохимии ди-
азидных комплексов платины(IV) сделать это не 
удалось [9, 10]. Образование азидильного радикала 
при фотолизе подобных комплексов было дока-
зано методом спиновых ловушек [11], однако эк-
сперименты со спиновыми ловушками не явля-
ются кинетическими.

Для регистрации труднодоступных радикалов-
окислителей (в частности, радикала N3

•) в экспе-
риментах по лазерному импульсному фотолизу 
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представляется перспективным использовать 
анион [IrIIICl6]3–. Он реагирует с N3

•: 

	 III 3 IV 2
6 3 6 3Ir Cl N Ir Cl � N- - -+ → +  	 (1)

с высокой константой скорости (в литературе 
имеются две ссылки: k1 = 5.5 · 108 M–1 · с–1 [12] и 
k1 = 4.6 ‧ 108 M–1 ‧ с–1 [13]). Продуктом реакции яв-
ляется анион [IrIVCl6]2–, имеющий интенсивное 
поглощение в видимой области спектра [14]. Ре-
гистрация кинетики его образования в экспери-
ментах по лазерному импульсному фотолизу ди-
азидных комплексов платины должна позволить 
сделать количественные выводы о процессах 
с участием радикала N3

· в соответствующих сис-
темах.

Однако применение комплекса [IrIIICl6]3– в 
качестве ловушки радикалов-окислителей ослож-
няется наличием фотохимической активности 
самого комплекса и ее слабой изученностью. Если 
фотохимия и фотофизика комплекса [IrIVCl6]2– в 
водных растворах исследована достаточно по-
дробно (см. обзоры [15, 16] и ссылки в них), то 
имеющиеся в литературе сведения о фотохимии 
[IrIIICl6]3– носят фрагментарный характер. Было 
показано [17], что фотолиз комплекса [IrIIICl6]3– в 
растворах концентрированной соляной кислоты 
приводит к окислению иридия до состояния со 
степенью окисления +4 и выделению молекуляр-
ного водорода. Квантовый выход фотоокисления 
сильно зависит от длины волны возбуждения и 
pH среды. Авторы работы [17] предположили, что 
реакционным интермедиатом является возбуж-
денное состояние протонированной формы ком-
плекса с внутримолекулярным переносом заряда 
на ион металла. Предложенный в [17] механизм 
фотолиза представлен следующими уравнениями: 

	 III 3 III 2
6 6Ir Cl H HIr Cl ,- + -+ →    	  (2)

	 III 2 III 2
6 6HIr Cl (HIr Cl )*,

hn- -→← 	  (3)

	 III 2 IV 2
6 6(HIr Cl )* Ir Cl H ,- -→ +   	  (4)

	 III 2 IV 2
6 6 2HIr Cl H Ir Cl H ,- -+ → +       	  (5)

	 2H H H ,+ ++ →    	  (6)

	 2H H H .+ →  	  (7)
Имеются данные о том, что комплекс [IrIIICl6]3– 

фотоактивен не только в кислых растворах, но и 
при значении pH, близком к нейтральному, од-
нако механизм фотолиза кардинально меняется. 

Сообщалось [18], что облучение водных растворов 
[IrIIICl6]3– в области λ = 254 нм приводит к фото-
ионизации. В эксперименте по ламповому им-
пульсному фотолизу был зарегистрирован аква-
тированный электрон [18]. В экспериментах по 
стационарному фотолизу [IrIIICl6]3– в присутствии 
N2O авторы работы [18] квантовый выход моле-
кулярного азота, φ, оценили равным квантовому 
выходу акватированного электрона: φ = 0.03. 
Схема процессов описывается уравнениями 

	 III 3 IV 2
6 6Ir Cl Ir Cl ,h

aqen- - -→ +  	  (8)

	 2 2 2N O H O N OH OH .aqe- -+ + → + + 	  (9)

В работе [18], выполненной более 50 лет назад 
на экспериментальной базе того времени, не было 
проведено полное исследование фотохимии ком-
плекса [IrIIICl6]3–. В данной работе мы представ-
ляем подробное исследование фотохимии водных 
растворов этого комплекса методами стационар-
ного и лазерного импульсного фотолиза.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Источником анионов [IrIIICl6]3– была соль 
Na3IrCl6 · H2O производства компании Sigma-
Aldrich (USA). Для приготовления растворов ис-
пользовалась деионизированная вода. При необ-
ходимости растворы продували аргоном для уда-
ления растворенного кислорода.

Электронные спектры поглощения (ЭСП) ре-
гистрировали на спектрофотометрах Agilent 8453 
производства компании Agilent Technologies (USA) 
и Varian Cary 50 производства Varian Inc. (USA). 
В экспериментах по стационарному фотолизу в 
качестве источника света использовалась ртутная 
лампа низкого давления (95% излучения прихо-
дится на полосу с максимумом при λ = 254 нм).

Большинство экспериментов по наносекун-
дному лазерному импульсному фотолизу прово-
дили на установке с возбуждением четвертой гар-
моникой неодимового лазера (рабочая длина 
волны — 266 нм, длительность импульса — 5 нс, 
энергия лазерных импульсов 1–10 мДж). Свето-
вые пучки лазера и зондирующего источника под 
небольшим углом (~2°) сходятся на кювете с ис-
следуемым веществом; диаметр облучаемой об-
ласти образца равен 3 мм. Детальное описание 
установки приведено в работе [19]. В ряде экспе-
риментов использовалась аналогичная установка 
лазерного импульсного фотолиза Центра коллек-
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тивного пользования “Масс-спектрометрические 
исследования” СО РАН, описанная в работах [20, 
21]. Энергию лазерных импульсов измеряли 
с помощью измерителя мощности и энергии све-
тового излучения SOLO 2 (Gentec).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Лазерный импульсный фотолиз

Основное состояние комплекса [IrIIICl6]3– 
имеет симметрию 1A1g(2t2g)6. Электронный спектр 
поглощения комплекса в водном растворе (рис. 1) 
совпадает с представленными в литературе [14, 
17, 22]. Справедливость выполнения закона Лам-
берта–Бэра была проверена в рабочем диапазоне 
концентраций 10–3—10–2 М. Малоинтенсивные 
полосы с максимумами при 416 и 358 нм соответ-
ствуют разрешенным по спину d–d-переходам 
1A1g → 1T1g и 1A1g → 1T2g [17]. Очень слабое погло-
щение в области 500–700 нм обусловлено запре-
щенными по спину d–d-переходами 1A1g → 3T1g и 
1A1g → 3T2g [17]. Поглощение в синей области яв-
ляется хвостом интенсивной полосы переноса 
заряда лиганд–металл (ПЗЛМ) p(Cl) → 2e2g с мак-
симумом при λ = 206 нм [14]. Облучение в экспе-

риментах по лазерному импульсному фотолизу 
(266 нм) соответствовало именно этой полосе.

Результаты эксперимента по лазерному им-
пульсному фотолизу проиллюстрированы на рис. 
2. Кинетические кривые промежуточного погло-
щения в видимой области (рис. 2a) содержат 
быстрый участок с характерным временем спада 
промежуточного поглощения <1 мкс и постоянное 
поглощение, не меняющееся во временной шкале 
эксперимента (до 1 мс).

Быстрый участок (более подробно показанный 
на рис. 3a) соответствует поглощению акватиро-
ванного электрона. Последний имеет очень ши-
рокую полосу поглощения с максимумом при 
λ = 720 нм (максимальный молярный коэффици-
ент поглощения e720 = 2.27 ‧ 104 M–1 ‧ см–1 [23]), 
которая проявляется во всем видимом диапазоне. 
Разностный спектр, зарегистрированный на 
участке кинетической кривой, где наблюдалось 
постоянное поглощение (рис. 2б), соответствует 
спектру комплекса [IrIVCl6]2– [14] (штриховая ли-
ния на рис. 2б); молярный коэффициент погло-
щения полосы с максимумом при λ = 489 нм со-
ставляет 4000 M–1 ‧ см–1 [24]. Таким образом, на-
блюдаемые в результате фотовозбуждения спек-
тральные изменения соответствуют реакции (8). 
Зависимость поглощения возникающего ком-
плекса [IrIVCl6]2– от энергии лазерного импульса 
является линейной (рис. 4), что соответствует 
одноквантовому процессу фотоионизации (воз-
можные при большой плотности мощности ла-
зерного излучения двухквантовые процессы могут 
быть исключены). Первичный квантовый выход 
фотоионизации [IrIIICl6]3– под действием света 
с λ = 266 нм (реакция (2)), определенный по зна-
чению возникающего поглощения комплекса 
[IrIVCl6]2–, составил j1

266 = 0.12 ± 0.1.
Рассмотрим процесс гибели акватированного 

электрона. При больших (на уровне миллимолей) 
концентрациях гексахлороиридата(III) суще-
ственной является реакция) с образованием ком-
плекса [IrIICl6]4–:

	 10III 3 II 4
6 6Ir Cl  e     [Ir Cl ] .k

aq
- - -+ →  	  (10)

Для определения константы скорости реакции 
(10) начальные участки кинетических кривых, 
соответствующие гибели акватированного элект-
рона, аппроксимировали экспоненциальной 
функцией (примеры приведены на рис. 3a). На-
блюдаемая константа скорости первого порядка 
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0
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Рис. 1. УФ-спектр комплекса [IrIIICl6]3– в водном рас-
творе.

ХИМИЧЕСКАЯ ФИЗИКА  ТОМ 43  № 2  2024

	 ФОТОХИМИЯ КОМПЛЕКСА IrCl6
3- В ВОДНЫХ РАСТВОРАХ� 47



350 400 450 500 550
0

10

20

30

0 10 20 30 40 50

0

10

20

30

40

50

400 нм
IrCl2−

6

e−aq

489 нм

λ, нмt, мкс

a б
∆D ⋅ 103 ∆D ⋅ 103

Рис. 2. Результаты эксперимента по лазерному импульсному фотолизу (266 нм, 5.3 мДж/импульс) комплекса [IrIIICl6]3– 
в водном растворе (1.0 · 10–3 M, кювета с длиной оптического пути 1 см, естественное содержание кислорода): a — 
примеры кинетических кривых, б — спектр промежуточного поглощения (точки, соединенные сплошной линией) 
на стационарном участке кинетических кривых (время задержки между возбуждающим и зондирующим импульсами 
>3 мкс). Штриховая линия — форма спектра комплекса [IrIVCl6]2–.
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Рис. 3. Определение константы скорости реакции eaq
– + [IrIIICl6]3– в эксперименте по лазерному импульсному фото-

лизу: a — примеры кинетических кривых гибели акватированного электрона (начальные участки кривых рис. 2a) — 
экспериментальные кинетические кривые и их аппроксимация экспоненциальными функциями (гладкие кривые); 
б — зависимость наблюдаемой константы (первого порядка) скорости гибели промежуточного поглощения от 
концентрации [IrIIICl6]3– — экспериментальные точки и линейная аппроксимация.
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линейно зависит от концентрации комплекса 
[IrIIICl6]3– (рис. 3б). По тангенсу угла наклона пря-
мой рис. 3б получили значение константы скоро-
сти реакции (10): k10 = (2.7 ± 0.2) ‧ 109 M–1 ‧ c–1 (от-
сечение прямой соответствует каналам гибели eaq

–   , 
не связанным с исходным комплексом).

Зависимость константы скорости ионной ре-
акции (10) от ионной силы как правило описы-
вается уравнением Бренстеда–Бьеррума [25]:

	
6

A B
3/2

0

8.38 10 ( )
= exp ,

( )

z z f Ik
k T

 ⋅
    ε 

 	  (11)

где k и k0 (М–1 ‧ с–1) — значения константы скоро-
сти при текущем значении ионной силы I и при 
ее стремлении к нулю, zA и zВ — заряды реагентов, 
e — диэлектрическая проницаемость раствори-
теля, T — абсолютная температура (в нашем слу-
чае 298 К), f (I ) = I 1/2/(1 + I 1/2) —  от ионной силы 
раствора 2 2( ) 2I z c z c+ + - -= + , z+, z–, с+, с– — заряды 
и концентрации ионов (в нашем случае — Na+ и 
[IrIIICl6]3–).

Ионная сила раствора в экспериментах 
(рис. 3б) менялась в пределах (1.6 — 9.4) ‧ 10‑3 M. 
Из уравнения Бренстеда–Бьеррума (11) следует, 
что в этом диапазоне концентраций отношение 
k/k0 находится в пределах 1.31–1.87. Экстраполи-
руя полученное в эксперименте значение k10 на 
нулевую ионную силу, получаем значение k10

0 = 
(1.4 ± 0.4) ‧ 109 M–1 ‧ c–1. Это значение намного 
меньше имеющихся в литературе данных по кон-
станте скорости этой реакции (см. [26–28] и 
табл. 1), полученных в XX веке методом импульс-
ного радиолиза. Завышение констант скорости, 
полученных методом импульсного радиолиза, 
объясняется наличием неучтенных каналов гибели 
целевой частицы.

Спектральных проявлений комплекса [IrIICl6]4– 
нами не обнаружено. В литературе также нет таких 
данных. Однако, как будет видно из дальнейшего, 
реакции этого комплекса, по всей видимости, 
определяют конечный состав продуктов фотолиза 
[IrIIICl6]3–.

Стационарный фотолиз нейтральных 
водных растворов

Изменения ЭСП комплекса [IrIIICl6]3– в водном 
растворе в результате облучения светом в области 
λ = 254 нм показаны на рис. 5. Вид спектральных 
изменений зависит от наличия растворенного 
кислорода.
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Рис. 4. Результаты эксперимента по лазерному им-
пульсному фотолизу (266 нм) комплекса [IrIIICl6]3 — 
в водном растворе (1.6 · 10–3 M, кювета с l  = 1 см, рас-
твор продут аргоном). Зависимость начального по-
глощения D0 (490 нм) образующегося комплекса 
[IrIVCl6]2– от энергии лазерного импульса.

Таблица 1. Значения константы скорости реакции (10), литературные данные относятся к нулевой ионной силе I

k1
0

0, M–1 ‧ c–1 Ссылка Примечание Метод
3.0 · 109 [26] импульсный  

радиолиз6.4 · 109 [27]
2.5 · 109 [28] экстраполяция данных авторов к зна-

чению I  = 0 по уравнению (11)
(1.4 ± 0.4) · 109 данная работа лазерный импульсный фотолиз
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В обескислороженных растворах (рис. 5a) воз-
никают полосы с максимумами в области λ = 325 
и 390 нм (проявляются в виде плеча) и широкая 
полоса с максимумом в области λ = 580 нм. Исходя 
из первичного процесса (8), наблюдаемого в эк-
сперименте по лазерному импульсному фотолизу, 
следовало ожидать появления характерного по-
глощения комплекса [IrIVCl6]2–. Жирные (кра-
сные) кривые на рис. 5 соответствуют поглоще-
нию [IrIVCl6]2–, которое возникло бы в результате 
окисления 10% исходного комплекса. Видно, что 
в обескислороженных растворах комплекс 
[IrIVCl6]2– не образуется. Не приходится говорить 
и об образовании акватированных комплексов 

Ir(IV) состава IrIV(Cl–)n(H2O/OH–)6–n. Все такие 
комплексы, подобно [IrIVCl6]2–, имеют интенсив-
ные полосы переноса заряда в видимой области 
спектра [29–33]. Акватированные комплексы 
Ir(III), подобно [IrIIICl6]3–, имеют в области 320–
400 нм d–d-полосы с молярными коэффициен-
тами поглощения e ~ 70–100 M–1 ‧ см–1 [31, 33]. 
Поглощение в области λ = 325 и 390 нм, согласно 
[31], может принадлежать комплексам trans-
[ I r I I I( O H 2) 2C l 4] –,  c i s - [ I r I I I( O H 2) 2C l 4] –, 
1,2,6-[Ir(OH2)3Cl3] и 1,2,3-[Ir(OH2)3Cl3]. Наличие 
широкой полосы в области 500–600 нм тоже ха-
рактерно для этих комплексов. Скорее всего, 

0.1

0

0.2

0.3

0.4

D

1 2

3
4

a

300 400 500 600 700 800

0.1

0

0.2

0.3

0.4

0.5

0.5

1

2

34

5

б

300 400 500 600 700 λ, нм

Рис. 5. Изменения ЭСП в ходе стационарного фотолиза (254 нм) комплекса [IrIIICl6]3– в водном растворе, концен-
трация — 1.1 · 10–3 M, кювета l = 1 см: a — раствор, продутый аргоном, кривые 1 — 4 соответствуют 0, 15, 90, 180 мин 
облучения; б — воздушно-насыщенный раствор, кривые 1–5 соответствуют времени облучения 0, 11, 21, 31, 41 мин. 
Спектр комплекса [IrIVCl6]2– представлен на обеих панелях жирными (красными) кривыми, соответствующими 
окислению 10% исходного комплекса.
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в продуктах фотолиза представлены различные 
смешанные водно-хлоридные комплексы Ir(III).

При наличии в растворах кислорода (рис. 5б) 
при глубоком фотолизе образуются полосы по-
глощения с максимумами в области λ = 305 нм 
(плечо), 345, 410, 486, 580 и 786 нм. В этом случае 
в продуктах может присутствовать смесь ком-
плексов Ir(III) и небольшого количества Ir(IV). В 
частности, моноаквакомплекс [IrIII(OH2)Cl5]2– 
имеет полосы поглощения с максимумами при 
λ = 345 и 400 нм (e  ~  100 M–1 ‧ см–1 [31]). Продукты 

Ir(IV) могут быть представлены как комплексом 
[IrIVCl6]2–, так и различными акватированными 
комплексами, но их суммарная доля не может 
превышать нескольких процентов от количества 
исходного соединения.

Таким образом, мы видим, что после первич-
ного процесса фотоионизации (8) в системе про-
текают различные термические реакции, опреде-
ляющие сложный состав продуктов. Временной 
диапазон этих реакций — от нескольких милли-
секунд до секунд.
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Рис. 6. Результаты эксперимента по стационарному фотолизу (254 нм). Изменение ЭСП в ходе облучения комплекса 
[IrIIICl6]3– в 2.5 M водном растворе HClO4 с концентрацией 8.9 · 10‑4 M (кювета с l = 1 см, воздушно-насыщенный 
раствор). a — Изменение ЭСП в ходе облучения, кривые 1–11 соответствуют времени облучения 0, 10, 20, 30, 45, 60, 
120, 180, 240, 300, 360 мин; б — динамика изменения поглощения на длинах волн 308 и 487 нм.
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Стационарный фотолиз кислых растворов

В сильнокислых растворах реакция восстанов-
ления Ir(III) акватированным электроном (9) не 
является существенной ввиду перехвата электрона 
протонами по реакции 12. 

	 H H ,aqe- ++ →     	 (12)

Большинство имеющихся в литературе значений 
константы скорости этой реакции лежит в интер-
вале (2.2–2.4) ‧ 1010 М–1 ‧ с–1 [25]. Поэтому фотолиз 
кислых растворов комплекса [IrIIICl6]3– должен 
протекать по-другому.

Изменения ЭСП в ходе фотолиза [IrIIICl6]3– 
в 2.5 М растворе HClO4 показаны на рис. 6а. Фо-
токинетические кривые на характерных длинах 
волн (308 и 487 нм) приведены на рис. 6б. При 
небольших глубинах фотореакции наблюдается 
рост поглощения в области λ = 300–420 нм, что 
характерно для продуктов акватации комплекса 
[IrIIICl6]3–. Далее начинается рост поглощения в 
видимой области, являющегося характерным для 
комплексов Ir(IV); соответствующая фотокинети-
ческая кривая при λ = 487 нм является S-образной. 
Однако доля образовавшихся комплексов Ir(IV), 
как и в случае фотолиза растворов с нейтральным 
значением pH, не превышает нескольких процен-
тов от количества исходного комплекса. Из этого 
следует, что механизм фотолиза кислых растворов 
[IrIIICl6]3– лишь в небольшой степени может быть 
описан уравнениями (2)–(7) из работы [17].

Необходимо отметить, что использование соли 
MgClO4 вместо хлорной кислоты не приводило 
к  изменению картины фотолиза, т.е. суще-
ственным фактором является именно наличие 
кислоты, а не увеличение ионной силы раствора.

Предполагаемый механизм фотолиза

На основе данных экспериментов по стацио-
нарному и лазерному импульсному фотолизу 
предлагается следующий механизм фотолиза ком-
плекса [IrIIICl6]3– (для удобства восприятия мы 
повторяем уравнения первичных процессов).

Обескислороженные растворы

Продуктами фотолиза являются различные 
акватированные комплексы трехвалентного ири-
дия состава IrIII(Cl–)n(H2O/OH–)6–n. Механизм 
фотопревращений представлен следующими ре-
акциями: 

	 III 3 IV 2
6 6Ir Cl Ir Cl  e ,h

aq
n- - -→ +  	  (8a)

	
2

III 3 III 2
6 5 2H OIr Cl Ir Cl (H O) Cl ,hn- - -→  +  	  (8б)

	 III 3 II 4
6 6Ir Cl e Ir Cl ,aq

- - -+  → 	  (10)

	 III 2 II 3
5 2 5 2Ir Cl (H O) e Ir Cl (H O) ,aq

- - -+  →  	  (13)

	
2

IV 2 IV
6 5 2Ir Cl Ir Cl (H O) Cl ,h

H O
n- - -→  +  	  (14)

	 IV II IIIIr Ir 2Ir .+ →  	  (15)
Существование параллельных первичных фо-

топроцессов фотоионизации и фотоакватации 
исходного комплекса (8a), (8б) следует соответ-
ственно из данных по лазерному импульсному 
фотолизу и по стационарному фотолизу кислых 
растворов. В результате захвата акватированного 
электрона комплексами Ir(III) в реакциях (10), (13) 
образуются интермедиаты Ir(II). При продолжи-
тельном стационарном облучении возможен вто-
ричный процесс фотоакватации [IrIVCl6]2– (реакция 
(14) [15, 16]). Конечные продукты образуются в ре-
зультате реакций диспропорционирования, обо-
значенных схематически уравнением (15), и, воз-
можно, дальнейшей термической акватации неко-
торых комплексов Ir(III).

Водные растворы при наличии кислорода

При фотолизе водных растворов [IrIIICl6]3– с 
естественным содержанием кислорода (2.4 · 10–4 M 
[34]) необходимо учитывать реакции окисления 
комплексов Ir(III) и Ir(IV) и даже, возможно, Ir(II) 
супероксид-анионом O2

•–, образующимся в реак-
ции 

	 2 2O e Oaq
- -+  →  	 (16)

с высокой константой скорости k16 = (1.8÷2.2) ‧ 
‧ 1010 М–1 ‧ с–1 [25]. Это усложняет реакционную 
схему. К реакциям, протекающим в обескисло-
роженных растворах, нужно добавить следующие 
процессы: 

	 IV III
22Ir O Ir O ,-+ → +  	 (17)

	 III II
22Ir O Ir O ,-+ → + 	 (18)

	 II I
22Ir O Ir O .-+ → +  	 (19)

Уравнения реакций (17)–(19) записаны схема-
тически, без учета состава лигандов (Cl–, H2O, 
OH–). В литературе нет информации об этих ре-
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акциях, однако более сложный состав продуктов 
фотолиза [IrIIICl6]3– в кислородсодержащих рас-
творах свидетельствует о высокой вероятности их 
протекания. Кроме того, поглощение в области 
l > 550 нм может принадлежать биядерным пе-
роксокомплексам Ir(III, III), Ir(III, IV) и Ir(IV, IV) 
[35]. Возможное образование таких соединений 
еще более усложняет механизм фотолиза.

Кислые растворы

Подробное исследование фотохимии [IrIIICl6]3– 
в кислых растворах находится вне рамок данной 
работы, поэтому приводимые ниже соображения 
носят предварительный характер. Считая, что в 
растворе, согласно [17], устанавливается равно-
весие (2) между протонированной и депротони-
рованной формами комплекса [IrIIICl6]3–, можно 
предположить наличие нескольких фотохимиче-
ских реакций, а именно (3), (4) и (8). Акватиро-
ванный электрон, если и образуется в реакции 
(8a), быстро конвертируется в атом водорода по 
реакции (12):

	 III 3 III 2
6 6Ir Cl H HIr Cl ,- + -+ →    	  (2)

	 III 2 III 2
6 6HIr Cl (HIr Cl )*,

hn- -→← 	  (3)

	 III 2 IV 2
6 6(HIr Cl )* Ir Cl H ,- -→ +   	  (4a)

III 2 III
6 2 5 2(HIr Cl )* H O HIr Cl (H O) Cl ,- - -+ → + 	  (4б)

	 III 2 IV 2
6 6 2HIr Cl H Ir Cl H ,- -+ → +  	  (5)

	 III 3 IV 2
6 6Ir Cl Ir Cl  e ,h

aq
n- - -→ +   	 (8a)

	
2

III 3 III 2
6 5 2H OIr Cl Ir Cl (H O) Cl ,hn- - -→ + 	 (8б)

	 H H .aqe- ++ →  	  (12)

По начальным участкам фотокинетических 
кривых (рис. 6б) можно сделать вывод о том, что 
вклад реакций фотоокисления (3), (4a) и (8a) пре-
небрежимо мал по сравнению с реакциями фото-
акватации (3), (4б), (8б). Таким образом, механизм 
фотолиза кислых растворов [IrIIICl6]3– (реакции 
(2)–(7), предложенный в работе [17], в наших 
условиях (2.5 M HClO4) не является основным, а 
может представлять собой только лишь минори-
тарный канал фотореакции. Авторы работы [17] 
наблюдали количественное образование ком-
плекса [IrIVCl6]2– при фотолизе [IrIIICl6]3– в 12 М 
HCl. Сравнение наших данных с данными работы 
[17] свидетельствует о малости константы устой-
чивости комплекса [HIrIIICl6]2–.

В наших условиях продукты окисления Ir(III) 
до Ir(IV) скорее всего возникают во вторичных 
фотохимических реакциях. 

	 III 2 IV
5 2 5 2Ir Cl (H O) Ir Cl (H O) e ,h

aq
n- - -→ +    	(20)

    III IV
5 2 5 2HIr Cl (H O) Ir Cl (H O) H .hn- -→  +     	(21)

Это объясняет S-образность фотокинетической 
кривой при λ = 487 нм (рис. 6б). Конечный выход 
продуктов фотоокисления, как было указано ра-
нее, составляет несколько процентов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На основе данных стационарных и импульсных 
экспериментов мы предлагаем механизм фотолиза 
комплекса [IrIIICl6]3– в водных растворах. Пока-
зано, что протекают параллельные реакции фо-
тоакватации и фотоионизации исходного ком-
плекса. Акватированный электрон, возникший 
в результате фотоионизации, в зависимости от 
условий проведения реакции преимущественно 
захватывается либо исходным комплексом с обра-
зованием интермедиата Ir(II), либо растворенным 
кислородом с образованием супероксид-аниона. 
Формирование конечных продуктов фотолиза 
в реакциях с участием комплексов иридия раз-
личной валентности и O2

•– происходит во 
временнóм диапазоне от миллисекунд до секунд. 
В кислых (~2.5 М хлорной кислоты) растворах 
тоже протекают параллельные процессы фотоа-
кватации и фотоионизации, однако механизм не 
соответствует предложенному в ́работе [17] для 
фотолиза [IrIIICl6]3– в 12 М HCl.

Для верификации предложенного механизма 
фотолиза требуется проведение дальнейших вре-
мяразрешенных экспериментов во временнóм 
диапазоне от миллисекунд до секунд, а также эк-
спериментов по лазерному импульсному фотолизу 
в кислых растворах.

Использование комплекса [IrIIICl6]3– в экспе-
риментах по лазерному импульсному фотолизу 
в качестве ловушки для регистрации труднодо-
ступных радикалов-окислителей, что было побу-
дительным мотивом для написания данной ра-
боты, возможно при условии заведомого отсут-
ствия прямого фотолиза [IrIIICl6]3–.

Работа поддержана Российским научным фон-
дом (грант № 22-23-00248). 
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PHOTOCHEMISTRY OF IRCL6
3- COMPLEX IN AQUEOUS SOLUTIONS
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The photochemistry of the [IrIIICl6]3- complex in aqueous solutions was studied by the methods of stationary and 
laser flash photolysis. As the result of a light quantum absorption, parallel processes of photoaquatation and 
photoionization occur. The aquated electron ea

–
q, which is formed with a quantum yield of 0.12 (excitation at 266 

nm), is predominantly decayed in reactions with the initial complex and dissolved oxygen. The rate constant of 
ea

–
q capture by the [IrIIICl6]3- complex was measured. The main final photolysis products are Ir(III) complexes 

with different compositions of ligands, as well as several percents of Ir(IV) complexes. The formation of final 
products occurs in the time range from milliseconds to seconds.
Keywords: hexachloroiridate(III), aqueous solutions, photochemistry, photoionization, aquated electron, laser 
flash photolysis.
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В работе исследовано взаимодействие глицирризина с трансмембранным доменом E-белка вируса 
SARS-CoV-2 (E-protein Trans-Membrane domain (ETM)) в гомогенном водном растворе и в модельной 
липидной мембране с использованием методов селективного ядерного эффекта Оверхаузера (selective 
NOESY) и ЯМР-релаксации. Методом селективного NOESY показано наличие взаимодействия 
глицирризина с ЕТМ в водном растворе, что согласуется с литературными данными моделирования, 
которые указывают на возможность проникновения молекулы глицирризина внутрь канала, 
образованного молекулами ETM. Однако данный вывод не подтверждается экспериментами NOESY 
в модельных липидных мембранах–бицеллах. При этом методом ЯМР-релаксации обнаружено влияние 
глицирризина на подвижность как липидов, так и молекул ETM в бицеллах. Это позволяет сделать 
предположение, что глицирризиновая кислота оказывает влияние на активность E-белка коронавируса 
опосредованно, через липиды.
Ключевые слова: глицирризин, вирус SARS-CoV-2, E-белок коронавируса, липидные мембраны, ядерный 
магнитный резонанс.
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ВВЕДЕНИЕ

В связи с серьезной эпидемической ситуацией 
в настоящее время по всему миру исследователь-
скими группами ведется поиск перспективных 
лекарственных препаратов, активных против ви-
руса SARS-CoV-2. Ряд исследований указывают 
на перспективность использования различных 
ингибиторов слияния вирусных частиц с плазма-
тической мембраной клетки [1, 2]. Хотя большая 
часть этих исследований посвящены S-белку ви-
руса, который связывается с клеточной мембра-
ной носителя, наличие у коронавирусов липидной 
оболочки позволяет предполагать, что ингиби-
торы липид-опосредованного слияния мембран 
также могут быть перспективными противовиру-
сными агентами.

Вирион коронавируса представляет собой сфе-
рическую частицу, которая содержит в своей 
структуре булавовидные отростки (шипы, S-бе-
лок), белки оболочки (E-белки), мембранный 
белок (M-белок), нуклеокапсидный белок 

(N-белок). При этом, хотя ингибирование синтеза 
E-белка приводит к 20-ти — 200-кратному сни-
жению выхода вирусных частиц из клетки, роль 
его в функционировании вирусных частиц оста-
ется не ясна [3]. Некоторые результаты показы-
вают, что E-белки коронавирусов выполняют свои 
функции на внутриклеточных мембранах, где 
происходит сборка вируса [3]. Во время реплика-
ции E-белок в избытке экспрессируется внутри 
инфицированной клетки, но в оболочку вириона 
включается лишь небольшая часть. Бóльшая часть 
белка локализована в месте внутриклеточного 
переноса, где он участвует в сборке и создании 
вирионов коронавирусов [4]. Клетки, инфициро-
ванные коронавирусом, часто имеют деформации 
мембранных структур, такие как искривления 
мембраны и двухмембранные везикулы [4]. Пред-
полагается, что такие перестройки мембраны свя-
заны с функциями E-белка, который, встраиваясь 
в мембрану клетки-хозяина, индуцирует искрив-
ление мембраны и слипание двух мембранных 
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структур с образованием, соответственно, двух-
мембранных везикул [4]. 

Недавние исследования в модельных мем-
бранах подтвердили гипотезу влияния E-белка на 
кривизну липидного бислоя [5]. Кроме того, дан-
ный белок относится к виропоринам, которые, 
встраиваясь в мембрану инфицированной клетки, 
образуют олигомеры, которые, в свою очередь, 
формируют поры в мембране. Блокирование ион-
ных каналов, которые формируют олигомеры 
E-белка, связывают со снижением репликации 
коронавирусов [6–8]. В настоящее время уже ве-
дутся работы по исследованию структуры и 
функций E-белка вируса SARS-CoV-2, а также 
его взаимодействия с различными ингибиторами 
растительного происхождения [7]. В том числе, 
проверяется и гипотеза таргетного воздействия 
тритерпенового гликозида глицирризина на E-
белок коронавируса [9].

Глицирризин (глицирризиновая кислота (ГК), 
рис. 1) — главный биологически активный ком-
понент экстракта корня солодки [10–12]. Суще-
ствует множество данных о ее противовирусной 
активности [13–15], в том числе активности про-
тив вируса SARS-CoV-1 [16]. В последнее время 
появился ряд работ, указывающих на перспектив-
ность применения ГК для терапии SARS-CoV-2 
[17, 18]. Кроме того, имеются данные об актив-
ности производных ГК, моно-, ди- и триникоти-
натов, в отношении вируса SARS-CoV-2 in vitro 
[19]. Несмотря на обилие исследований актив-
ности ГК против различных ДНК- и РНК-виру-
сов, механизм ее противовирусного действия 
остается неясным. Было показано, что влияние 
ГК на вирус герпеса, ассоциированного с сарко-

мой Капоши, связан с ингибированием синтеза 
вирусных РНК [20]. 

В ряде работ было обнаружено влияние ГК на 
репликацию различных вирусов [21, 22]. Однако 
тот факт, что противовирусная активность гли-
цирризиновой кислоты обнаруживается в отно-
шении различных слабовзаимосвязанных ДНК- и 
РНК-вирусов позволяет предположить, что этот 
эффект связан не только с влиянием ГК на синтез 
РНК. Было установлено, что при добавлении ГК 
через 6 ч после заражения клеток вирусом Эпш-
тейна–Барра, противовирусного действия не на-
блюдается [23]. В то же время при добавлении ГК 
сразу после заражения и последующем промыва-
нии клеток спустя 5 ч противовирусный эффект 
остается необратимым. Исходя из этого делают 
вывод, что ГК избирательно блокирует проник-
новение вируса в клетку, поскольку этот процесс 
происходит примерно в первые 5 ч после зараже-
ния. В случае вируса респираторного синдрома 
свиней было показано, что действие ГК связано 
в основном со стадией проникновения вируса и 
мало влияет на стадии его поглощения и высво-
бождения [24]. 

В ряде исследований было показано, что ГК и 
ее производные предотвращают проникновение 
ряда вирусов через плазматическую мембрану [16, 
23, 25–27]. Кроме того, было установлено, что 
действие ГК приводит к снижению текучести кле-
точных мембран [25, 28]. Также установлено, что 
ГК способна ингибировать высвобождение виру-
сных частиц из зараженной клетки [29]. Таким 
образом, одним из возможных механизмов про-
тивовирусного действия глицирризина является 
препятствование слияния липидной оболочки 
вируса с плазматической мембраной клетки хо-
зяина. Мы полагаем, что мембраномодифициру-
ющая способность ГК может опосредованно вли-
ять и на активность Е-белка, встроенного в ли-
пидную оболочку вируса. Поэтому, в связи с не-
ясной до конца ролью E-белка в функциониро-
вании и патогенезе коронавирусов в целом и 
SARS-CoV-2, в частности, требуются комплек-
сные исследования как взаимодействия самого 
белка с липидной мембраной, так и влияния раз-
личных ингибиторов на эти взаимодействия и на 
активность E-белка in vitro.

В представленной работе мы попытались по-
казать наличие прямого, либо липид-опосредо-
ванного взаимодействия ГК с трансмембранным 
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Рис. 1. Структурная формула глицирризина. Звездоч-
кой отмечен протон, возбуждение которого проводи-
лось в экспериментах sNOESY.
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доменом E-белка коронавируса (E-protein Trans-
Membrane domain, (ETM)) в гомогенном водном 
растворе и в модельной липидной мембране, ис-
пользуя методы селективного ядерного эффекта 
Оверхаузера и ЯМР-релаксации. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования проводили в бицеллах 1,2-ди-
миристоил-sn-глицеро-3-фосфохолина (ДМФХ)/ 
/1,2-дигексаноил-sn-глицеро-3-фосфохолина 
(ДГФХ), оба производства компании Avanti (USA) 
и чистоты > 99% (рис. 1). Трансмембранный до-
мен E-белка вируса SARS-CoV-2 (ETM, амино-
кислотная последовательность ETGTLIVNSVLL
FLAFVVFLLVTLAILTALR, чистота — 96%) был 
синтезирован на заказ компанией Pepmic (Suzhou, 
China; http://www.pepmic.com/). Порошковые 
компоненты (липиды, ETM) растворяли в хлоро-
форме; растворитель сушили и полученную 
пленку растворяли в дейтерированной воде (D2O) 
производства компании Sigma-Aldrich (чистота — 
99.9%). Для ускорения образования бицелл про-
водили три цикла заморозки–разморозки. Соот-
ношение ДМФХ : ДГФХ составляло 1 : 2, при этом 
общая концентрация липидов была равна 12 мМ. 
В гидратированные образцы добавляли 1 мМ ГК, 
pH полученных образцов — 3.8.

Спектры 1H- и 31P-ЯМР, а также селективные 
NOESY получены на ЯМР-спектрометре Avance 
HD III производства компании Bruker (USA) 

с рабочей частотой 500 МГц на ядрах 1H. Времена 
релаксации T1 были найдены с использованием 
стандартной последовательности импульсов ин-
версии–восстановления.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Взаимодействие ГК и ETM в водном растворе

На первом этапе работы взаимодействие мо-
лекулы ГК с трансмембранным доменом E-белка 
было исследовано в гомогенной водной среде 
методом селективной спектроскопии ядерного 
эффекта Оверхаузера, (selective Nuclear Overhauser 
Effect correlation Spectroscopy (sNOESY). Экспе-
рименты показали наличие кросс-пиков между 
протонами ГК и ETM. Фрагменты 1H-ЯМР-спек-
тров и спектров смеси ГК и ETM в водной среде 
с pH 3.5 приведены на рис. 2. Проводилось воз-
буждение протона ГК, обозначенного звездочкой 
(*) на рис. 1 (сигнал при δ = 5.6 ppm). Кросс-пики 
наблюдались для протонов остатка фенилаланина 
(сигнал при δ = 7 ppm). Этот результат говорит 
о наличии нековалентного взаимодействия мо-
лекул ГК с ETM в растворе. 

Взаимодействие ГК и ETM в модельной 
липидной мембране

Далее были проведены эксперименты sNOESY 
по исследованию взаимодействия ГК и ETM с 
липидной мембраной, а также сделана попытка 
обнаружить взаимодействие ГК с ETM внутри 
липидного бислоя. Ранее полученные данные 

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0
ppm

1

2

3

Рис. 2. Фрагменты спектров 1H-ЯМР для образцов, 
содержащих 1 мМ ETM (1), 1 мМ ГК и 1 мМ ETM (2), 
и sNOESY для образца, содержащего 1 мМ ГК и 1 мМ 
ETM (3) в D2O; pH 3.5.

4 3 2 1
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2

0
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Рис. 3. Фрагменты спектров 1H-ЯМР (1) и sNOESY (2) 
для образца, содержащего 1 мМ ГК в бицеллах 
ДМФХ/ДГФХ; pH 3.5.
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указывали на то, что ГК способна проникать 
внутрь липидного бислоя [30–32], однако этот 
вывод основывался преимущественно на косвен-
ных данных (изменение подвижности липидов 
в присутствии ГК), а также на данных молекуляр-
ного моделирования. На рис. 3 приведены фраг-
менты 1H-ЯМР- и sNOESY-спектров бицелл 
ДМФХ/ДГФХ в присутствии 1 мМ ГК. Как и в 
случае водного раствора производилось возбуж-
дение протона ГК при δ = 5.6 ppm. Наблюдаются 
кросс-пики между протонами ГК и протонами 
CH3-, CH2- и N+(CH3)3-групп липидов.

Также наблюдались кросс-пики между прото-
нами фенилаланина ETM и протонами CH3-, 
CH2- и N+(CH3)3-групп липидов в бицеллах 
ДГФХ/ДМФХ (рис. 4).

При совместном добавлении ETM и ГК для 
протона, обозначенного звездочкой на рис. 1, 
наблюдаются те же кросс-пики, что и в отсутствие 
ETM (рис.  5). Для протонов фенилаланина 
ETM в присутствии ГК исчезает кросс-пик с по-
верхностными N+(CH3)3-группами липидов 
(3.2 ppm), т.е., вероятно, происходит изменение 

локализации молекулы ETM в мембране. Для 
протонов фелилаланина ETM наблюдаются кросс-
пики с CH3-, CH2-группами липидов; Это озна-
чает, что ETM по-прежнему находится внутри 
липидного бислоя. При этом кросс-пиков между 
сигналами ГК и ETM не наблюдается. 

Поэтому для получения дополнительной ин-
формации о влиянии ГК на трансмембранный 
домен E-белка и липидную оболочку данная сис-
тема была исследована методом ЯМР-релаксации. 
Были проведены измерения времени спин-реше-
точной релаксации (T1) для протонов липидов и 
для фосфора для образцов, содержащих 1 мМ ГК, 
0.5 мМ ETM и 1 мМ ГК + 0.5 мМ ETM. Резуль-
таты приведены в табл. 1. 

При добавлении ГК происходит уменьшение 
времени спин-решеточной релаксации ядер 
в “хвостах” липидов, при этом времена релаксации 
ядер “голов” липидов не изменяются. Согласно 
литературным данным время спин-решеточной 
релаксации липидов в липосомах определяется 
высокочастотными колебаниями ацильной цепи 
[33, 34]. Кроме того, измерение времени релакса-

Рис. 4. Фрагменты спектров 1H-ЯМР (1) и sNOESY 
(2) для образца, содержащего 0.5 мМ ETM в бицеллах 
ДМФХ/ДГФХ; pH 3.5.

Таблица 1. Времена спин-решеточной релаксации ядер липидов

Образец
Время, мс

CH3 CH2 P N+(CH3)3

Чистый липид 1370 ± 70 1120 ± 40 1450 ± 70 810 ± 40
Липид +  0.5 мМ ETM 1050 ± 80 940 ± 40 1320 ± 70 750 ± 50
Липид + 0.5 мМ ETM+1 мМ ГК 920 ± 50 850 ± 30 1270 ± 50 745 ± 40

1

2

4 3 2 1 0
ppm

4 3 2 1 0
ppm

1

2

3

Рис. 5. Фрагменты спектров 1H-ЯМР (1) и sNOESY (2, 
3) для образцов, содержащих 1 мМ ГК (1, 2) и 1 мМ ГК +  
+ 0.5 мМ ETM (3) в бицеллах ДМФХ/ДГФХ; pH 3.5.
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ции протонов фенилаланина ETM показало су-
щественное его уменьшение в присутствии ГК 

Липид + 0.5 мМ ЕТМ: (585 ± 45) мс
Липид + 0.5 мМ ЕТМ + 1 мМ ГК: (230 ± 60) мс

Таким образом, встраивание ГК в липидную 
мембрану, содержащую молекулы ETM, приводит 
к уменьшению подвижности липидов и ETM, что, 
в свою очередь, может оказывать влияние на ак-
тивность ETM.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Методом селективного NOESY показано нали-
чие взаимодействия ГК с трансмембранным доме-
ном E-белка коронавируса в водном растворе. 
Данный результат согласуется с литературными 
данными моделирования, которые указывают на 
возможность проникновения молекулы глицир-
ризина внутрь канала, образованного молекулами 
ETM. Однако данный результат не подтверждается 
экспериментами NOESY в модельных липидных 
мембранах — не было обнаружено кросс-пиков 
молекул ГК с молекулами ETM в бицеллах ДМФХ/
ДГФХ. При этом методом ЯМР-релаксации обна-
ружено влияние ГК на подвижность как липидов, 
так и самих молекул ETM в бицеллах, содержащих 
0.5 мМ ETM. Это говорит о том, что ГК может 
оказывать влияние на активность E-белка опосре-
дованно, через липиды. Еще один результат данной 
работы полученное методом селективного NOESY 
доказательство проникновения молекулы ГК 
внутрь липидного бислоя в дополнение к данным, 
полученным ранее методом ЯМР-релаксации и 
молекулярного моделирования [25–27].

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Советом по грантам Президента Российской Фе-
дерации (грант № МК-1580.2021.1.3).
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LIPID-MEDIATED EFFECT OF GLYCYRRHIZIN ON THE PROPERTIES OF THE 
TRANSMEMBRANE DOMAIN OF THE E-PROTEIN OF THE SARS-COV-2 VIRUS

P. A. Kononova1, 2, O. Yu. Selyutina1, 3*, N. E. Polyakov1, 3

1 Voevodsky Institute of Chemical Kinetics and Combustion, Russian Academy of Sciences, Siberian Branch  
of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russia

2Novosibirsk State University, Novosibirsk, Russia
3Institute of Solid State Chemistry and Mechanochemistry, Siberian Branch of the Russian Academy  

of Sciences, Novosibirsk, Russia
*E-mail: olga.gluschenko@gmail.com

The interaction of glycyrrhizin with the transmembrane domain of the E-protein of the SARS-CoV-2 virus (E-
protein Trans-Membrane domain, ETM) in a homogeneous aqueous solution and in a model lipid membrane 
was studied using the selective nuclear Overhauser effect (selective NOESY) and NMR relaxation methods. The 
selective NOESY showed the presence of the interaction of glycyrrhizin with ETM in an aqueous solution, which 
is consistent with the literature modeling data, which indicate the possibility of penetration of the glycyrrhizin 
molecule into the channel formed by the ETM molecules. However, this conclusion is not confirmed by NOESY 
experiments in model lipid membranes, DMPC/DHPC bicelles. At the same time, the NMR relaxation method 
revealed the effect of glycyrrhizin on the mobility of both lipids and ETM molecules in bicelles. This suggests that 
GA affects the activity of the coronavirus E-protein indirectly through lipids.

Keywords: glycyrrhizin, SARS-CoV-2, coronavirus E-protein, lipid membranes, NMR, NOESY.
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Нитрозильные комплексы железа (НКЖ), природные “депо” монооксида азота (NO), образуются при 
действии эндогенного NO на активные центры негемовых [2Fe‒2S]-белков. Их синтетические 
низкомолекулярные аналоги являются перспективными соединениями для использования в качестве 
лекарственных средств для терапии социально значимых заболеваний. В настоящей работе исследовано 
влияние бычьего сывороточного альбумина (BSA) и восстановленного глутатиона (GSH) на распад 
нитрозильного комплекса железа с N,N’-диметилтиомочевинными лигандами — [Fe(SC(NHCH3)2)2(NO)2]
BF4 (комплекс 1) в аэробных условиях. В спектрах поглощения двойной системы BSA–комплекс 1 
наблюдается появление широкой полосы при 370–410 нм, что свидетельствует о координации аэробного 
продукта распада комплекса в гидрофобном кармане белка с Cys34 и His39. Методом флуоресцентной 
спектроскопии изучено тушение собственной флуоресценции альбумина при титровании комплексом 1. 
Рассчитаны константа Штерна–Фольмера K = (2.3 ± 0.2)∙105 М–1 и радиус Фёрстера, равный 22.4 Å. 
Установлено, что в присутствии GSH УФ-спектр комплекса 1 кардинально меняется: появляются два 
максимума — при 312 и 363 нм, характерные для глутатионового биядерного НКЖ.
Ключевые слова: нитрозильные комплексы железа, NO-доноры, бычий сывороточный альбумин, глутатион, 
УФ-спектроскопия, флуоресцентная спектроскопия, метод функционала плотности.
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ВВЕДЕНИЕ

Многочисленные исследования в области био-
логии, химии и медицины показали, что моноок-
сид азота (NO) участвует в различных физиоло-
гических процессах in vivo, таких как регуляция 
кровяного давления, ингибирование агрегации 
тромбоцитов, нейротрансмиссия и др. Примене-
ние препаратов-доноров NO относится к одному 
из основных подходов, направленных на сниже-
ние смертности от ряда социально значимых за-
болеваний [1‒4]. Однако используемые на данный 
момент лекарственные средства обладают рядом 
существенных недостатков, связанных с разви-
тием толерантности, необходимостью увеличения 
продолжительности действия, высокой токсич-
ностью, неэффективностью на поздних стадиях 
лечения и т.д [5, 6]. Поэтому актуальной задачей 

современной науки является синтез новых соеди-
нений, экзогенных доноров NO, обладающих 
минимумом отмеченных недостатков и способных 
при этом эффективно доставлять NO к биологи-
ческим мишеням.

Нитрозильные комплексы железа (НКЖ) пред-
ставляют собой гибридные молекулы, содержащие 
в своем составе два фармакозначимых фрагмента: 
серосодержащие лиганды и NO-группы. Важными 
преимуществами НКЖ перед другими классами 
экзогенных NO-доноров являются их способность 
самопроизвольно генерировать NO в водных рас-
творах без дополнительной активации и действие 
при низких терапевтических дозах [7‒10].

В ФИЦ проблем химической физики и меди-
цинской химии РАН проводятся синтез и иссле-
дование катионных моноядерных НКЖ с алифа-
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тическими производными тиомочевины и бия-
дерных НКЖ с тиоаминами, которые являются 
перспективными представителями синтетических 
низкомолекулярных НКЖ благодаря их хорошей 
растворимости в воде и широкому спектру фар-
макологической активности, включая цитоток-
сическую, цитопротекторную, кардиотропную, 
антибактериальную и т.д. [11‒15].

Катионный нитрозильный комплекс железа с 
N,N′-диметилтиомочевиными лигандами — 
[Fe(SC(NHCH3)2)2(NO)2]BF4 (комплекс 1) снижает 
жизнеспособность клеток множественной мие-
ломы на 70.8%. Также данный комплекс увели-
чивает уровень активных форм кислорода в рако-
вых клетках в 4 раза и понижает уровень внутри-
клеточного глутатиона, что приводит к уменьше-
нию роста опухолевых клеток. В связи с этим 
комплекс 1 представляет собой перспективное 
соединение для терапии онкологических заболе-
ваний [16, 17].

Ранее было показано, что НКЖ в условиях in 
vivo будут взаимодействовать со множеством ми-
шеней: с тиол- и гемсодержащими белками, а 
также с низкомолекулярными тиолами [18]. По-
этому для дальнейшего изучения механизмов 
действия этих комплексов необходимо четко по-
нимать, как будет происходить их биотрансфор-
мация и какие продукты при этом могут образо-
ваться. В работе [19] установлено, что при введе-
нии в кровь НКЖ основная их часть будет связана 
с альбумином — белком плазмы крови, ключевой 
функцией которого является перенос свободных 
жирных кислот, различных метаболитов, били-
рубина, гормонов, лекарств, и металлов [20‒25]. 
Связывание НКЖ, как было показано ранее [26], 
будет происходить по единственной свободной 
SH-группе цистеина (Cys34), расположенной в 
субдомене Ia и по гистидиновым остаткам.

Рассматривая биологически важные тиолы, 
которые могут играть существенную роль в про-
цессе трансформации НКЖ, следует выделить 
восстановленный глутатион (GSH), который яв-
ляется самым распространенным небелковым 
тиолом в живых организмах и выполняет множе-
ство функций. Установлено, что развитие рака, 
нейродегенеративных заболеваний, кистозного 
фиброза может быть связано с нарушением мета-
болизма GSH [27], а соотношение GSH/GSSG 
(дисульфид глутатиона) составляет основу кле-

точного окислительно-восстановительного го-
меостаза [28]. 

Исходя из вышеизложенного, целью данной 
работы является изучение трансформации ком-
плекса 1 в присутствии бычьего сывороточного 
альбумина (BSA) и GSH в аэробных условиях in 
vitro. Полученные результаты также позволят оце-
нить роль кислорода, поскольку он способен ре-
агировать с НКЖ [29] и, следовательно, может 
существенно влиять на процессы взаимодействия 
НКЖ с BSA и GSH. Проводимые исследования 
обладают фундаментальной и прикладной значи-
мостью, так как помогут расширить существу-
ющие знания о процессах биотрансформации 
НКЖ.

ЭКСПЕРИМЕТНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В настоящем исследовании были использованы 
трис(гидроксиметил)аминометана производства 
компании Serva (Germany), бычий сывороточный 
альбумин (5 фракция, BIOCLOT, Germany), ди-
метилсульфоксид (“ЛенРеактив”, Россия), L‒
глутатион в востановленной форме (Sigma-Aldrich, 
USA).

Техника работы в атмосфере аргона

Перед проведением опытов комплекс 1 рас-
творяли в атмосфере аргона в анаэробном диме-
тилсульфоксиде (ДМСО). Аргон высокой чистоты 
из баллона пропускали через колонку с хром-ни-
келевым катализатором при 23 °C для дополни-
тельной очистки. Затем удаляли воздух из рабочих 
растворов путем пропускания через них очищен-
ного аргона при перемешивании на магнитной 
мешалке в течение 30 мин. Таким образом, созда-
вали анаэробную среду внутри сосуда. Вся посуда, 
используемая для рабочих растворов, была гер-
метично закрыта с помощью резиновых затворов 
RubberSepta производства компании Sigma-Aldrich 
(USA). Для перенесения раствора из одного сосуда 
в другой использовали шприцы с припаянными 
иглами. Избыточное давление сбрасывали с по-
мощью иглы, для чего вводили иглы через рези-
новый затвор, набирали газ в шприц, выносили 
его из сосуда и спускали из шприца лишний газ.

Исследование кинетики распада комплекса 1 
в буфере Трис-HCl 

Чтобы избежать распада комплекса в присут-
ствии кислорода, его исходный раствор готовили 
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в анаэробных условиях путем растворения в ана-
эробном абсолютном ДМСО. Растворение про-
водили при интенсивном перемешивании на маг-
нитной мешалке в течение 9 мин при 23 °С. Затем 
0.3 мл раствора комплекса отбирали и вводили в 
опытную кювету объемом 4 мл с длиной оптиче-
ского пути 1 см, которая содержала 2.7 мл 0.05 M 
Трис-HCl буфер с pH 7.0. Конечный объем рас-
твора комплекса в экспериментальной кювете 
составлял 3 мл, концентрация комплекса в конеч-
ном растворе была равна 2 ∙ 10–4 М. Контрольная 
кювета содержала 3 мл буфера Трис-HCl с рН 7.0. 

Изучение кинетики распада комплекса 1 
в присутствии BSA

Навеску BSA растворяли в 0.05 М Трис-HCl-
буфере с pH 7.0. Полученный раствор добавляли 
в сосуд с навеской комплекса. Растворение про-
водили при интенсивном перемешивании на маг-
нитной мешалке в течение 6 мин при 23 °С. Затем 
отбирали 0.25 мл полученного раствора белка с 
концентрацией 2.4 ∙ 10–3 М и вносили в опытную 
кювету. Концентрация комплекса в исходном 
растворе анаэробного ДМСО составляла 2 ∙ 10–3 М. 
Далее отбирали 0.3 мл полученного раствора и 
вносили в кювету с BSA. Конечная концентрация 
комплекса составила 2 ∙ 10–4 М. 

Изучение кинетики распада комплекса 1 
в присутствии GSH

В кварцевую кювету объемом 3 мл с длиной 
оптического пути 1 см вводили раствор комплекса 
1 в ДМСО с концентрацией 3 ∙ 10–3 М и раствор 
GSH в 0.05 М Трис-HCl-буфере (pH 7.0). Конеч-
ная концентрация комплекса 1 в кювете равна 
0.8 ∙ 10–4 М, а GSH ‒ 3.2 ∙ 10–4 М. 

Регистрация УФ-спектров поглощения

УФ-спектры поглощения регистрировали в 
диапазоне длин волн 200–600 нм через опреде-
ленные интервалы времени при комнатной тем-
пературе на спектрофотометре Cary 60 UV-Vis 
производства компании Agilent Tech. (USA).

Изучение взаимодействия BSA с комплексом 1 
методом флуоресцентной спектроскопии

Исходный раствор комплекса с концентрацией 
1.5 ∙ 10–3 М готовили в анаэробных условиях, как 
описано выше, путем растворения в анаэробном 
абсолютном ДМСО. Далее разводили полученный 

раствор в 1.8 мл анаэробного раствора 0.05 М 
Трис-HCl-буфера pH 7.0 для получения концен-
трации комплексов 1.5 ∙ 10–4 М. Аликвоту объемом 
2.990 мл аэробного раствора BSA с концентрацией 
10–6 М титровали при последовательном добав-
лении раствора комплекса 1.

Регистрация спектров флуоресценции

Спектры испускания флуоресценции регистри-
ровали в диапазоне длин волн 300–400 нм через 
определенные интервалы времени при комнатной 
температуре.Длина волны возбуждения была вы-
брана равной 290 нм, ширина щели возбуждения 
и ширина щели испускания устанавливались рав-
ными 5 и 10 нм соответственно. Титрование про-
водили вручную с использованием микрошприца 
объемом 50 мкл. Эксперимент проводили на спек-
трофлуориметре Cary Eclipse производства ком-
панииVarian (USA).

Квантовохимические расчеты

Квантовохимические расчеты были выполнены 
с полной оптимизацией геометрии начального, 
конечного и промежуточного комплексов с ис-
пользованием программы Gaussian 09 (версия D) 
[30] и метагибридного функционала TPSSh и ба-
зисного набора 6-311++G**/6– 31G* с учетом 
сольватации в водном растворе в рамках модели 
поляризуемого континуума. Электронные 
спектры были рассчитаны с помощью теории 
функционала плотности, зависящей от времени 
(TDDFT).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Распад комплекса 1 в присутствии альбумина

В работах [29, 31] было показано, что кислород 
играет важную роль в процессе трансформации 
НКЖ. В спектрах поглощения комплекса 1 в 
Трис-HCl-буфере появляется широкое плечо при 
280–370 нм, которое согласно квантовохимиче-
ским расчетам характерно для продуктов взаи-
модействия кислорода с тиомочевиной и ее про-
изводными [32]. Эффективная константа скоро-
сти для данного процесса составила 
(3.7 ± 0.4) ∙ 10–4 с–1 (вставка на рис. 1).

Ранее с помощью метода квантовохимического 
моделирования был получен ряд кислородсодер-
жащих НКЖ, являющихся продуктами коорди-
нации кислорода по различным положениям 
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Рис. 1. Изменение спектров поглощения комплекса 1 в Трис-HCl-буфере. Условия реакции: концентрация ком-
плекса 1 — 2 ∙ 10–4 M, температура — 23 °C, растворитель — 0.05 M Трис-HCl-буфер pH 7.0. На вставке представлена 
кинетическая кривая распада комплекса 1 для данного опыта. Константа скорости данного процесса составила 
(3.7 ± 0.4) ∙ 10–4 с–1. 
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в исходном комплексе 1 [33]. На рис. 2 приведены 
теоретические TDDFT-спектры продуктов, име-
ющих полосы в диапазоне 280–350 нм. Лучше 
всего с экспериментальным спектром (рис. 1) 
совпадает теоретический спектр комплекса D ‒ 
Fe(NO)(O)2(SC(NHCH3)2)2, поэтому можно пред-
положить, что он будет основным продуктом 
взаимодействия кислорода с исходным комплек-
сом 1. 

В присутствии альбумина наблюдается иной 
вид спектров поглощения (рис. 3). В данном слу-
чае сразу после смешивания реагентов появляется 
характерная для моноядерных НКЖ с цистеином 
и другими алифатическими тиолигандами [34] 
полоса в области 370–410 нм, что может указывать 
на образование высокомолекулярного комплекса, 
связанного с белком. Мы полагаем, что основным 
продуктом будет являться комплекс Fe(Cys34)
(His39)(NO)(O)2, полученный при координации 
фрагмента [Fe(NO)(O)2] (соединение D без тио-
лигандов, рис. 2) на Cys34 и His39, находящихся 
в гидрофобном кармане альбумина. Кроме того, 
в данном случае нельзя исключать связывание с 
аминокислоными остатками как самого желе-
зодинитрозильного фрагмента, так и других ки-

слородсодержащих продуктов, как это уже было 
ранее нами описано на примере НКЖ 
с тиосульфатными и тиомочевинными лиган-
дами [35].

Как показано на вставке к рис. 3, данный ком-
плекс медленно распадается; при этом кривая не 
выходит на плато даже спустя 18 ч. Для аппрок-
симации экспериментальных данных была ис-
пользована функция y(t) = y0 + A1 · e–k1t + A2 · e–k2t. 
Рассчитанные эффективные константы скорости 
составили (1.1 ± 0.1) ∙ 10–3 с–1 и (5.7 ± 0.6) ∙ 10–5 с–1 
для двух последовательных процессов. Можно 
предположить, что быстрый процесс, описывае-
мый первой константой, соответствует именно 
взаимодействию связанного с белком комплекса 
с кислородом. Наличие изобестической точки при 
349 нм свидетельствует о том, что в растворе при-
сутствует два типа поглощающих центров. При 
этом можно предположить, что распад комплекса 
будет сопровождаться нитрозилированием SH-
группы Cys34.

Распад комплекса 1 в присутствии GSH

В спектрах поглощения комплекса 1 в среде 
с GSH наблюдается появление двух максиму-
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Рис. 3. Изменение спектров поглощения комплекса 1 в присутствии BSA. Условия реакции: концентрация комплекса 
1 — 2 ∙ 10-4 M, концентрация BSA — 2 ∙ 10–4 M, температура — 23 °C, растворитель — 0.05 M Трис-HCl-буфер с pH 7.0. 
Константы скорости данного процесса составили (1.1 ± 0.1) ∙ 10–3 с–1 и (5.7 ± 0.6) ∙ 10–5 с–1. 
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мов — при 312 и 363 нм (рис. 4), которые отсут-
ствовали в  исходном спектре. Такая форма 
спектра характерна для биядерных НКЖ с глута-
тионовыми и другими алифатическими лигандами 
[34]. В данном случае мы предполагаем, что ком-
плекс димеризуется; при этом исходные N,N ′-ди-
метилтиомочевинные тиолиганды замещаются 
на GSH с образованием нового НКЖ с GSH-ли-
гандами — бис-(глутатион-2-тиолат)тетранитро-
зилдижелезо [Fe2(GS‒)2(NO)4]2+. Согласно иссле-
дованию [36] теоретический спектр комплекса 
[Fe2(GS‒)2(NO)4]2+ в достаточной мере совпадает 
с экспериментальным спектром, полученным для 
реакционной смеси комплекса 1 с GSH. 

На вставке к рис. 4 приведена кинетическая 
зависимость трансформации НКЖ в присутствии 
GSH, которая имеет сложный характер и обрабо-
тана с использованием двух функций. В результате 
аппроксимации начального участка эксперимен-
тальных данных уравнением y(t) = y0 + A · e–kt полу-
чено следующее значение эффективной константы 
скорости: k = (5.3 ± 0.6) ∙ 10–4 с–1. Увеличение по-
глощения, наблюдаемое на начальном участке 
кинетической кривой, по-видимому, связано с 
накоплением глутатионового комплекса (спектры 

1–20) в реакционной смеси, а дальнейшее падение 
отражает его распад (спектры 21–29).

Спектры флуоресценции BSA в присутствии 
комплекса 1

Согласно литературным данным собственная 
флуоресценция BSA обусловлена наличием двух 
аминокислотных остатков: триптофана Trp 213 и 
Trp 134, которые флуоресцируют независимо друг 
от друга с примерно равной интенсивностью [37]. 
На рис. 5 показано изменение спектров флуорес-
ценции альбумина при титровании его раствором 
комплекса 1. Исходная интенсивность флуорес-
ценции белка уменьшается на 40% после оконча-
ния добавления комплекса 1. Также наблюдается 
небольшой сдвиг спектра в синюю область. Со-
гласно литературным данным триптофановые 
остатки имеют спектры флуоресценции с макси-
мумами в диапазоне 308–355 нм, в зависимости 
от их локализации [38]. Таким образом, исходя из 
экспериментальных данных (рис. 5), можно пред-
положить, что Trp 213 и Trp 134 тушатся в разной 
степени. При этом, как и ранее [35], мы полагаем, 
что тушение происходит в результате координации 
продукта аэробного распада комплекса 1 с ами-
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Рис. 4. Изменение спектров поглощения комплекса 1 в присутствии GSH. Условия реакции: концентрация ком-
плекса 1 — 0.8 ∙ 10–4 М, концентрация GSH — 3.2 ∙ 10–4 M, температура — 23 °C, растворитель — 0.05 M Трис-HCl-
буфер с pH 7.0. Константа скорости начального процесса составила k = (5.3 ± 0.6) ∙ 10–4 с–1.
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нокислотными остатками Cys34 и His39 альбу-
мина. 

Экспериментальные данные были обработаны 
с помощью уравнения Штерна–Фольмера. По-
лученная кривая характеризуется изгибом вниз к 
оси x, что связано с наличием недоступных для 
тушения остатков триптофана. Поэтому для опре-
деления константы скорости тушения КSV было 
использовано модифицированное уравнение 
Штерна–Фольмера: 

	 0

0 sv

1 1
[Q]a a

I
I I f K f

= +
-

, 	

где I и I0 — интенсивности флуоресценции в от-
сутствие и в присутствии тушителя, соответ-
ственно; fa = 0.66 — часть флуорофора, доступная 
тушителю (рассчитана из аппроксимации, при-
веденной на вставке к рис. 5); [Q] — концентрация 
тушителя.

На вставке рис. 5 показана линейная зависи-
мость тушения флуоресценции BSA от концен-
трации комплекса 1 в координатах Штерна–Фоль-
мера. Константа Штерна–Фольмера, рассчитан-
ная по тангенсу угла наклона полученной прямой, 
равна (2.3 ± 0.2) ∙ 105 М–1 и в нашем случае экви-

валентна константе связывания комплекса 1 с 
BSA. 

Для анализа влияния связывания комплекса 
с белком на эффективность тушения каждого 
остатка триптофана был определен интеграл 
спектрального перекрывания J(λ) общей флуо-
ресценции триптофана белка и спектра погло-
щения полученного высокомолекулярного ком-
плекса связанного с белком, а затем рассчитан 
радиус Фёрстера R0, который равен расстоянию, 
при котором происходит 50%-ное тушение флуо-
ресценции [39]:

	 J(λ)= ( ) ( ) ( )
1

0 0

4
D A D ,F d F d

-∞ ∞   
×   
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l ε l l l
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l
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l∫ ∫   

	
1/62 4

0 0.211 ( ) ,R k N J- = Φ l   
где eA — коэффициент экстинкции акцептора; 
FD(l) — спектр эмиссии донора; k2 — коэффици-
ент, характеризующий относительную ориента-
цию в пространстве переходных диполей донора 
и акцептора (для случайной ориентации в жидком 
растворе k2 = 0.66 [38, 40]); N — средний показа-
тель преломления среды в диапазоне длин волн, 
где спектральное перекрытие значительно 
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Рис. 5. Влияние комплекса 1 на спектры флуоресценции BSA. Условия: начальные концентрации комплекса 1 — 0; 
0.5 ‧ 10–6; 1 ‧ 10–6; 1.5 ‧ 10–6; 2 ‧ 10–6; 2.47 ‧ 10–6; 2.95 ‧ 10–6; 3.43 ‧ 10–6; 3.91 ‧ 10–6; 4.38 ‧ 10–6; 4.86 ∙ 10–6 М, BSA –1 ∙ 10–6 М, 
lex = 290 нм, 0.05 M Трис-HCl-буфер pH 7.0, температура — 23 °C. На вставке представлена кривая Штерна–Фольмера 
системы BSA–комплекс 1.
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(N  = 1.33); Ф — квантовый выход флуоресценции 
донора (квантовый выход флуоресценции остат-
ков триптофана равен 0.13 [41]). 

Рассчитанный радиус Фёрстера равен 22.4 Å. 
Методом молекулярного моделирования в работе 
[42] определены расстояния от S (Cys 34) до Trp 
134 и до Trp 213, которые равны 21.7 Å и 33.2 Å 
соответственно. Поэтому в данном случае будет 
наблюдаться более эффективное тушение флуо-
ресценции именно Trp 134. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Установлено, что альбумин и глутатион, по-
добно кислороду, принимают активное участие в 
процессе трансформации комплекса 1. Продукт 
аэробного распада комплекса 1 может координи-
роваться с Cys34 и His39 в гидрофобном кармане 
BSA с образованием высокомолекулярного НКЖ 
Fe(Cys34)(His39)(NO)(O)2, поглощающего в об-
ласти 370–410 нм. В данной системе происходит 
эффективное тушение собственной флуорес-
ценции белка, а рассчитанная константа Штерна–
Фольмера составляет (2.3 ± 0.2) ∙ 105 М–1. Пока-
зано, что в присутствии глутатиона в спектрах 
поглощения появляются новые полосы при 312 и 
363 нм, что соответствует образованию нового 
биядерного НКЖ с GSH-лигандами — бис-
(глутатион-2-тиолат)тетранитрозилдижелеза 
[Fe2(GS‒)2(NO)4]2+. Константа скорости данного 
процесса составила (5.3 ± 0.6) ∙ 10–4 с–1.

Мы полагаем, что продукты, образующиеся 
в результате трансформации комплекса 1 в при-
сутствии GSH и BSA, являются фармакологиче-
скими активными формами исходного комплекса 
в организме. 

Работа по исследованию трансформации ком-
плекса в модельных биологических системах вы-
полнена за счет гранта президента (№ МК-
1634.2021.1.3.), синтез комплекса — по теме гос
задания № 124020500019-2.
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AEROBIC DECOMPOSITION OF DIMETHYLTHIOUREA NITROSYL IRON 
COMPLEX IN THE PRESENCE OF ALBIMIN AND GLUTATHIONE

A. Yu. Kormukhina1, 2*, A. B. Kusyapkulova1, 2, N. S. Emel’yanova1, 2,  
O. V. Pokidova1, N.A. Sanina1, 2, 3 

1Federal Research Center Problem of Chemical Physics and Medical Chemistry  
of the Russian Academy of Sciences, Chernogolovka, Russia

2Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russia
3Scientific and Educational Center “Medical Chemistry” of Moscow State Regional University, Mytishchi, Russia

*E-mail: alex.kormukhina2015@yandex.ru

Nitrosyl iron complexes (NICs) are natural “depots” of NO. NICs forms by the interaction of endogenous nitric 
oxide (NO) and non‒heme [2Fe-2S] proteins. Their synthetic analogues are promising compounds in medicines 
for the treatment of socially significant diseases. In this paper, the effect of bovine serum albumin (BSA) and 
reduced glutathione (GSH) on the decomposition of a nitrosyl iron complex with N,N′-dimethylthiourea ligands 
[Fe(SC(NHCH3)2)2(NO)2]BF4 (complex 1) under aerobic conditions have been investigated. In the absorption 
spectra complex 1 in the presence of albumin a wide band at 370–410 nm appears, which indicates the coordination 
of the aerobic decay product of the complex in the hydrophobic pocket of the protein with Cys34 and His39. The 
quenching of albumin intrinsic fluorescence during titration with complex 1 was studied by fluorescence 
spectroscopy. The Stern-Vollmer constant K = (2.3 ± 0.2) ∙ 105 М-1 and the Förster radius 22.4 Å were calculated. 
The UV-spectrum complex 1 in presence of GSH has two peaks at 312 and 363 nm, which respond glutathione 
binuclear NICs.
Keywords: nitrosyl iron complexes, NO donors, bovine serum albumin, glutathione, UV spectroscopy, fluorescence 
spectroscopy, TTDFT.
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Методом молекулярной динамики моделируется поведение молекул диоксодэта в воде. Данное вещество 
обладает противораковыми свойствами и используется в клинической практике. Однако его свойства 
до сих пор не изучены на молекулярном уровне. В данной работе представлена первая попытка такого 
исследования. Проведена параметризация молекулы диоксодэта с применением различных доступных 
сервисов: ATB, SwissParam, а также AmberTools в стандартном виде и с использованием дополнительных 
квантовохимических расчетов. Проведено сравнение полученных моделей между собой. Рассчитано 
количество водородных связей молекулы с водой, проведен анализ гидратной воды. Показано, что 
молекулы диоксодэта в воде склонны к ассоциации. Все полученные модели демонстрируют сходные 
свойства, но количественные характеристики заметно различаются. Для выбора лучшей модели необ-
ходимы дальнейшие исследования. Файлы с топологией молекулы доступны для использования.
Ключевые слова: молекулярно-динамическое моделирование, диоксадэт, параметризация молекулы, 
водный раствор.
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1. ВВЕДЕНИЕ

В конце 1980-х годов в НИИ онкологии им. 
Н.Н. Петрова был предложен препарат, показав-
ший высокую противораковую активность [1]. 
К настоящему времени он прошел доклиническое 
и клиническое исследование и разрешен для ме-
дицинского применения под названием “Диок-
садэт”. Однако изучение препарата и его гомоло-
гов продолжается. Как и все противораковые 
вещества, он имеет побочные эффекты, ограни-
чивающие дозу применения, хотя в сравнении с 
препаратами аналогичного спектра действия, 
такими как цисплатин, побочные эффекты диок-
садэта меньше [2, 3].

Несмотря на многолетнюю работу с ДХТ, со-
вершенно не изучены его свойства на молекуляр-
ном уровне. Чтобы молекулы препарата попали 
внутрь клетки, они должны проникнуть через ее 
мембрану. Однако механизм прохождения ДХТ 
сквозь мембрану неизвестен. Для других молекул 
этот вопрос подробно исследуется методами мо-
лекулярной динамики [4–8]. Разработаны методы 
для расчета пассивной диффузии лекарственных 
молекул через липидные бислои [5, 6], с исполь-

зованием которых рассчитана проницаемость 
празиквантела [7] и нифедипина [8].

С другой стороны, до сих пор неизвестно по-
ведение молекул ДХТ в воде. Это касается до-
ставки лекарственного препарата к мембране. 
С этой целью исследуются вопросы, связанные 
с растворимостью и ассоциацией, для чего также 
используется метод молекулярной динамики 
[9, 10].

Для молекулярно-динамического моделиро-
вания требуется задание межмолекулярных взаи-
модействий (поля сил) для моделируемого веще-
ства. Для этого необходимо сконструировать 
трехмерную структуру моделируемой молекулы 
согласно типам атомов, установить их связи, за-
дать ванн-дер-ваальсовские потенциалы, рассчи-
тать частичные заряды на атомах для воссоздания 
правильного электростатического взаимодей-
ствия. Для многих молекул параметры взаимо-
действий найдены и апробированы в предыдущих 
исследованиях, и их можно найти в специализи-
рованных базах данных (библиотеках полей сил). 
Например, для моделирования органических жид-
костей и растворов популярными являются поля 
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сил OPLS, GROMOS, CHARMM, Amber. Они 
достаточно универсальны, но охватить всего мно-
гообразия молекул невозможно. Поэтому разра-
батываются специальные подходы, которые по-
могают параметризовать новые молекулы. Они 
базируются на использовании какого-либо из-
вестного поля сил, однако приходится проводить 
специальные расчеты для уточнения строения 
новой молекулы и нахождения распределенных 
на ее поверхности зарядов на молекуле.

Насколько нам известно, молекулярно-дина-
мическое моделирование ДХТ до сих пор не про-
водилось. В данной работе представлена первая 
попытка такого моделирования. Для этого, прежде 
всего, мы проводим параметризацию молекулы 
ДХТ с помощью трех разных доступных сервисов: 
ATB (Automatic Topology Builder, поле сил 
GROMOS), SwissParam (поле сил CHARMM) и 
AmberTools (поле сил Amber). В последнем мы 
используем также свои квантовохимические рас-
четы.

2. МОДЕЛИ МОЛЕКУЛЫ ДИОКСАДЭТА

Трехмерная структура молекулы DXT, пред-
ставленная на рис. 1 взята из базы данных 
PubChem [11]. Характерной чертой этой молекулы 
является наличие триазинового кольца, содержа-
щего три атома азота. На нем присутствуют за-
ряды, которые могут быть заметными по вели-
чине. По-видимому, эти заряды в значительной 
мере определяют основные черты поведения DXT 
в воде, его гидратную оболочку и ассоциацию. 
Заметим, что в молекуле имеются как гидрофоб-
ные участки, так и гидрофильные, поэтому, глядя 
на молекулу, трудно сразу сказать, какой тип взаи-
модействия у нее с водой.

Для параметризации молекулы DXT мы ис-
пользовали три разных подхода, которые широко 
применяются в настоящее время.

Подход ATB (Automated force field Topology 
Builder) [12]. На вход сервису подается файл со 
структурой молекулы. С использованием метода 
HF/STO-3G устанавливается оптимальная гео-
метрия и рассчитываются распределенные заряды 
на атомах с помощью метода Малликена. Для 
подготовки файла топологии молекулы берется 
поле сил GROMOS. Используемые здесь кванто-
вохимические расчеты весьма приближенные, 
поэтому рекомендуется всегда проводить про-

верку, насколько полученная молекулярно-дина-
мическая модель подходит для решаемой задачи. 
Соответствующую модель DXT мы называем ATB.

Подход SwissParam [13]. На вход сервису также 
подается файл со структурой молекулы, однако 
принципиальная особенность данного метода в 
том, что здесь не проводятся квантовохимические 
расчеты. Вместо этого оптимальная геометрия и 
заряды подбираются из имеющейся базы данных, 
содержащей типичные фрагменты молекулы. 
Сконструированная таким образом молекула оп-
тимизируется под заданные критерии, например, 
чтобы молекула была нейтральной. Преимущество 
этого сервиса заключается в малых временны́х 
затратах. Однако надежность его нельзя считать 
высокой; в частности, следует с осторожностью 
относиться, например, к распределению час-
тичных зарядов по молекуле. Модель DXT, со-
зданную с его помощью, мы называем SwissParam.

Подход AmberTools [14]. В данном сервисе 
атомы молекулы типизируются в поле сил Amber. 
Преимущество этого сервиса состоит в том, что 
методы и базисы для квантовохимического рас-
чета могут выбираться самостоятельно. По умол-
чанию, для расчета электронной плотности и 
оптимальной геометрии молекулы используется 
метод Хартри–Фока (HF). Однако он обычно 
оказывается недостаточно точным, поэтому мы 
также использовали метод B3LYP — один из наи-
более популярных для органических молекул. 
Таким образом, в данном сервисе мы создали две 
модели DXT, которые назвали AmberHF и 
AmberB3LYP соответственно. В обоих случаях 
использован один и тот же базис–6-31G*.

N N

N NN

HN

O

O

OH

1

23

4

5

6

Рис. 1. Структура молекулы диоксадэта. Цифрами 
отмечены атомы, на которых концентрируются наи-
большие частичные заряды.
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Итак, мы получили четыре модели DXT. 
Файлы топологии для них доступны на сайте: 
https://doi.org/10.5281/zenodo.7251232. Заряды на 
атомах триазинового кольца для всех моделей 
приведены в табл. 1. Прежде всего отметим их 
большие значения. Они больше, чем на соответ-
ствующих атомах в других частях молекулы. Это 
может говорить об особой роли триазинового 
кольца во взаимодействии DXT с окружающей 
водой и друг другом. Видно, что разные модели 
дают различные значения заряда для тех же ато-
мов. 

Отметим необычно большие заряды для модели 
AmberHF. Мы склонны считать, что они завы-
шены из-за невысокой точности методаHF. Для 
модели SwissParam наблюдаются наименьшие 
заряды, равные между собой для всех атомов азота 
(атомы N1, N2, N3) и углерода (С4, С5, С6). Ра-
венство зарядов кажется странным, так как данное 
кольцо не является полностью симметричным. 
Полученный результат, очевидно, связан с тем, 
что здесь не проводится квантовохимических рас-
четов, а используются готовые данные от фраг-
ментов молекул. Имеющаяся симметрия моле-
кулы проявляется в зарядах обеих моделей Amber. 
Действительно, атомы азота N2 и N3 можно счи-
тать эквивалентными, так же как атомы углерода 
С4 и С6 (см. рис. 1 и табл. 1). Однако эта симме-
трия молекулы не нашла отражения в модели 
ATB, в которой все атомы кольца заряжены по-
разному. Это мы считаем важным на этапе расчета 
частичных зарядов на молекуле.

3. МОЛЕКУЛЯРНО-ДИНАМИЧЕСКОЕ 
МОДЕЛИРОВАНИЕ

Для всех созданных моделей молекул DXT про-
ведено их молекулярно-динамическое моделиро-
вание в SPC-модели воды [15]. Использован пакет 
Gromacs 2021.6 [16]. После помещения молекулы 
в раствор сначала проводилась минимизация энер-
гии системы, затем –релаксация в NVT-ансамбле 
с термостатом v-rescale [17] и в NPT-ансамбле 
с термостатом Нозе–Хувера [18] в течение 2 нс. 

После этого рассчитывалась равновесная траек-
тория, соответствующая 100 нс. Температура и 
давление для всех моделей были взяты равными 
310 К и 1 бар соответственно. Количество молекул 
воды составляло 2150 для растворов с одной мо-
лекулой DXT (ребро модельного куба равно 4 нм), 
2950 и 2920 — для двух и трех молекул (ребро 
куба — 4.5 нм) и 3996 молекул для четырех молекул 
(ребро — 5 нм). При моделировании нескольких 
молекул они помещались на максимально далекое 
расстояние друг от друга.

4. РЕЗУЛЬТАТЫ
Энергия растворения

Энергетику взаимодействия растворенных мо-
лекул можно простейшим образом оценить, рас-
считывая разность потенциальных энергий рас-
твора и чистой воды:

	 DXT .solution waterH H HD = -

На каждом шаге траектории рассчитывается 
разность между текущей энергией раствора, Hsolution, 
и средним значением энергии того же количества 
воды без растворенных молекул, 〈Hwater〉, и прово-
дится усреднение по всей траектории. Такой рас-
чет мы сделали для одной, двух и трех молекул 
в растворе. В табл. 2 показаны соответствующие 
значения для наших моделей DXT.

Заметим, что эта величина не является, строго 
говоря, энтальпией растворения. В рассчитанную 
энергию дает вклад также взаимодействие между 
молекулами DXT. Кроме того, каждая молекула 
DXT влияет на окружающую воду, которая может 
несколько иначе взаимодействовать с другой мо-
лекулой DXT.

Мы видим, что приведенные значения возра-
стают (с учетом большого разброса) пропорцио-
нально числу молекул для всех моделей. Однако 
мы хотим обратить внимание на различие между 
моделями. Видно, что для модели SwissParam зна-
чения положительны, т.е. выпадают из общего 
ряда. Можно сказать, что эта модель “проявляет 

Таблица 1. Заряды на атомах триазинового кольца DXT (нумерацию атомов см. на рис. 1)

Модель N1 N2 N3 C4 C5 C6
AmberB3LYP –0.733 –0.758 –0.758 0.833 0.927 0.833
AmberHF –0.813 –0.846 –0.846 0.958 1.06 0.958
SwissParam –0.62 –0.62 –0.62 0.72 0.72 0.72
ATB –0.77 –0.579 –0.858 0.753 0.878 0.930
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гидрофобные свойства”, в отличие от других мо-
делей, что, по-видимому, есть следствие относи-
тельно малых зарядов на триазиновом кольце 
(табл. 1). Однако этот вопрос требует дополни-
тельных исследований. Обратим также внимание, 
что модель AmberHF дает наибольшие по модулю 
отрицательные значения , что, очевидно, связано 
с наибольшими значениями зарядов на ее триа-
зиновом кольце.

Водородные связи DXT

Вода может завязывать водородные связи с ато-
мами азота и кислорода DXT, а также атомами 
водорода гидроксильной группы и амина (–NH–). 
Водородные связи определялись по стандартному 
критерию, используемому в пакете GROMACS 
(угол водород–донор–акцептор больше 30° и мак-
симальная длина связи меньше 0.35 нм). Количе-
ство водородных связей на одну молекулу DXT, 
найденное усреднением по всей траектории, при-
ведено ниже:

AmberB3LYP AmberHF SwissParam ATB
5.5 6.3 6.3 6.0  

Для всех моделей наблюдается примерно оди-
наковое количество водородных связей, т.е. по 
нему трудно делать выводы о преимуществе той 
или иной модели. 

Мы также изучили водородные связи между 
молекулами DXT. Несмотря на то, что молекула 
содержит атомы, способные образовать межмо-
лекулярные водородные связи, оказалось, что они 
практически отсутствуют. За время, составляющее 
20% от всего времени моделирования, удается 
наблюдать одну водородную связь между молеку-
лами. В остальное время, несмотря на то, что мо-
лекулы могли находится рядом, водородные связи 
отсутствовали. Это означает, что преимуществен-
ная взаимная ориентация молекул DXT в растворе 
не обеспечивает контактов между атомами, спо-
собными к образованию водородных связей.

Гидратная вода вокруг триазинового кольца

Анализ проводился для одиночной молекулы 
DXT, растворенной в воде. Рассчитывалась 
функция радиального распределения (ФРР) 
центров молекул воды относительно поверхности 
атомов триазинового кольца DXT (рис. 2) и из-
учена их ориентация с использованием подхода, 
описанного в работе [19].

Обратим внимание на ближайшие пики на 
рис. 2: первый при 0.1 нм и второй вблизи 0.2 нм, 
четко проявляющиеся для моделей AmberHF, 
AmberB3LYP и АТВ. Дополнительный анализ 
показал, что самые близкие молекулы воды свя-
заны водородной связью с атомами азота кольца, 
а второй пик образован молекулами воды, свя-
занными водородной связью с молекулами пер-
вого пика подобно тому, как это показано на рис. 
6 из работы [19]. Заметный пик при 4.5 нм соот-
ветствует молекулам воды, часть которых связана 
водородными связями с молекулами, образую-
щими второй максимум. С увеличением рас-

Таблица 2. Энергия растворения DHDXT разного числа (одна, две, три) молекул DXT в воде (столбцы с номерами 1, 
2, 3) для разных моделей DXT в единицах кДж/моль. Указанный разброс значений отражает стандартное откло-

нение при усреднении по траектории

Модель 1 2 3
AmberB3LYP –1106 ± 454 –1929 ± 524 –3359 ± 400
AmberHF –1538 ± 451 –2659 ± 531 –3991 ± 476
SwissParam 1064 ± 451 2228 ± 535 3709 ± 469
ATB –642 ± 446 –1006 ± 399 –1358 ± 475

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

ФРР

d, нм

AmberHF

AmberB3LYP

ATB
SwissParam

Рис. 2. Функция радиального распределения (ФРР) 
молекул воды относительно поверхностей ближайших 
атомов триазинового кольца DXT; ФРР всех моделей 
стремятся к единице на больших расстояниях, как для 
модели AmberHF. Кривые для AmberB3LYP, ATB и 
SwissParam смещены вниз для удобства их рассмотрения.
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стояния, ФРР для этих моделей неплохо совпа-
дают. Это понятно, поскольку влияние особен-
ностей разных моделей молекул DХТ на далекую 
воду уменьшается. Модели AmberB3LYP и 
AmberHF имеют практически совпадающие 
функции радиального распределения. Некоторые 
различия для модели АТВ проявляются в меньшей 
интенсивности первых пиков и небольшом сдвиге 
второго максимума в  сторону больших рас-
стояний, что можно связать с тем фактом, что все 
заряды на кольце в этой модели, в отличие от пер-
вых двух, различны (табл. 1). Для модели 
SwissParam вместо двух первых пиков наблюдается 
один общий пик при 0.15 нм. Это обусловлено, 
по-видимому, меньшими зарядами на кольце 
(табл. 1), что приводит к ослаблению водородных 
связей воды с DXT.

Отметим, что неплохое совпадение функций 
радиального распределения для моделей, име-
ющих заметные различия в электростатическом 
взаимодействии, не является удивительным. Как 
отмечается в литературе, структура плотных 
систем (жидкостей) в значительной мере опреде-
ляется непроницаемостью атомов (отталкива-
нием), а не притягательной частью взаимодей-
ствия, включая электростатику (см. работу [20] и 
ссылки в ней).

Ассоциаты

Две и более молекул DXT в воде склонны под-
ходить друг к другу и находиться рядом в течение 
достаточно долгого времени. Для количественного 
описания такого поведения мы следили за изме-
нением расстояния между центрами масс пары 
молекул со временем. На рис. 3 показана динамика 
относительного движения двух молекул DXT. Из-
начально мы помещали молекулы на большом 
расстоянии друг от друга. Однако уже за время 
релаксации они обычно сближаются, а сблизив-
шись, остаются вместе, о чем говорит расстояние 
между ними, равное примерно 0.5 нм. Из рис. 3а 
видно, что молекулы из модели АТВ в течение 
всего времени моделирования (100 нс), находились 
рядом. Однако на рис. 3б–3г видны резкие вы-
бросы, указывающие на то, что молекулы отходили 
друг от друга на большие расстояния. Однако 
основную часть времени молекулы находятся ря-
дом, в первую очередь это относится к модели 
AmberB3LYP (рис. 3б).
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Рис. 3. Зависимости расстояния между центрами масс 
двух молекул DXT от времени для разных моделей: 
а — ATB, б — Amber B3LYP, в — Amber HF, г —
SwissParam.
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Как было отмечено выше, водородные связи 
между молекулами DXT практически не образу-
ются, т.е. ассоциация в данном случае полностью 
определятся электростатическим взаимодей-
ствием. Мы заметили, что пара близких молекул 
DXT часто располагается так, чтобы их триази-
новые кольца были параллельны. В случае ассо-
циатов из трех и четырех молекул обычно присут-
ствует хотя бы одна такая пара. Более того, эта 
тенденция иногда приводит к образованию стопок 
из трех и четырех молекул. На рис. 4 показаны 
кластеры из четырех молекул DXT, взятые из мо-
лекулярно-динамической траектории. Как при-
вило, возникает бесформенный ассоциат (рис. 4а), 
однако иногда можно видеть хорошо сформиро-
ванные стопки (рис. 4б). Приведенный структур-
ный анализ показан на примере модели ATB. 
Однако для других моделей наблюдается похожий 
вид ассоциатов.

5. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе проведена параметризация молекулы 
диоксадэта для полноатомного классического 
молекулярно-динамического моделирования. Для 
этого использованы различные доступные сер-
висы: ATB, SwissParam, а также AmberTools, в 
стандартном виде и с использованием дополни-
тельных квантовохимических расчетов. Проведено 
моделирование молекулы диоксадэта в воде и 
сравнение результатов для разных моделей между 
собой. Несмотря на то, что полученные частичные 
заряды на триазиновом кольце молекулы и энер-
гии растворения заметно различаются для разных 
моделей, структурные свойства качественно со-

впадают, что видно по схожему поведению ФРР 
гидратной воды вблизи триазинового кольца. До-
полнительно проведено моделирование двух, трех 
и четырех молекул в воде. Показано, что молекулы 
диоксадэта в воде склонны образовывать лабиль-
ные ассоциаты, среди которых иногда встречаются 
стопки молекул. Все модели демонстрируют сход-
ные свойства. Для выбора лучшей модели моле-
кулы диоксадэта необходимы дальнейшие иссле-
дования. Файлы с топологией молекулы доступны 
для использования на сайте https://doi.
org/10.5281/zenodo.7251232.
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INVESTIGATION OF THE BEHAVIOR OF DIOXADET MOLECULES  
IN WATER BY MOLECULAR DYNAMICS SIMULATION
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The behaviour of dioxadet molecules in water is studied by the molecular dynamics simulation. This substance 
has anti-cancer properties and is used in clinical practice. However, its properties have not yet studied at the 
molecular level. This paper presents the first attempt of such investigation. Parametrization of dioxadet molecule 
was carried out using different available services: ATB, SwissParam as well as AmberTools in a standard form and 
with the use of additional quantum-chemical calculations. The obtained models are compared with each other. 
The number of hydrogen bonds of the molecule with water was calculated, the analysis of hydrated water was 
carried out. It was shown that the dioxadet molecules in water tend to associate. All the models obtained show 
similar properties, but the quantitative characteristics differ noticeably. Further research is needed to select the 
best model. Molecule topology files are available for use.

Keywords: molecular dynamic simulation, dioxadet, molecular parametrization, aqueous solution.
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Проведен сравнительный анализ химического состава и антибактериальной активности верескового 
меда (Calluna vulgaris), подвергнутого термообработке при 35–40 °С в течение 12 ч. Выявлен диапазон 
температур (38–40 °С), при котором наблюдается снижение в меде концентрации H2O2, уменьшение 
активности D-глюкозо-1-оксидазы и увеличение содержания 5-гидроксиметилфурфурола. Степень 
химических изменений была прямо пропорциональна температуре и времени термического воздействия. 
Установлена корреляция между изменениями химического состава и антибактериальной активностью 
меда в отношении тест-микроорганизмов Escherichia coli (штамм 1257), Staphylococcus aureus (штамм 
209-P) и Bacillus cereus (штамм 96). Полученные результаты показали, что нагрев меда до 37 °С даже 
в течение 12 ч не вызывал нежелательных изменений его химического состава и снижения антибакте-
риальной активности. Таким образом, данный режим можно считать более щадящим и рекомендовать 
его для использования при проведении термообработки этого пищевого продукта.
Ключевые слова: термическая обработка, пероксид водорода, 5-гидроксиметилфурфурол, ферменты, 
сахара, инактивация, антибактериальная активность, пчелиный мед. 
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ВВЕДЕНИЕ

Пчелиный мед представляет собой сложную 
биологическую систему, содержащую в своем со-
ставе более 180 различных соединений [1]. 
Условно их объединяют в следующие группы: 
водная часть, сахара и неуглеводная фракция. 
Более 60% от общего содержания сахаров состав-
ляют моносахариды–глюкоза и фруктоза (α- и 
β-изомеры). К так называемой неуглеводной 
фракции относят ферменты, аминокислоты, ор-
ганические и неорганические кислоты, зольные 
элементы, водорастворимые витамины, расти-
тельные пигменты и липиды [2–7].

На протяжении многих лет считалось, что из 
всех вышеперечисленных компонентов биологи-
ческую активность меда в основном обуславли-
вают сахара, кислоты и ферменты. Однако в 1962 г. 

J.W. White с соавт. в результате проведенного ряда 
экспериментов по изучению ингибирующего дей-
ствия на грамположительные и грамотрицатель-
ные микроорганизмы доказали, что аналогичным 
свойством обладает также пероксид водорода. Для 
этой цели ими был разработан колориметриче-
ский метод, основанный на изменении цвета в ре-
зультате действия 3,3′-диметоксибензидина, H2O2 
и пероксидазы [8–10]. Следует отметить, что за 
прошедшее время данный подход претерпел мно-
гочисленные модификации и продолжает широко 
применяться исследователями при физико-хи-
мическом анализе меда [11–13]. 

Пероксид водорода в меде образуется под воз-
действием фермента D-глюкозо-1-оксидазы в ре-
зультате двухстадийной окислительно-восстано-
вительной реакции [14]. Окислительно-восста-
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новительная активность D-глюкозо-1-оксидазы 
обуславливается коферментом флавинаденинди-
нуклеотидом (ФАД). В первой, восстановительной 
полуреакции D-глюкозо-1-оксидаза катализирует 
окисление β-D-глюкозы путем переноса двух 
электронов и протона от первой гидроксильной 
группы β-D-глюкозы на кофактор ФАД с сопут-
ствующим окислением глюкозы до глюконо-1,5-
лактона. Далее глюконо-1,5-лактон гидролизуется 
до глюконовой кислоты. Во второй, окислитель-
ной полуреакции восстановленный кофермент 
ФАДH2 повторно окисляется молекулярным ки-
слородом. Кислород принимает два электрона, 
переданных от ФАДH2, регенерируя каталитиче-
скую систему с сопутствующим образованием 
H2O2, который впоследствии гидролизуется до 
воды и кислорода металлсодержащим фермен-
том — каталазой. Каталазный каталитический 
цикл включает участие двух молекул: H2O2 и FeIII. 
На первом этапе H2O2 служит окислителем, оки-
сляя FeIII до промежуточного оксиферрила FeIVO. 
Одноэлектронный перенос от FeIII к первой мо-
лекуле H2O2 разрывает связь О–О в молекулах и 
восстанавливает ее до воды и кислорода. Во вто-
рой части реакции восстановителем выступает 
вторая молекула H2O2. Двухэлектронное восста-
новление промежуточного оксиферрила FeIVO 
H2O2 регенерирует исходную феррикаталазу, обра-
зуя одновременно кислород и другую молекулу 
воды [15, 16]. Кроме каталазы на уровень H2O2 
влияют такие факторы, как коллоидное состояние 
меда, воздействие пероксидаз, тиолсодержащих 
пероксиредоксинов, аскорбиновой кислоты, УФ-
излучения, а также низких и высоких темпера-
тур [1, 16–18]. 

В меде, подвергнутом термической обработке, 
в результате дегидратации фруктозы и глюкозы 
образуется 5-гидроксиметилфурфурол (5-ГМФ). 
Считается, что 5-ГМФ обладает мутагенным дей-
ствием, поэтому контроль за его содержанием 
крайне важен [19, 20].

Ранее нами была продемонстрирована корре-
ляция между содержаниями H2O2 и 5-ГМФ в не-
которых видах пчелиного меда при нагревании 
[21, 22]. Цель настоящей работы заключалась в 
сравнительном анализе изменения химического 
состава меда под воздействием температур от 35 
до 40 °С и влияния этого процесса на бактерицид-
ную активность меда. Полученные результаты 
могут быть использованы в качестве дополнитель-

ных рекомендаций при проведении контроля ка-
чества меда. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе были использованы образцы нату-
рального пчелиного верескового меда, посту-
пивших из регионов европейской части России и 
Республики Беларусь. Пробы отбирали и хранили 
согласно нормативной документации (НД), со-
гласно ГОСТ 19792-2017 [23].

Монофлерность образцов меда подтверждали 
с помощью микроскопического анализа палино-
логического состава в соответствии с НД (ГОСТ 
31769-2012) [24]. Световую микроскопию образ-
цов меда проводили с использованием биноку-
лярного микроскопа EUM-5000 (КНР) при уве-
личении ×400. 

Частоту встречаемости пыльцевых зерен, Xp, 
рассчитывали по формуле

	 Xp (%) = G · 100n–1,

где G   = ΣGi — число пыльцевых зерен вереска во 
всех счетных полях, n   = Σni — общее количество 
подсчитанных пыльцевых зерен во всех счетных 
полях, 100 — коэффициент пересчета относитель-
ных долей в проценты.

Фотографическое изображение пыльцевых зе-
рен получали с помощью цифровой камеры M1000 
PLUS производства компании Levenhuk (USA).

Содержание H2O2 в меде определяли с по-
мощью ранее адаптированного и модифициро-
ванного нами спектрально-иодометрического 
метода, суть которого заключается в том, что при 
взаимодействии иодида калия с H2O2 в кислой 
среде выделяется молекулярный иод в форме ком-
плексного аниона I3

– и регистрируемый методом 
электронной абсорбционной спектроскопии [25]. 
Электронные спектры поглощения регистриро-
вали с помощью спектрофотометра ПЭ5400УФ 
производства компании Экросхим (Россия)) 
в диапазоне длин волн λ = 250–500 нм.

Концентрацию H2O2 рассчитывали по формуле

	 С = R(D – D0)/ε,	

где D — оптическая плотность аналитического 
раствора (λ = 351 нм); D0 — оптическая плотность 
контрольного раствора (дистиллированная вода); 
R — коэффициент, учитывающий разбавление; 
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ε — коэффициент молярной экстинции I3
– (ε351 = 

= 26 400 л ∙ моль–1 ∙ см–1).
Содержание сахарозы, глюкозы и фруктозы 

определяли с помощью метода высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) в соот-
ветствии с НД (ГОСТ 32167-2013) [26]. Анализ 
проводился с использованием хроматографа ком-
пании Shimadzu (Japan) серии LC-20 Prominence, 
колонки Eclipse XDB-C18 (250 мм × 4.6 мм × 
× 5 мкм) производства компании Agilent (USA) 
в изократическом режиме при скорости потока 
1.3 мл/мин. Подвижная фаза представляла собой 
смесь ацетонитрила и деионизированной воды 
в объемном соотношении 4 : 1. Были использо-
ваны аналитические стандартные образцы саха-
розы, глюкозы и фруктозы — все производства 
компании Merck (USA) чистотой ≥99.5%. 

Массовую долю сахаров рассчитывали по фор-
муле
	 X = 100A1V1m2A2

-1 V2
-1 m1

-1,	
где A1 — площадь или высота пика сахаров в рас-
творе меда (м2); V1 — общий объем раствора меда 
(мл); m2 — масса сахара, содержащаяся в общем 
объеме стандартного раствора (г); A2 — площадь 
или высота пика соответствующего сахара в стан-
дартном растворе (м2); V2 — общий объем стан-
дартного раствора (мл); m1 — проба меда (г).

Содержание 5-ГМФ определяли с помощью 
метода обращеннофазовой ВЭЖХ в соответствии 
с НД (ГОСТ 31768-2012) [27]. Анализ проводили 
с использованием хроматографа LC-20 Prominence 
(Shimadzu, Japan) колонки Eclipse XDB-C18 
(150 мм × 4.6 мм × 5 мкм) в градиентном режиме 
при скорости потока 1.0 мл/мин. Был использован 
коммерческий 5-ГМФ с содержанием основного 
вещества не <99% производства компании Sigma-
Aldrich (USA), из которого приготавливали стан-
дартные растворы с концентрациями 100, 50, 30, 
20, 10, 5 и 2.0 мкг/мл для построения калибровоч-
ной кривой.

Определение точной массовой концентрации 
5-ГМФ проводили с помощью спектрофотометра 
ПЭ5400УФ (Экросхим, Россия) на длине волны 
λ = 285 нм. В качестве раствора сравнения исполь-
зовали деионизированную воду.

Количество 5-ГМФ в образцах меда (мг/кг) 
рассчитывали на основе заранее построенной 
калибровочной кривой по формуле

	 М5–ГМФ  = C5–ГМФVобр /mм,	
где C5–ГМФ — концентрация 5-ГМФ, определенная 
по калибровочному графику (мкг/мл); Vобр — 
объем анализируемой пробы (мл); mм — масса 
анализируемой пробы меда (г).

Определение активности каталазы осуществ-
ляли в соответствии с методикой, разработанной 
А.В. Аганиным [28], согласно которой активность 
выражали в мм3 кислорода, выделяющегося при 
воздействии каталазы, содержащейся в 1 г меда, 
на 10 мл 1%-ного (по массе)  раствора H2O2 в те-
чение 24 ч. Для проведения данного анализа была 
использована коммерческая каталаза производ-
ства компании Sigma-Aldrich (USA) чистотой 
≥90%, содержащая ≥30 000 ед./мг белка. 

Активность диастазы определяли согласно 
ГОСТ 34232-2017 [29] колориметрическим мето-
дом и выражали количеством см3 1%-ного (по 
массе) раствора крахмала, расщепляемым за 1 ч 
амилолитическими ферментами, содержащимися 
в 1 г безводного вещества меда. Значение диастаз-
ной активности (ед. Готе) вычисляли по формуле
	 X = 100 · 80(Dк – Dисп)Dк

-1(100 – W )-1,
где 80 — коэффициент пересчета, Dк — оптическая 
плотность контрольного раствора, Dисп — опти-
ческая плотность испытуемого раствора, W — 
массовая доля воды в меде (%).

Активность D-глюкозо-1-оксидазы определяли 
по методу, описанному в работе I. Flanjak с соавт. 
[30]. Сущность данного метода заключается в том, 
что H2O2 восстанавливается до воды пероксидазой 
с использованием 3,3′-диметоксибензидина в ка-
честве субстрата. Образовавшийся окрашенный 
продукт детектировался спектрофотометрически 
и имел максимальное поглощение при длине 
волны λ = 400 нм. Количественное определение 
проводили с использованием в качестве стандарта 
H2O2 (10–100  мкмоль/л) производства Fluka, 
(Germany). Результаты выражали в мкг H2O2/ч на 
1 г меда.

Антибактериальную активность исследуемых 
образцов меда определяли с использованием ме-
тода диффузии в агар с микроорганизмами суточ-
ных тест-культур. В качестве тест-микроорганиз-
мов брали бактерии Escherichia coli (штамм 1257), 
Staphylococcus aureus (штамм 209-P) и Bacillus cereus 
(штамм 96). Из смыва каждой культуры готовили 
суспензию с количеством микробных клеток 
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в 1 мл, равным 104 (количество устанавливалось 
по стандарту мутности), и высевали ее в предва-
рительно подготовленные стерильные чашки 
Петри с мясо-пептонным агаром с лункой 
в центре (6 чашек на каждую пару микроорга-
низм–образец меда). В эти чашки помещали 
образцы меда весом (0.1 ± 0.01) г как подвергнутые 
тепловой обработке в термостате при различных 
температурах (35–40 °С) в течение 3 ч (для обра-
ботки (5.0 ± 0.01) г меда помещали в стерильные 
пенициллиновые флаконы и выдерживали в тер-
мостате указанное время), так и не подвергавши-
еся температурному воздействию. Посевы инку-
бировались в течение 24 ч при температуре 37 °С. 
Учет результатов проводился по диаметру зоны 
задержки роста вокруг образца меда. В качестве 
контроля использовались чашки Петри, в которые 
не вносился образец меда.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием программного обеспече-

ния MS Excel. Достоверность различия средних 
величин устанавливали с помощью t-критерия 
Стьюдента при уровне значимости р  < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что вереск (Вереск обыкновенный, 
Calluna vulgaris) — один из самых распространен-
ных медоносов России, стран СНГ и Европы. Так, 
например, на территории Республики Беларусь 
расположено около 800 тыс. га массива. Вереско-
вый мед обладает высокими потребительскими и 
целебными свойствами [31–34].

Результаты палинологического анализа пыль-
цевых зерен в исследуемых пробах подтвердили 
их происхождение: основной минимум пыльцы 
вереска составил 82 ± 2%. На рис. 1 приведена 
фотография пыльцевого зерна (×400).

Как видно, зерно находится в тетраэдрических 
и перекрестных тетрадах с округло-трехлопастным 
очертанием. Данное описание полностью совпа-

Рис. 1. Фотографическое изображение пыльцевого 
зерна Вереска обыкновенного  — Calluna vulgaris 
(×400).

Таблица 1. Анализ состава образцов верескового меда

Контролируемый параметр Регламентируемая  
НД норма

Среднее значение  
в тестируемых образцах

Глюкоза, % Суммарная массовая доля, 
не менее 60.0

36.1 ± 2.3
Фруктоза, % 38.5 ± 1.5
Сахароза, % Не более 5.0 2.18 ± 0.5
5-ГМФ, мг/кг Не более 25.0 1.92 ± 0.45
Диастаза, ед. Готе Не менее 8.0 40.1 ± 2.1
Каталаза, мм3 O2 Не регламентировано 490 ± 27.4 
D-глюкозо-1-оксидаза, мкг H2O2/ч на 1 г меда Не регламентировано 345.2 ± 15.4

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

Поглощение

0
300250 350

1−20

400 450 500
Длина волны, нм

Рис. 2. Электронные спектры поглощения комплекс-
ного аниона I3

– (λmax = 351 нм) в образцах верескового 
меда 1–20.
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дает с приведенным в литературных источниках 
[31, 32].

Для определения концентрации H2O2 в образ-
цах меда был использован спектрально-иодоме-
трический метод, примененный нами ранее для 
аналогичной цели при анализе меда различного 
ботанического происхождения [35]. На рис. 2 
представлены электронные спектры регистрации 
комплексного аниона I3

– в образцах для после-
дующего расчета концентрации H2O2. Можно 
видеть, что электронные спектры всех образцов 
после иодометрической процедуры были иден-
тичны, характеризовались поглощением в УФ-
области, максимум поглощения (λmax) соответ-
ствовал 351 нм. В результате обработки получен-
ных результатов по указанной выше формуле 
было установлено, что концентрация H2O2 
в  исследуемых образцах составила (137.4 ± 
± 4.8) мкмоль/л.

В табл. 1 представлены результаты определения 
содержания в исследуемых образцах сахаров и 
5-ГМФ, а также ферментативной активности. Как 
видно из данных таблицы, все показатели, регла-
ментируемые НД, находились в установленных 
пределах. Определение активности каталазы и 
D-глюкозо-1-оксидазы на данный момент не ре-
гулируется законодательством РФ. Однако суще-
ствуют литературные источники, в которых при-
ведены как методики их определения, так и дан-
ные, демонстрирующие успешность их примене-
ния при проведении анализа химического состава 
меда [28, 30].

Известно, что натуральный мед сохраняет свои 
ценные биологические свойства на протяжении 
достаточно длительного периода времени (более 
1 года), но только при условии правильного хра-
нения (согласно НД — вдали от прямых солнеч-
ных лучей, при температуре не более 20 °С). Уста-
новленные режимы в основном объясняются тем, 
что мед в своем составе содержит ферменты, ко-
торые являются термолабильными соединениями. 
Поэтому воздействие на мед высоких температур 
приводит к их инактивации [36]. К нагреванию 
при 60 °С прибегают, как правило, для смешива-
ния нескольких разных видов меда или для по-
давления процессов брожения, которые могут 
возникнуть при нарушении условий хранения 
меда. Следует отметить, что обе описанные ма-
нипуляции запрещены законодательством и счи-
таются нарушениями. Согласно НД, максималь-

ный температурный порог нагревания меда, при 
котором он сохраняет свои биологические свой-
ства и химический состав в неизмененном виде, 
составляет 40 °С [23]. 

В результате ранее проведенных нами иссле-
дований было установлено, что при температурах 
20–34 °С существенных изменений в химическом 
составе меда разного ботанического происхожде-
ния (в том числе и верескового) не наблюдается: 
колебания значений физико-химических пока-
зателей не превышали 1.0% при воздействии ука-
занных температур в течение 12 ч. В данной работе 
описаны изменения, произошедшие с химиче-
ским составом верескового меда в результате воз-
действия температур в диапазоне от 35 до 40 °С 
в различные периоды времени термообработки. 
Полученные данные представлены в виде кине-
тических кривых (рис. 3), из которых видно, что 
значительные изменения произошли с такими 
параметрами, как концентрация H2O2, содержание 
5-ГМФ и активность D-глюкозо-1-оксидазы.

Так, при обработке образцов меда в течение 
3 ч при 38 °С наблюдалось снижение концен-
трации H2O2 на 18.1%, при 39 °С — на 28.2%, при 
40 °С — на 34.7%. После 12-часовой термообра-
ботки этот показатель снизился на 81.5, 84.2 и 
93.0% соответственно. Постепенное повышение 
содержания 5-ГМФ отмечалось после 3-часового 
воздействия при 40 °С, через 12 ч его уровень 
в образцах повысился на 66.2%, что тем не менее 
не превысило регламентируемую НД предельно 
допустимую концентрацию (ПДК) в 25.0 мг/кг. 
Активность D-глюкозо-1-оксидазы в результате 
воздействия температур 39 и 40 °С в течение 12 ч 
снизилась на 5.2 и 7.8% соответственно. Первые 
изменения этого параметра регистрировались 
через 3 ч после термической обработки при 38 °С. 
Следует отметить, что изменение активности ди-
астазы и каталазы не превышали 0.05% даже при 
обработке образцов в течение 12 ч при 40 °С, что 
может объясняться их большей устойчивостью 
к температурному воздействию. Ожидаемым было 
отсутствие значительных изменений в содержании 
сахаров (не более 1.0%), так как известно, что 
процессы термической деструкции моно- и диса-
харидов происходят при температурах, значи-
тельно выше примененных в данном исследова-
нии.

Антибактериальную активность образцов не-
обработанного меда (контроль) и подвергнутых 
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Рис. 3. Изменения химического состава образцов верескового меда: концентрации H2O2 (а), концентрации 5-ГМФ 
(б), содержания глюкозы (в), содержания сахарозы (г), содержания фруктозы (д), активности каталазы (е), активности 
диастазы (ж), активности D-глюкозо-1-оксидазы (з) без термического воздействия — контроль (необработанный 
мед) (1), и при воздействии в течение 12 ч температур 35 °С (2), 36 °С (3), 37 °С (4), 38 °С (5), 39 °С (6), 40 °С (7).
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термической обработке при 35–40 °С в течение 
3 ч (время, по прошествии которого наблюдались 
явные изменения в химическом составе меда) 
исследовали на следующих микроорганизмах: 
Escherichia coli (штамм 1257), Staphylococcus aureus 
(штамм 209-P) и Bacillus cereus (штамм 96). Дан-
ный выбор был обусловлен тем, что указанные 
бактерии являются наиболее распространенными 
тест-культурами при проведении микробиологи-
ческих исследований. E. coli (кишечная палочка) 
представляет собой грамотрицательную, колони-
зирующую кишечник млекопитающих палочко-
видную бактерию. Однако некоторые ее штаммы 
могут вызывать тяжелые пищевые отравления. 
Также следует отметить, что E. coli является мо-
дульным организмом, широко используемым для 
изучения различных процессов в молекулярных 
и биохимических исследованиях [37–41]. S. aureus 
(золотистый стафилококк) — грамположительная 
бактерия шаровидной формы колонизирует кож-
ные покровы и слизистые оболочки. В результате 
ряда причин, в частности — снижения иммуни-
тета, микроорганизм способен вызывать различ-
ные инфекционные заболевания [41, 42]. B. cereus 
представляет собой грамположительную споро-
образующую почвенную бактерию, способную 
вызывать пищевые токсикоинфекции у млекопи-
тающих [43]. 

Результаты бактериального теста представлены 
на рис. 4. Как видно, исследуемый мед, не под-
вергавшийся тепловой обработке, оказывает явное 

воздействие на все микроорганизмы, использо-
ванные в качестве тест-культур, причем его 
влияние на рост стафилококка (средний диаметр 
зоны задержки роста составляет 28 мм) и кишеч-
ной палочки (25 мм) заметно выше, чем на пред-
ставителя рода бацилл (18 мм), что можно объя-
снить более высокой устойчивостью почвенных 
бактерий к воздействию внешних факторов.

Для меда, подвергнутого тепловой обработке, 
наблюдается прямая зависимость падения его 
антибактериальной активности от температуры 
воздействия в отношении всех трех использован-
ных тест-культур. Следует отметить наиболее рез-
кое ее снижение в отношении S. aureus и B. cereus 
на отметке 38 °С (средняя зона задержки роста 
уменьшается с 26 до 12 мм для S. aureus и с 14 до 
7 мм для B. cereus). Мед, нагретый до 40 °С, ста-
новится безопасным для стафилококков (зона 
задержки роста отсутствует) и оказывает суще-
ственно меньшее воздействие на бациллу (зона 
задержки роста не превышает 6 мм) по сравнению 
с образцом, не подвергавшимся воздействию тем-
пературы. Степень воздействия нагретого меда на 
E. coli снижается более плавно (резкого падения 
антибактериальной активности при 38 °С не на-
блюдается) и сохраняется даже при 40 °С (средняя 
зона задержки роста составляет 16 мм).

ВЫВОДЫ

В результате проведенных исследований было 
установлено, что при воздействии на мед темпе-
ратур в диапазоне 35–37 °С на протяжении 12 ч 
значительных изменений в химическом составе 
не наблюдалось. Резкое снижение концентрации 
H2O2, а также постепенное уменьшение актив-
ности D-глюкозо-1-оксидазы и увеличение со-
держания 5-ГМФ отмечалось после 3-часовой 
обработки при температуре 38 °С. Степень хими-
ческих изменений была прямо пропорциональна 
температуре и времени термического воздействия. 
Существенных изменений в содержании сахаров 
не отмечалось. Снижения активности ферментов, 
считающегося критическим [44], при данных ре-
жимах не происходило.

Антибактериальная активность термообрабо-
танного меда в отношении всех использованных 
в эксперименте тест-культур коррелировала с из-
менением содержания H2O2, который, как из-
вестно, является достаточно стабильной активной 
формой кислорода, вызывающей оксидативный 
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Рис. 4. Ингибирование роста бактерий E. coli (), 
S. aureus () и B. cereus () при воздействии необра-
ботанного (н/о мед) и термообработанного меда в 
течение 3 ч в интервале температур 35–40 °С.
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стресс микробной клетки [45]. Таким образом, 
принимая в расчет отсутствие значительных из-
менений других параметров, обуславливающих 
бактерицидное действие меда, можно сделать вы-
вод о ключевой роли H2O2 в этом процессе.

Полученные данные также позволяют предпо-
ложить, что обработка меда при температуре 38 °С 
в течение 3 ч является критической для стабиль-
ности его химического состава, в то время как 
согласно действующей НД допускается нагрев до 
40 °С при отборе образцов, проведении пробо-
подготовки и исследований. Так как было пока-
зано, что нагрев меда до 37 °С даже в течение 12 
ч не вызывал нежелательных химических изме-
нений состава, что было подтверждено и анти-
бактериальным тестом, данный режим можно 
считать более щадящим и рекомендовать для его 
использования при анализе меда. 

Работа выполнена в рамках проекта “Исследо-
вание проблем утилизации отходов природного 
происхождения в целях практического использо-
вания полученных продуктов” (№ 122122600056-9).
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INFLUENCE OF DIFFERENT HEAT TREATMENT REGIMES  
ON THE CHANGE OF CHEMICAL COMPOSITION  
AND ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF BEE HONEY
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The studies of the chemical composition and antibacterial activity of heather honey (Calluna vulgaris) subjected 
to heat treatment at 35–40°C for 12 hours were carried out. The temperature range (38–40°C), at which decrease 
in the H2O2 concentration, decrease in D-glucose-1-oxidase activity and increase in the 5-hydroxymethylfurfural 
content, was identified. The degree of chemical changes was directly proportional to the temperature and time 
of thermal exposure. The correlation between changes in the chemical composition and antibacterial activity of 
honey against test microorganisms Escherichia coli (strain 1257), Staphylococcus aureus (strain 209-P) and Bacillus 
cereus (strain 96) was established. The obtained results showed that heating honey to 37 °C even for 12 hours 
didn’t cause undesirable changes in its chemical composition and decrease in antibacterial activity. Thus, this 
temperature regime can be considered more gentle and recommended for use in the heat treatment of this food 
product.
Keywords: heat treatment, hydrogen peroxide (H2O2), 5-hydroxymethylfurfural (5-HMF), enzymes, sugars, 
inactivation, antibacterial activity, bee honey.
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Определены показатели цитотоксичности (IC50) фосфор-молибденовых гетерополикислот Кеггина 
(ГПКК) и их натриевых и калиевых солей на клетках почки собаки (МДСК). Выявлена противовирусная 
активность этих соединений в отношении актуальных штаммов гриппа А (H3N2 и H1N1). Подтверждена 
зависимость биологических свойств полиоксометаллатов от элементного состава их молекул. Показано, 
что при замене части атомов молибдена атомами ванадия ГПКК и их соли приобретают более высокую 
цитотоксичность, монотонно возрастающую по мере увеличения количества замещений. Впервые уста-
новлена и интерпретирована зависимость биологической активности ГПКК и их солей от массы катионов. 
In vivо (на белых беспородных мышах) установлены значения полулетальных доз (DL50) этих соединений. 
Для водных растворов натриевых и калиевых солей ГПКК в широком диапазоне изменений концентра-
ций (от 0.05 до 15 мкМ) на модели подвижных клеток определены значения индекса токсичности (It). 
Установлено, что ГПКК и их соли относятся к умеренно опасным токсичным веществам и обладают 
избирательной противовирусной активностью, которая при низких концентрациях (меньше 15 мкМ) 
для штаммов гриппа А проявляется в основном в снижении гемагглютинирующей активности.
Ключевые слова: полиоксометаллаты, гетерополикислоты, вирусы гриппа, просвечивающая электронная 
микроскопия, токсичность, противовирусная активность.
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ВВЕДЕНИЕ

Лекарственная устойчивость вирусов — это 
глобальная и грозная проблема современности, 
особенно в условиях вирусных пандемий, в част-
ности Covid-19 [1]. Быстро развивающаяся рези-
стентность к существующим противовирусным 
препаратам требует создания новых лекар-
ственных и дезинфекционных средств. В одном 
из современных направлений этих поисков пред-
полагается применение соединений полиоксоме-
таллатов (ПОМ), в частности обширного класса 
гетерополикислот (ГПК), биологические свойства 
которых допускают тонкую целевую подборку 
[2–5]. Сегодня хорошо известно, что ПОМ, среди 
которых наиболее полно изучены ГПК Кеггина 
(ГПКК), могут быть ингибиторами многих штам-

мов вирусов (гриппа, лихорадки Денге, атипичной 
пневмонии, ВИЧ и др.). 

В последние десятилетия активно изучаются 
ванадийсодержащие соединения ПОМ, облада-
ющие не только противовирусными [6], но и про-
тивоопухолевыми [7] и противодиабетическими 
свойствами [8]. Природа этих уникальных биоло-
гических свойств ПОМ остается, однако, пред-
метом дискуссий. В частности, остается открытым 
практически важный вопрос о роли катионов 
в формировании специфической биологической 
активности соединений ПОМ. Отдельные при-
меры, которые указывают на возможность управ-
ления биологическими свойствами ПОМ-соеди-
нений посредством оптимизации строения их 
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катионов, приводятся и качественно интерпре-
тируются в настоящей работе.

 Для разработки новых противовирусных 
ПОМ-препаратов необходима информация не 
только об их противовирусных свойствах, но и 
о степени их токсичности в отношении клеточных 
культур и лабораторных животных. Особенностью 
эпидемической ситуации последних лет в России 
и за рубежом является одновременная циркуляция 
в человеческой популяции нескольких респира-
торных вирусов гриппа А (H3N2 и H1N1). Это 
определило выбор объектов исследований насто-
ящей работы и постановку ее основных задач.

Основные задачи работы — на примере группы 
фосфор-молибденовых ГПКК и их натриевых и 
калиевых солей в экспериментах in vitro и in vivo 
исследовать зависимость биологических свойств 
ПОМ соединений от элементного состава их 
анионов и катионов, в частности от числа заме-
щённых атомов молибдена атомами ванадия. 
Определить цитотоксичность изучаемых соеди-
нений, оценить степень их опасности в опытах 
in vivo, исследовать противовирусную активность 
в  отношении актуальных штаммов вируса 
гриппа А (Н3N2 и Н1N1).

МАТЕРИАЛЫ 

Материалы: исследовали ГПКК H3PW12O40 и 
H3PMo12O40, производства компании “Biochem” 
(France), биметаллические (ванадийсодержащие) 
ГПКК Н5PMo10V2O40, H4PMo11VO40, H4PW11VO40 
и биметаллические ванадийсодержащие соли 
K3PW12O40, Na3PMo12O40, Na4PMo11VO40, 
Na5PMo10V2O40 и Na6PMo9V3O40, синтезированные 
в Институте общей и неорганической химии БАН 
(Минск, Беларусь).

Культура клеток: использовали пермиссивные 
для вирусов гриппа перевиваемые клетки почки 
собаки (МДСК), взятые из коллекции клеточных 
культур при ФГБУ “НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи” 
Минздрава России. Культивирование клеток осу-
ществляли на питательной среде Игла MEM 
с двойным набором аминокислот, 5%-ной фе-
тальной бычьей сыворотки, 10 мМ глутамина и 
4%-ным гентамицином.

Вирусы: пандемические штаммы вирусов 
гриппа А: Н3N2 (А/Aichi/1/68, А/Pert16/09, 
А/Вrisben/10/07) и Н1N1 (А/Вrisben/07/07, 
A/California/ 07/09, A/Penza/55/2008, A/PR8/34) 

были взяты из государственной коллекции виру-
сов РФ при ФГБУ “НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи” 
Минздрава РФ. Отобранные вирусы культивиро-
вали при стандартных условиях (36 °С, 48 ч) в ал-
лантоисной полости 9–10-дневных куриных 
эмбрионов и на перевиваемой культуре кле-
ток МДСК.

МЕТОДЫ

Цитотоксичность ГПКК и их солей на клетках 
МДСК: использовали водные растворы ГПКК и 
их солей сантимолярной концентрации. Эти рас-
творы в разведениях от 1 : 2 до 1 : 4096 вносили 
в монослой культуры клеток МДСК, выращенных 
в 96-луночных планшетах. После добавления со-
ответствующих разведений ПОМ клетки культи-
вировали в течение 72 ч при 37 °С в атмосфере 
5%-ной СО2. С помощью метилтетразолиевого 
теста (МТТ-тест) определяли жизнеспособность 
клеток (посредством измерений оптической плот-
ности (ОП) опытных образцов по сравнению 
с контролем). Измерения проводили на ридере 
“Пикон” (ОП на длине волны 595 нм). Концен-
трацию препарата, при которой погибало 50% 
клеток (по сравнению с контролем), принимали 
за цитопатическое значение (IС50) [9]. Кислот-
ность среды (pН) после добавления ГПКК во всех 
экспериментах составляла 6.5 ± 0.2. 

Для дополнительной оценки токсичности 
(опасности) водных растворов ПОМ различных 
концентраций (от 0.05 до 15 мкМ) использовали 
модель подвижных клеток. Такой подход, реко-
мендованный Госкомсанэпиднадзором РФ для 
массовых санитарно-эпидемиологических и ток-
сикологических исследований, включая испыта-
ния новых материалов, реализуется в экспери-
ментах с применением коммерческого анализа-
тора токсичности АТ-05 [10–12]. Сущность такой 
методики состоит в определении токсичности 
исследуемых растворов с применением стандар-
тизованного клеточного тест-объекта. Критерием 
токсического действия ПОМ при этом было из-
менение двигательной активности подвижных 
клеток — сперматозоидов быка под воздействием 
ПОМ, добавляемых в опытный раствор, по срав-
нению с контрольным раствором. Контрольный 
раствор представлял собой взвесь сперматозоидов 
в среде, состоящей из 4 г глюкозы, 1 г цитрата 
натрия, 100 мл дистиллированной воды. Показа-
тель их подвижности регистрировался автомати-
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чески анализатором изображений АТ-05 по из-
менению интенсивности светового потока при 
движении клеток через оптический зонд с по-
мощью анализатора изображений АТ-5. Оценку 
безопасности изучаемых образцов проводили по 
индексу токсичности It (в %) в разведениях от 
1 : 200 и более. Он вычисляется для каждой пробы 
как отношение суммарной подвижности сперма-
тозоидов в опыте к средней суммарной подвиж-
ности сперматозоидов в контрольном растворе. 
Обработка экспериментальных данных осуще-
ствляется по прилагаемой к анализатору токсич-
ности программе. Растворы ПОМ, для которых 
It, выраженные в %, попадали в интервал значе-
ний от 70% до 120%, согласно рекомендациям 
руководства [11], считались безопасными.

Изучение острой токсичности (DL50) ГПК про-
водили на белых беспородных мышах-самцах 
весом 18–20 г в соответствии с Директивой 
2010/63/EU Европейского парламента и совета 
Европейского Союза от 22 сентября 2010 года по 
охране животных, используемых в научных целях. 
В опытной группе использовали 40 мышей, 
в контрольной — 10. Животных содержали на 
стандартном пищевом рационе. Для пригото-
вления препаратов использовали водные растворы 
ПОМ в соответствующих разведениях. Образцы 
ГПК H3PW12O40, H3PMo12O40, H4SiW12O40, 
H4SiMo12O40 вводили мышам в желудок натощак 
с помощью металлического зонда в дозах 1000, 
2000, 3000, 4000, 5000 мг/кг, в брюшную полость — 
в дозах 100, 250, 500, 1000, 3000 мг/кг. Образцы 
солей ГПК: Na3PMo12O40, Na4PMo11VO40, 
Na5PMo10V2O40, Na6PMo9V3O40 и K6PW18O40, вво-
дили в желудок в виде 20%-ного водного раствора 
в интервале доз от 500 до 4000 мг/кг. Каждую дозу 
вводили одному животному. Наблюдение прово-
дили в течение 14 дней; за DL50 принимали наи-
меньшую дозу, вызвавшую гибель половины жи-
вотных. Класс опасности определяли по класси-
фикации ГОСТ 12.1.007-76 [12]. По окончании 
наблюдения выжившие животные подвергались 
эвтаназии с использованием общего эфирного 
наркоза.

Противовирусную активность ГПКК и их солей 
определяли по снижению инфекционного титра 
вируса гриппа в культуре клеток МДСК на осно-
вании цитопатического действия, а также в реак-
ции гемагглютинации. С этой целью предвари-
тельно готовили культуру клеток МДСК. В каче-

стве поддерживающей среды использовали пита-
тельную среду Игла МЕМ с двойным набором 
аминокислот с добавлением 0.2%-ного раствора 
альбумина и трипсина (TPCK treated, Sigma-
Aldrich, USA) в концентрации 2 мкг/мл. Перед 
заражением вирусом клетки МДСК три раза про-
мывали бессывороточной средой Игла МЕМ, 
добавляли изучаемые вещества в необходимой 
концентрации в 100 мкл поддерживающей среды 
и инкубировали в течение 2 ч при 37 °С. Затем 
добавляли по 100 мкл предварительно приготов-
ленных разведений вируса. Контроли вируса и 
клеток культивировали в той же среде. Учет ре-
зультатов проводили через 48 ч по цитопатиче-
скому действию. Инфекционную активность (ИА) 
оценивали в количественном выражении подав-
ления репродукции вируса (TCID50). Гемагглю-
тинирующую активность (ГА) вирусов определяли 
по общепринятой методике [13].

Просвечивающая электронная микроскопия ис-
пользовалась при изучении морфологии вирусов 
гриппа А в суспензии и в культуре зараженных 
клеток МДСК с применением микроскопа JEM-
100S производства компании Jeol (Japan).

Исследование влияния ГПКК на структуру 
вирионов гриппа A/California/07/09(Н1N1), 
культивированных в аллантоисной полости 
9–10-дневных куриных эмбрионов, проводили 
с применением метода негативного контрастиро-
вания суспензии вируса. С этой целью готовили 
суспензию интактных вирусных частиц с концен-
трациями 5.5 lgTCID50, смешивали с тестируемым 
раствором ГПК в соотношении 1 : 1, и инкубиро-
вали в течение 1 ч при температуре 25 °С. Подго-
товленные к анализу суспензии наносили на галь-
ваническую сетку с формваровой подложкой.

Структуру вируса гриппа в культуре клеток 
МДСК после воздействия ПОМ исследовали ме-
тодом ультратонких срезов. Срезы получали на 
ультратоме Вromma 800 производства фирмы LKB 
(Sweden) с помощью алмазного ножа толщиной 
50–60нм. Использовали общепринятую методику 
фиксирования, обезвоживания, пропитки и за-
ливки материала в эпоновую смесь. Ультратонкие 
срезы окрашивали 5%-ным раствором уранила-
цетата и цитратом свинца, после чего переносили 
подготовленные срезы в электронный микроскоп.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ЭКСПЕРИМЕНТОВ

Результаты экспериментов, т.е. значения ток-
сичности и показателей противовирусной актив-
ности ГПКК и их солей, приведены в табл. 1– 4.

 Анализируя табл. 1 отметим, прежде всего, 
выраженную зависимость цитотоксичности ГПКК 
и солей от элементного состава как анионов, так 
и катионов. Как видно, здесь регулярно наблю-
дается значительное (в отдельных случаях много-
кратное) повышение цитотоксичности ПОМ при 
замещении атома Н в ГПКК атомом щелочного 
металла. Такая зависимость, которая до сих пор, 
видимо, не была замечена, указывает на возмож-
ность решения части задач оптимизации состава 
ПОМ посредством удачного выбора их катионов. 
Отметим также монотонный рост цитотоксично-
сти соединений ПОМ (снижение значений IС50) 
по мере увеличения количества атомов V, заме-
щающих атомы Мо. Существенно, что этот рост 
цитотоксичности соединений ПОМ наблюдается 

не только для ГПКК, как отмечалось ранее в на-
шей работе [14], но также и для солей. Это указы-
вает, очевидно, на определяющую роль в форми-
ровании цитотоксичности ПОМ (с выбранным 
типом катионов) тех биохимических и биофизи-
ческих процессов, которые идут с участием 
анионов. И наконец, как общий вывод, следу-
ющий из результатов анализа табл. 1, отметим 
аддитивный характер изменений цитотоксично-
сти ПОМ-соединений при двух возможных вари-
антах изменений их элементного состава, т.е. при 
замещении атомов металла в анионе и замещении 
атомов водорода в кислоте атомом щелочного 
металла. Действительно, как можно видеть, зна-
чение IC50 оказывается минимальным (7.8 мкМ) 
для соли Na6PMo9V3O40, которой соответствует 
наибольшее число атомных замещений (шести 
атомов водорода и трех атомов молибдена). 

Результаты изучения токсичности водных рас-
творов ГПКК и их солей, полученные на по-

Таблица 1. Цитотоксичность ГПК и их солей на клетках МДСК

Образцы ГПК IC50, мкМ Образцы солей ГПКК IC50, мкМ
H3PW12O40 125 K3PW12O40 62.5

H3PMo12O40 125 Na3PMo12O40 31.3
H4PMo11VO40 25 Na4PMo11VO40 15.6
H5PMo10V2O40 25 Na5PMo10V2O40 15.6

H4PW11VO40 33 Na6PMo9V3O40 7.8

Таблица 2. Цитотоксичность ПОМ на модели подвижных клеток It, %

Концентрации,
мкМ

It (%)
Na3PMo12O40 Na4PMo11VO40 Na5PMo10V2O40 Na6PMo9V3O40 K6PW18O40

14.3 102.0  19.9  –  16.9 101.3
4.8  –  24.0  –  15.2  –
2  –  46.6  –  21.6  –
1  –  54.2  26.5  22.3  –

0.4  –  63.0  –  28.1  –
0.2  –  71.0  60.2  47.2  –
0.1  –  88.6  68.0  64.2  –

 0.05  –  –  87.1  82.0  –

Таблица 3. Токсичность ГПК и их солей в опытах in vivo

Образцы ГПК DL50, мг/кг 
(введение в желудок) Образцы солей ГПК DL50, мг/кг 

(введение в желудок)
H3PW12O40 3000 K3PW12O40 4416.6

H3PMo12O40 2000 Na3PMo12O40 2125.0
H4PMo11VO40 2000 Na4PMo11VO40 1875.0
H5PMo10V2O40 1000 Na5PMo10V2O40 1520.8

Na6PMo9V3O40 1375.0
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Таблица 4. Влияние ПОМ на гемагглютинирующую и инфекционную активность различных штаммов вирусов 
гриппа А (H3N2 и H1N1) на клетках МДСК 

Образцы ПОМ с соответ-
ствующими разведениями Вирусный агент Гемагглютинирующая 

активность
Инфекционная актив-

ность (lgTCID50 )
Н5PMo10V2O40,

3.9 мкМ
H3N2
А/Aichi/1/68 64* 5.25
A/Pert/16/06 128 5.5
A/Brisben/10/07 64 4.0
H1N1
A/Brisben/07/07 32 3.5
A/California/ 07/09 64* 4.0
A/Penza/55/2008 32* 4.5
A/PR8/34 128 5.0

Н4PMo11VO40,
7.8 мкМ

H3N2
А/Aichi/1/68 64* 5.0
A/Pert/16/06 64 4.75
A/Brisben/10/07 32 3.75
H1N1
A/Brisben/07/07 32 3.0
A/California/ 07/09 64* 4.5
A/Penza/55/2008 64 5.0
A/PR8/34 64* 5.0

Na4PMo11VO40,
15.6 мкМ

H3N2
А/Aichi/1/68 64* 5.0
A/Pert/16/06 32* 5.5
A/Brisben/10/07 32 3.0
H1N1
A/Brisben/07/07 64 4.0
A/California/ 07/09 256 5.5
A/Penza/55/2008 128 5.0
A/PR8/34 256 6.0

K6PW18O40,
62.5 мкМ

H3N2
А/Aichi/1/68 64* 5.0
A/Pert/16/06 64 5.5
A/Brisben/10/07 64 3.0
H1N1
A/Brisben/07/07 16* 4.0
A/California/ 07/09 32* 5.5
A/Penza/55/2008 32* 5.0
A/PR8/34 64* 6.0

Контроль вируса
клетки МДСК, заражен-
ные вирусом без воздей-

ствия ПОМ

H3N2
А/Aichi/1/68 256 6.0
A/Pert/16/06 128 5.0
A/Brisben/10/07 64 4.0
H1N1
A/Brisben/07/07 64 4.0
A/California/ 07/09 256 5.5
A/Penza/55/2008 128 5.0
A/PR8/34 256 6.0

* Снижение титров ГА в 4 и более раз по сравнению с контролем (клетки МДСК, зараженные вирусом, без воздействия 
ПОМ). 
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движных клетках с применением анализатора 
токсичности АТ-05, приведены в табл. 2. Здесь 
следует отметить корреляцию токсичности (IC50) 
на клетках МДСК с показателем цитотоксичности 
на подвижных клетках (It). В обоих случаях вве-
дение в анионы атомов ванадия, как и замещение 
атомов водорода атомами щелочных металлов, 
приводит к повышению токсичности. При этом 
наименее токсичными оказываются соли 
Na3PMo12O40 и K3PW12O40, для которых значения 
It попадают в интервал безопасности даже при 
концентрациях ~15 мкМ. Цитоксичность солей 
с  ванадием, в частности Na5PMo10V2O40 и 
Na6PMo9V3O40, существенно выше. Только при 
минимальных концентрациях (~0.05 мкМ) зна-
чения It находятся в пределах интервала безопас-
ности, но приближаются к его нижней гра-
нице (70%).

Сопоставляя токсичности ПОМ-соединений, 
установленные в экспериментах in vivo и in vitro, 
можно заметить не только сходство в зависимо-
стях этих свойств от элементного состава, но и 
различие. Сходство проявляется в регулярном 
росте токсичности по мере увеличения числа ани-
онных атомов ванадия. Отличие имеет место для 
безванадиевых кислот и солей. В экспериментах 
in vitro токсичность этих солей оказывается выше. 

Результаты, полученные при определении ток-
сичности ПОМ на подвижных клетках (табл. 2) и 
при введении ГПКК и их солей непосредственно 
в желудок мышам (табл. 3), позволяют отнести 
все эти соединения к 3 классу опасности (к уме-
ренно опасным веществам по ГОСТу 12.1.007-76). 

Противовирусные активности отдельных 
ПОМ-препаратов, установленные в отношении 
пандемических штаммов вирусов гриппа А (Н3N2 
и Н1N1), приведены в табл. 4. (Приведены лишь 
результаты, полученные для образцов с наиболее 
высокими противовирусными свойствами). Ана-
лизируя эти результаты, прежде всего, следует 
подчеркнуть их общие особенности — высокую 
избирательность всех препаратов и выраженный 
“ванадиевый” эффект, т.е. рост противовирусной 
активности при замещении части атомов молиб-
дена атомами ванадия. Существенно, однако, что 
во всех приведенных случаях противовирусная 
активность ГПКК и солей проявляется в основ-
ном только в снижении ГА. При нетоксичных 

100 нм

1

1

2

Рис. 1. Визуализация суспензии вируса гриппа А/
California/07/09, инкубированной в течение 1 ч в вод-
ном растворе H5PMo10V2O40 (100 мкМ): 1 — пустые 
вирусные оболочки, 2 — интактные ВЧ. 

Рис. 2. Контроль клеток МДСК (без применения 
ПОМ). Срез поверхности клетки MДСK, инфициро-
ванной вирусом гриппа A/California/07/09. Стрелками 
отмечены нормальные ВЧ, почкующиеся с поверх-
ности клетки.

Рис. 3. Срез поверхности клетки МСДК, зараженной 
вирусом гриппа A/California/07/09, после обработки 
водным раствором H5PMo10V2O40 (25 мкМ). Стрелкой 
отмечена группа дефектных ВЧ (без нуклеоида).

200 нм

500 нм
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концентрациях снижение ИА недостаточно ве-
лико1).  

Результаты экспериментов, в которых методом 
просвечивающей электронной микроскопии 
изучали морфологические, стимулированные 
ПОМ-изменения вирусных частиц (ВЧ), приве-
дены на рис. 1–4. 

В суспензии вируса гриппа А, обработанной 
раствором Н5PMo10V2O40, при негативном контра-
стировании найдены скопления ВЧ с разрушенной 
(или полой) оболочкой (рис. 1). В контроле клеток 
МДСК без добавления ПОМ (рис. 2) спустя 24 ч 
после заражения вирусом гриппа A/California/07/09 
видны только интактные ВЧ, почкующиеся с по-
верхности клеточной мембраны. В опытных образ-
цах при обработке культуры клеток МДСК ГПКК 
H5PMo10V2O40 или солью Na5PMo10V2O40 наблюда-
лись примеры скоплений деформированных и де-
фектных ВЧ, в частности вирусных оболочек без 
нуклеоида (рис. 3, 4).

Оценивая в целом все результаты, полученные 
нами методом просвечивающей электронной ми-
кроскопии, приходим к выводу о достаточно вы-
сокой эффективности процесса разрушения ви-
русных оболочек солями и кислотами Кеггина 
как одного из механизмов инактивации вирусов 
гриппа А при концентрациях ~ IC50. 
1)  В соответствии с Рекомендациями Фармакологического 
комитета РФ противовирусный эффект препарата по пока-
зателю ИА в клеточной культуре должен быть не менее 2lg 
[13]. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
ЭКСПЕРИМЕНТОВ

Обсудим, прежде всего, “катионный” эффект 
в формировании токсических свойствах ПОМ, 
который состоит в зависимости IС50 от элемен-
тного состава не только анионов, что хорошо из-
вестно и широко обсуждается в литературе (см., 
например, [2–5]), но и катионов, что демонстри-
руют приведенные выше результаты. Можно ар-
гументировать, что это общий для биохимии 
ПОМ-эффект, т.е. катионная зависимость может 
наблюдаться не только в токсических, но и в про-
тивовирусных, а также в противораковых свой-
ствах. 

Рассмотрим, например, противовирусные 
свойства гетерополисоединений (ГПС), в част-
ности результаты, приведенные в табл. 4 для ки-
слоты Н4PMo11VO40 и соли Na4PMo11VO40. Заме-
тим, что для этой пары ПОМ, имеющих один и 
тот же анион, в случае штаммов гриппа A/Califor
nia/07/09 и A/PR8/34 при двукратном снижении 
концентрации ГПС наблюдается не снижение, но 
четырехкратное увеличение противовирусной ак-
тивности. Это возможно, очевидно, только при 
условии существенно большей активности четы-
рех атомов водорода кислоты по сравнению с ак-
тивностью четырех атомов натрия соли. Есте-
ственно ожидать, что катионная зависимость 
биологических свойств ПОМ возможна и в других 
случаях. Например, в экспериментах in vivo, как 
это демонстрируют результаты наших экспери-
ментов, примеры которых приведены в табл. 3. 
Или в экспериментах по изучению противорако-
вых свойств различных ПОМ, поставленных in 
vivo и in vitro, как это можно установить, сопо-
ставляя результаты работ [15–17], в которых из-
учались противораковые свойства ПОМ-соеди-
нений с разными катионами. 

Природа катионного эффекта, который рас-
ширяет область поисков соединений ПОМ, пер-
спективных для создания на их основе новых 
лекарственных препаратов, видимо, до сих пор 
не изучалась. Можно предположить, что влияние 
катионов на противовирусные, противораковые 
и другие биологические свойства ПОМ связано с 
активацией (или, напротив, инактивацией) кати-
онами ионных каналов липидных мембран [18, 
19]. Возможно и влияние фактора электролити-
ческой стабильности многозарядных анионов 
ПОМ, равновесный состав которых в общем слу-

Рис. 4. Срез ворсинок на поверхности клетки МДСК 
после воздействия водного раствора Na5PMo10V2O40 
(20 мкМ). Стрелкой отмечены дефектные частицы 
вируса гриппа A/California/07/09 с частично разру-
шенными и/или деформированными оболочками.
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чае зависит от концентрации и анионов, и ка-
тионов. 

Отметим теперь общность вывода о повыше-
нии токсичности (опасности), в том числе острой 
токсичности ПОМ, и их противовирусных и про-
тивораковых свойств по мере увеличения коли-
чества атомов ванадия, повышающих заряд 
анионов. Эту зависимость естественно связать с 
ведущей ролью анионных зарядов в актах обра-
зования и разрушения многочисленных ком-
плексов, идущих на различных этапах взаимодей-
ствия анионов с белками и липидами, в том числе, 
с холестерином, процессы истощения которого 
определяют скорости деструкции и вирусных, и 
клеточных мембран [20–22]. Процессы разруше-
ния этих структур, как это видно из приведенных 
выше рисунках, существенны уже при концен-
трациях порядка IC50. 

Отдельного анализа и обсуждения заслуживает 
интересный факт преобладания (при концентра-
циях солей IC50) достаточно большого (от 4- до 
8-кратного) снижения показателей ГА при малых 
изменениях ИА (см. табл. 4). Для гриппа А зна-
чения ∆lg TCID50 становятся достаточно большими 
(>2) лишь при высоких концентрациях солей (от 
100 мкМ и выше), когда преобладает разрушение 
не столько вирусов, сколько клеток.

Согласно представлениям, изложенным в ра-
ботах [20–22], это есть следствие достаточно боль-
шого содержания холестерина в вирусных мем-
бранах гриппа А. Эти мембраны формируются из 
плотных и прочных холестериновых рафтов плаз-
матических мембран. Обратное соотношение воз-
можно для коронавирусов. Мембраны этих виру-
сов формируются в цитоплазме [23]. Количество 
холестерина в их мембранах существенно сни-
жено. Деструкция, т.е. интенсивная инактивация, 
коронавирусов становится возможной уже при 
низких концентрациях ПОМ. Как следствие, здесь 
открывается перспектива смены терапевтической 
мишени для противовирусных ПОМ-препаратов, 
которые могут быть нацелены не на быстро му-
тирующие S-белки, но на консервативные липид-
ные мембраны [24–26].

ВЫВОДЫ

Формулируя основные результаты работы, от-
метим следующие.

Продемонстрирован новый, “катионный”, 
эффект в токсических и противовирусных свой-
ствах ГПКК и их солей, расширяющий область 
возможных поисков путей решения задач, свя-
занных с оптимизации состава и строения лекар-
ственных ПОМ-препаратов.

Обоснован практически важный вывод о не-
высокой токсичности ГПКК и их солей, что по-
зволяет отнести эти соединения к 3-му классу 
опасности для человека и животных.

Работа поддержана субсидией Министерства 
образования и науки, выделенной ФИЦ ХФ РАН 
на выполнение госзадания (тема № 122040500071-0). 
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 CATIONIC EFFECT IN THE FORMATION OF TOXIC  
AND ANTIVIRAL PROPERTIES OF KEGGON  

HETEROPOLY COMPOUNDS
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The Cytotoxicity indices (IC50) of Keggin’s phosphorus-molybdenum heteropoly acids (HPCAs) and their 
sodium and potassium salts on dog kidney cells (MDSC) were determined. The antiviral activity of these compounds 
against topical strains of influenza A (H3N2 and H1N1) was revealed. The dependence of the biological properties 
of polyoxometalates (POMs) on the elemental composition of their molecules has been confirmed. It has been 
shown that when some of the molybdenum atoms are replaced by vanadium atoms, HPCA and their salts acquire 
higher cytotoxicities, which increase monotonically as the number of substitutions increases. For the first time, 
the dependence of the biological activity of HPCA and their salts on the mass of cations has been established and 
interpreted. In vivo (on white outbred mice) the values of semi-lethal doses (DL50) of these compounds were 
established. For aqueous solutions of sodium and potassium salts of GPCA in a wide range of concentrations 
(from 0.05 μM to 15 μM), the values of the toxicity index (It) were determined on the model of motile cells. It 
has been established that GPCA and their salts are classified as moderately dangerous toxic substances and have 
selective antiviral activity, which at low concentrations (less than 15 μM) for influenza A strains is manifested 
mainly by a decrease in hemagglutination activity (HA).

Keywords: polyoxometalates, heteropolyacids, influenza viruses, transmission electron microscopy, toxicity, 
antiviral activity.
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Исследована ИК-люминесценция суспензии стабилизированных в дистиллированной воде наночастиц 
серебра, возникающая при фотовозбуждении в полосе поверхностного плазмонного резонанса. 
Наблюдаемая короткоживущая люминесценция со спектральным максимумом при ≈1300 нм отнесена 
к люминесценции молекул синглетного кислорода. Предполагается, что образование синглетного ки-
слорода происходит в два этапа в результате трехфотонного процесса. Сначала происходит однофотонное 
возбуждение поверхностного плазмонного резонанса наночастицы с образованием адсорбированной 
на ее поверхности молекулы супероксид-аниона, от которой в результате поглощения еще двух квантов 
того же лазерного импульса отщепляется электрон, в результате чего и появляется молекула синглетного 
кислорода. При длительном УФ-облучении исследуемая суспензия перестает быть фотостабильной, 
происходит выпадение темного осадка, появление которого может быть связано с нарушением стери-
ческой стабильности наночастиц серебра. В итоге происходит более эффективная адсорбция молекул 
кислорода и супероксид-аниона на поверхности наночастиц с последующим образованием оксида серебра.

Ключевые слова: наночастицы серебра, фотовозбуждение, поверхностный плазмонный резонанс, 
синглетный кислород, люминесценция, арговит.
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ВВЕДЕНИЕ

Наночастицы (НЧ) серебра привлекают вни-
мание все большего числа исследователей бла-
годаря своим специфическим (по сравнению со 
свойствами макрочастиц серебра) физическим, 
химическим и в особенности оптическим свой-
ствам [1]. Наночастицы серебра обладают силь-
ным поглощением и рассеянием света в ближней 
УФ- и видимой областях спектра благодаря яв-
лению поверхностного плазмонного резонанса, 
природа которого обусловлена колебаниями 
электронов в зоне проводимости металлических 
наночастиц, возникающими в результате взаи-
модействия электронов с электромагнитным 
полем падающего излучения [2]. Благодаря 
своим уникальным свойствам плазмонные НЧ 
металлов, в том числе серебра, находят приме-
нение в широком спектре приложений: спект-
роскопии, создании сенсоров, фотодинамиче-
ской и фототермальной терапии и других облас-
тях [2–5]. Возбуждение металлических нано-

частиц в полосе плазмонного резонанса может 
облегчать протекание ряда химических реакций 
и увеличивать эффективность некоторых фото-
процессов [4], в том числе усиливать фотосен-
сибилизацию молекул синглетного кислорода 
органическими молекулами, находящимися 
вблизи металлических наночастиц [6]. А недав-
ние исследования показывают, что фотовозбу-
ждение НЧ серебра в полосе поверхностного 
плазмонного резонанса может приводить к обра-
зованию активных частиц кислорода (суперок-
сид-аниона, гидроксильного радикала и синг-
летного кислорода) даже в отсутствие сторонних 
фотосенсибилизаторов [4, 5, 7]. 

Одним из наиболее распространенных и 
простых способов генерации синглетного кисло-
рода является фотосенсибилизация с использо-
ванием органических или органо-металлических 
красителей. Однако ввиду ряда недостатков ор-
ганических фотосенсибилизаторов, таких как, 
например, низкая фотостабильность, актуальной 
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задачей остается поиск новых фотосенсибили-
заторов с высокой эффективностью образования 
синглетного кислорода, большим коэффициен-
том поглощения и хорошей фотостабильностью 
[5]. Таким новым классом фотосенсибилизаторов 
могут выступать НЧ серебра, возбуждаемые в 
полосе поверхностного плазмонного резонанса, 
так как они более устойчивы к фотодеградации, 
обладают меньшей цитотоксичностью, имеют на 
3–5 порядков более высокие коэффициенты 
экстинкции, чем органические красители [7], а 
также перестраиваемую полосу поглощения по-
верхностного плазмонного резонанса в зависи-
мости от своей формы, размера, материала, а 
также свойств окружения [3, 8, 9]. Таким обра-
зом, использование процесса фотовозбуждения 
НЧ серебра в полосе плазмонного резонанса для 
генерации синглетного кислорода потенциально 
открывает ряд перспектив развития фотодина-
мической и фототермальной терапии онкологи-
ческих заболеваний [5]. А установление точных 
механизмов генерации синглетного кислорода 
при фотовозбуждении плазмонных НЧ серебра 
имеет важное значение с точки зрения рацио-
нального дизайна наночастиц и их использова-
ния в тех приложениях, где необходима генера-
ция синглетного кислорода [5].

Тем не менее количественное описание ме-
ханизма образования синглетного кислорода при 
фотовозбуждении металлических наночастиц 
затруднено. В ряде исследований детально опи-
саны механизмы образования синглетного ки-
слорода при фотовозбуждении полупроводни-
ковых наночастиц [10, 11], однако НЧ серебра 
имеют фундаментально другую электронную 
структуру, которая до сих пор не была детально 
сопоставлена с процессами образования актив-
ных частиц кислорода [5]. 

В ряде исследований [4, 5, 12] был каче-
ственно описан механизм активации кислорода 
и образования активных частиц кислорода при 
фотовозбуждении поверхностного плазмонного 
резонанса различных НЧ металлов, в том числе 
серебра. Авторы работы [4] предполагают, что 
в результате возбуждения поверхностного плаз-
монного резонанса сначала происходит передача 
электрона от наночастицы серебра или золота на 
молекулярный кислород 3O2, находящийся 
в окружающем частицу пространстве, в резуль-
тате чего происходит образование супероксид-

аниона O2
–, который затем прочно адсорбируется 

на поверхности наночастицы. В то же время из-
за колебания свободных электронов в условиях 
поверхностного плазмонного резонанса локаль-
ная температура поверхности наночастицы рас-
тет и приводит к образованию оксидов или гид-
роксидов золота и серебра. Несмотря на то, что 
описанный выше процесс предполагается основ-
ным, в работе также отмечается, что образование 
супероксид-аниона может приводить и процес-
сам образования синглетного кислорода. 

В работе [12] предложено качественное опи-
сание двух механизмов образования синглетного 
кислорода при облучении наночастиц золота 
непрерывным и импульсным лазерным излуче-
нием в полосе плазмонного резонанса. Как пред-
положено в [12], образование синглетного ки-
слорода происходит в результате взаимодействия 
плазмонов и горячих электронов с молекулярным 
кислородом, однако в случае облучения нано-
частиц золота импульсным излучением допол-
нительно происходит экстремальный нагрев 
наночастиц, приводящий к их фрагментации и 
росту термоионной электронной эмиссии.

В настоящей работе исследуется процесс об-
разования синглетного кислорода при фотовоз-
буждении наночастиц серебра, стабилизирован-
ных поливинилпирролидоном в дистиллирован-
ной воде. Образование синглетного кислорода 
детектируется по его ИК-люминесценции. Пред-
ложено описание возможного механизма иссле-
дуемого процесса.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Эксперименты проводили с использованием 
препарата “Арговит” производства ООО НПЦ 
“Вектор-Вита” (Россия), который представляет 
собой 1%-ную суспензию наночастиц серебра, 
стабилизированных низкомолекулярным поли-
винилпирролидоном (ПВП) марки К-17 моле-
кулярной массой (12 600 ± 2700) Да, произведен-
ного в Китае, и гидролизатом коллагена (ГК) 
в дистиллированной воде. Содержание ПВП и 
гидролизата коллагена в препарате “Арговит” 
составляло соответственно 5% и 10%, концен-
трация серебра в суспензии — 10 мг/мл. В ряде 
экспериментов использовали растворы чистого 
ПВП марки К-17 (Китай) и чистого гидролизата 
коллагена (Россия) в дистиллированной воде.
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Определение размера и формы НЧ серебра, 
содержащихся в суспензии препарата “Арго-
вит”, осуществляли с помощью метода просве-
чивающей электронной микроскопии (ПЭМ). 
Для этого каплю суспензии объемом 0.4 мкм 
помещали на медные ПЭМ-сетки, покрытые 
формваром, и после испарения воды исследо-
вали на микроскопе JEM-100SX (производства 
компании JEOL (Japan)). Для определения раз-
мера НЧ серебра каждая частица на полученных 
ПЭМ-изображениях вписывалась в прямо-
угольник наименьшего возможного размера, а 
диаметр частицы рассчитывался как 0.5 ,S  где 
S – площадь прямоугольника. Спектры погло-
щения исследуемых суспензий и растворов 
сняты с помощью УФ-ВИД-спектрофотометра 
UV-1800 производства компании Schimadzu 
(Japan).

Экспериментальная установка для регис-
трации ИК-люминесценции схожа с той, что 
была описана ранее [10], и включает в себя ла-
зерный источник УФ-излучения, кювету с ис-
следуемым веществом, ИК-детектор люмине-
сценции, монохроматор и осциллограф. Иссле-
дуемое вещество (суспензия НЧ серебра, дис-
тиллированная вода или растворы полимеров) в 
кварцевой кювете облучалось излучением третьей 
гармоники Nd:YAG-лазера модели LS-2137U 
производства компании LOTIS TII (Беларусь), 
работающего на длине волны 355 нм с длитель-
ностью импульса 7 нс на частоте 10 Гц. Лазерное 
излучение фокусировалось на кювету парой ци-

линдрических линз таким образом, чтобы фокус 
был расположен вне кюветы, а сечение лазерного 
луча в кювете с исследуемым веществом имело 
овальную форму с площадью около 5 × 16 мм2. 
Основная гармоника лазерного излучения отде-
лялась с помощью призмы Пеллин–Брока и све-
тофильтра УФС-1. Энергия лазерного излучения 
на входе в кювету регистрировалась с помощью 
измерителя энергии компании Gentec-EO (USA) 
серии QE25SP-S-MT-D0 и варьировалась с по-
мощью набора УФ-ВИД-светофильтров в пре-
делах от 19 до 31 мДж. В ходе экспериментов в 
кювете происходило постоянное перемешивание 
суспензии или раствора с помощью магнитной 
мешалки.

Возбуждаемая лазером ИК-люминесценция 
фокусировалась сферической линзой (фокусное 
расстояние — 2.5 см) на входную щель монохро-
матора M266-IV производства компании Solar 
Laser Systems (Беларусь) и регистрировалась 
ИК-фотодетектором на выходе из монохроматора. 
Ширины входной и выходной щелей составляли 
2  мм, относительная апертура — 1  :  3.8, дис-
персия — 5.7 нм/мм на длине волны 1.2 мкм, диф-
ракционная решетка — 600 штрихов/мм. В ка
честве фотодетектора использовали широкопо-
лосный ИК-фотодетектор на основе модели 
G12180-250A InGaAs-фотодиода компании 
Hamamatsu (Japan), описанный в работе Гольдорта 
с соавт. [13]. Сигналы люминесценции регистри-
ровались в результате усреднения по последова-
тельности из 128–8192 импульсов.
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Рис. 1. а — Типичное ПЭМ-изображение; и б — полученная из ПЭМ-изображений гистограмма распределения по 
размерам наночастиц серебра, содержащихся в суспензии препарата “Арговит”. Сплошная линия — аппроксимация 
функцией (1) с d0 = 10 нм и σg = 1.65.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Морфология и спектральные свойства наночастиц 

серебра в суспензии препарата “Арговит”

На рис. 1а приведено типичное ПЭМ-изобра-
жение наночастиц серебра, содержащихся в су-
спензии препарата “Арговит”. Как видно из этого 
рисунка, в суспензии содержатся отдельные час-
тицы, гистограмма распределения по размерам 
которых приведена на рис. 1б. Гистограмма хо-

рошо аппроксимируется логарифмически нор-
мальной функцией f (d):
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Рис. 2. а — Спектры поглощения чистого ПВП, чис-
того ГК и суспензии препарата “Арговит” при разных 
концентрациях наночастиц серебра; б — зависимость 
поглощения суспензии препарата “Арговит” на длине 
волны 355 нм от концентрации наночастиц серебра.

Рис. 3. а — Спектры люминесценции, зарегистри-
рованные в результате УФ-фотовозбуждения суспен-
зии препарата “Арговит” (5 мг/мл, 25 мДж, усред-
нение по 16 спектрам), ПВП (5 мг/мл, 30 мДж, усред-
нение по 4 спектрам), гидролизата коллагена (ГК, 
100 мг/мл, 30 мДж, усреднение по 8 спектрам) и ди-
стиллированной воды (30 мДж, усреднение по 
4 спектрам); б — сигнал люминесценции, зареги-
стрированный в суспензии препарата “Арговит” на 
длине волны 1300 нм (энергия возбуждающего из-
лучения — 25 мДж, усреднение по 8192 импульсам); 
серой линией показана аппроксимация сигнала 
люминесцецнии, соответствующая кинетике туше-
ния второго порядка [14].

−0.1
0

0.1
0.2
0.3
0.4

2.2

2.3

1200 1250 1300 1350 1400

H2O

Арговит

ПВП

ГК

а

Длина волны, нм

И
нт

ег
ра

л 
си

гн
ал

а 
лю

м
ин

ес
це

нц
ии

, о
тн

. е
д.

C
иг

на
л 

лю
м

ин
ес

це
нц

ии
, о

тн
. е

д.

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0 200 400 600 800 1000

б

Время, нс

~~

ХИМИЧЕСКАЯ ФИЗИКА  ТОМ 43  № 2  2024

106	 ЕРШОВ и др.



где σg — стандартное геометрическое отклонение, 
d0 — средний геометрический диаметр частиц. 
Таким образом, суспензия препарата “Арговит” 
состоит из одиночных НЧ серебра с размерами 
преимущественно в диапазоне 5–14 нм.

На рис. 2а приведены спектры поглощения, 
зарегистрированные для суспензии препарата “Ар-
говит”, чистого ПВП и чистого гидролизата кол-
лагена. Из представленных спектров видно, что 
ПВП и ГК практически не поглощают излучение 
на длине волны 355 нм. А в спектре поглощения 
суспензии присутствует широкая полоса погло-
щения с максимумом около 420 нм, соответству-
ющая полосе поверхностного плазмонного резо-
нанса наночастиц серебра. Интенсивность полосы 
поглощения суспензии линейно растет с увеличе-
нием концентрации НЧ серебра (рис. 2б) и по 
своим форме и положению хорошо согласуется со 
спектрами поглощения поверхностного плазмон-
ного резонанса, зарегистрированными для сфери-
ческих НЧ серебра в тонких пленках с размерами 
от 2 до 10 нм [8].

На рис. 3а приведены спектры люминесценции, 
зарегистрированные в результате УФ-фотовозбу-
ждения суспензии препарата “Арговит”, чистого 
ПВП и дистиллированной воды импульсным ла-

зерным излучением на длине волны 355 нм. 
Спектры записаны с шагом в 10 нм, а каждая точка 
соответствует интегралу временноѓо профиля сиг-
нала люминесценции (рис. 3б), усредненного по 
8192 импульсам. Из рис. 3а видно, что при фото-
возбуждении воды и ПВП отсутствует спектр лю-
минесценции в диапазоне длин волн 1200–1400 нм, 
в то время как при фотовозбуждении препарата 
“Арговит” наблюдается полоса люминесценции с 
максимумом при ≈1300 нм.

На рис. 4 показана зависимость интеграла 
сигнала люминесценции при 1300 нм, зареги-
стрированного в суспензии препарата “Арговит”, 
от энергии лазерного излучения в двойных ло-
гарифмических координатах. Тангенс угла на-
клона прямой аппроксимации исследуемой за-
висимости в пределах погрешности равен трем, 
откуда следует, что люминесценции предшест-
вует трехфотонное поглощение.

Образование синглетного кислорода 1О2

Полученные результаты позволяют отнести 
зарегистрированный спектр люминесценции 
с максимумом при ≈1300 нм и сигнал люмине-
сценции (рис. 3) к фосфоресценции молекул 
синглетного кислорода O2(1Δg). Спектр люмине-
сценции, приведенный на рис. 3а, сдвинут в кра-
сную область по сравнению с фосфоресценцией 
синглетного кислорода в газе с максимумом при 
≈1269 нм. Такой батохромный сдвиг спектра лю-
минесценции синглетного кислорода наблюдался 
в различных конденсированных средах, а наи-
большие значения длин волн, при которых лю-
минесценция была максимальной, составляли 
1287 нм для синглетного кислорода, адсорбиро-
ванного на фуллерене [15], и 1300 нм для синг-
летного кислорода, адсорбированного на нано-
частицах TiO2 в дистиллированной воде [10]. 
Можно предположить, что из-за одинаковых 
значений батохромного сдвига спектры люми-
несценции, зарегистрированные при УФ-фото-
возбуждении суспензии наночастиц серебра 
(рис. 3а) и суспензии наночастиц TiO2 [10] при 
фотовозбуждении лазерным излучением на длине 
волны 355 нм, имеют схожую природу. То есть 
наблюдаемая люминесценция относится к мо-
лекулам синглетного кислорода, адсорбирован-
ным на поверхности наночастиц серебра, а 
батохромный сдвиг обусловлен влиянием по-
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Рис. 4. Зависимость интеграла сигнала люмине-
сценции А, зарегистрированного на длине волны 
1300 нм при фотовозбуждении суспензии препарата 
“Арговит”, от энергии возбуждающего излучения 
в двойных логарифмических координатах.
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верхности металлических наночастиц на моле-
кулы кислорода.

Сигнал люминесценции (рис. 3б) имеет ши-
рину около 400 нс на полувысоте, что меньше, 
чем ширина аппаратной функции используемого 
ИК-фотодетектора при его максимальном 
временном́ разрешении (1 МГц) [13], поэтому из 
полученных временных́ профилей сигнала люми-
несценции невозможно точно установить время 
жизни синглетного кислорода. Однако можно 
заключить, что время жизни принимает значение 
<1 мкс. Время жизни синглетного кислорода в 
дистиллированной воде составляет (3.7 ± 0.4) мкс 
[16], однако при фотовозбуждении суспензии TiO2 
в дистиллированной воде наблюдалось сокраще-
ние времени люминесценции синглетного кисло-
рода до величины, меньшей чем 2 мкс [10]. Со-
кращение времени люминесценции при фотовоз-
буждении суспензии TiO2 обусловлено тем, что 
молекулы синглетного кислорода образуются на 
поверхности наночастиц [10]. Наблюдаемое со-
кращение времени люминесценции синглетного 
кислорода при фотовозбуждении суспензии НЧ 
серебра, вероятно, также обусловлено рождением 
молекул синглетного кислорода на поверхности 
наночастиц серебра. Тут стоить отметить, что при-
сутствие стабилизаторов в суспензии НЧ серебра 
(ПВП и гидролизата коллагена) не должно при-
водить к сокращению времени люминесценции 
синглетного кислорода, так как время его жизни 
при взаимодействии с ПВП и с гидролизатом кол-
лагена значительно превышает время жизни син-
глетного кислорода в дистиллированной воде 
[17, 18].

Величина сигнала люминесценции синглет-
ного кислорода при фотовозбуждении суспензии 
НЧ серебра в воде зависит от энергии лазерного 
импульса, что проиллюстрировано на рис. 4. Дан-
ная зависимость хорошо аппроксимируется пря-
мой с тангенсом угла наклона, равным 2.9 ± 0.1, 
что соответствует трехфотонной природе реги-
стрируемой ИК-люминесценции. 

Схожий трехфотонный процесс наблюдался 
при регистрации временной́ зависимости сигнала 
люминесценции синглетного кислорода, образо-
ванного при фотовозбуждении наночастиц TiO2 
в дистиллированной воде [10]. Авторы работы [10] 
предполагают, что синглетный кислород образу-
ется в процессе фотоотщепления электрона от 
супероксид-аниона, адсорбированного на поверх-

ности наночастицы, одним и тем же лазерным 
импульсом: 1

2 2(O ) ( O ) ,ads adsnh e- + n → +  причем 
необходимое число фотонов n зависит от свойств 
среды, в которой находятся наночастицы TiO2, и 
равняется двум для дистиллированной воды 
вследствие увеличения энергии сольватации су-
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Рис. 5. а — Спектр поглощения суспензии препарата 
“Арговит” до УФ-облучения (1) и после УФ-облуче-
нияв течение 2 ч (2) (исходная концентрация нано-
частиц серебра — 0.1 мг/мл); б — временна́я зависи-
мость интеграла сигнала люминесценции в спектраль-
ном диапазоне от 1200 до 1400 нм при фотовозбужде-
нии суспензии на длине волны 355 нм (каждый сигнал 
усреднялся по 128 импульсам, энергия возбуждающего 
излучения — 30 мДж).
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пероксид-аниона в воде. Отщепленный электрон 
может в дальнейшем рекомбинировать с дыркой 
или с растворенным в воде кислородом. 

В работе [19] исследовалась адсорбция моле-
кулярного кислорода на пленках серебра и было 
установлено, что при комнатной температуре ад-
сорбция кислорода является слабой и составляет 
менее 1% от покрытия всей поверхности. При 
этом в работе [4] предполагается, что в результате 
фотовозбуждения НЧ серебра в газовой фазе в 
полосе поверхностного плазмонного резонанса 
происходит передача электрона от наночастицы 
молекуле кислорода в основном состоянии 3O2, 
находящейся в окружающем наночастицу воздухе, 
с последующим образованием супероксид-аниона 
О2

–, который, в свою очередь, эффективно адсор-
бируется на поверхности наночастиц. При фото-
возбуждении НЧ серебра, стабилизированных 
полимерами, адсорбция супероксид аниона на 
поверхности наночастиц серебра может быть за-
труднена. Однако нельзя исключать, что перед 
проведением стабилизации на НЧ серебра уже 
были сорбированы молекулы кислорода или не-
которая концентрация молекулярного кислорода 
осталась в пространстве между наночастицей и 
стабилизирующим полимером. В этом случае пер-
вый квант возбуждающего излучения может при-
водить к образованию молекул супероксид-ани-
она, уже адсорбированных или адсорбируемых из 
пространства между наночастицей и полимером. 
А поглощение еще двух квантов может запускать 
процесс фотовозбуждения супероксид-аниона с 
отщеплением электрона и образованием синглет-
ного кислорода, описанный в работе [10]. Пред-
ложенный механизм подтверждает наблюдаемую 
трехквантовую природу исследуемого фотопро-
цесса.

Тут стоит отметить, что суспензия препарата 
“Арговит” не является фотостабильной. На рис. 
5а приведены спектры поглощения суспензии 
препарата “Арговит” до и после облучения в те-
чение 2 ч лазерным излучением на длине волны 
355 нм с постоянным перемешиванием суспензии 
магнитной мешалкой. На рис. 5б приведена зави-
симость интеграла сигнала люминесценции от 
времени облучения. Видно, что с увеличением 
времени облучения падает интенсивность полосы 
плазмонного резонанса, а ее пик слегка смещается 
в синюю область. Синий сдвиг полосы плазмон-
ного резонанса может быть связан с уменьшением 

размеров НЧ серебра [8], которое в свою очередь, 
может быть обусловлено двумя факторами. Во-
первых, частичным растворением НЧ серебра в 
воде, что становится заметным уже после облуче-
ния в течение 2 ч УФ-излучением на длине волны 
365 нм [5], а во-вторых, фрагментацией нано-
частиц в результате их экстремального нагрева 
при воздействии импульсного лазерного излуче-
ния с длиной волны в полосе плазмонного резо-
нанса (данное явление обсуждалось в работе [12] 
для НЧ золота). При этом после 4 ч УФ-облучения 
в исходно прозрачной суспензии препарата “Ар-
говит” образуется темная, заметная невооружен-
ным глазом взвесь, со временем оседающая на 
дно кюветы в отсутствие перемешивания. 

Относительно немного известно о процессах 
фототрансформации полимерных покрытий ме-
таллических наночастиц. Так, известно, что ПВП, 
покрывающий НЧ серебра, деградирует под дей-
ствием длительного УФ-излучения, но остается 
открытым вопрос о состоянии покрытия поливи-
нилпирролидоном поверхности наночастиц после 
УФ-облучения [20]. Можно предположить, что 
образующаяся темная взвесь является оксидом 
серебра Ag2O, образующимся в результате сниже-
ния стерической стабильности НЧ серебраиз-за 
фотодеградации ПВП на поверхности наночастиц 
при их длительном облучении УФ-излучением 
[20]. Снижение стерической стабильности нано-
частиц может увеличивать эффективность адсор-
бции молекул кислорода и супероксид-аниона на 
поверхности наночастицы, что, в свою очередь, 
может приводить к активизации процесса обра-
зования оксида серебра [4]. Так как в течение 
двухчасового УФ-облучения не наблюдалась за-
метная фотодеградация ПВП [21] и коллагена [22] 
в растворе и на поверхности наночастиц [20], для 
исключения влияния процессов фотодеградации 
присутствующих в суспензии ПВП и гидролизата 
коллагена во всех экспериментах по регистрации 
ИК-люминесценции длительность УФ-облучения 
суспензии препарата “Арговит” составляла не 
более 2 ч. При измерении зависимости интеграла 
сигнала от энергии лазерного импульса перед 
каждым новым измерением суспензия заменялась 
на исходную, не подвергавшуюся облучению.

Образование синглетного кислорода при фо-
тооблучении препарата “Арговит” в полосе плаз-
монного резонанса НЧ серебра, входящих в его 
состав, делает его перспективным для фототера-
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пии, так как сам препарат не является токсичным, 
разрешен для применения в медицинских целях 
и ко всему прочему также показал эффективность 
в борьбе с рядом инфекционных заболеваний [23].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Зарегистрирована ИК-люминесценция с мак-
симумом вблизи 1300 нм при импульсном лазер-
ном облучении на длине волны 355 нм препарата 
“Арговит”, представляющего собой 1%-ную су-
спензию наночастиц серебра со средним геомет-
рическим размером 10 нм в дистиллированной 
воде, стабилизированных ПВП (5%) с добавле-
нием гидролизата коллагена (10%). Возбуждение 
лазерного излучения происходит на длине волны 
в полосе поглощения поверхностного плазмон-
ного резонанса исследуемых НЧ серебра. Заре-
гистрированная ИК-люминесценция отнесена 
к люминесценции молекул синглетного кисло-
рода, адсорбированных на поверхности нано-
частиц серебра, что подтверждается наблюдае-
мым батохромным спектральным сдвигом лю-
минесценции по сравнению со спектром люми-
несценции синглетного кислорода в газе и 
сокращением времени люминесценции. Наблю-
даемая зависимость сигнала люминесценции от 
энергии лазерного импульса указывает на трех-
фотонную природу люминесценции, регистри-
руемой при фотооблучении суспензии НЧ сере-
брав воде. Можно полагать, что в результате 
фотовозбуждения наночастиц серебра в полосе 
поверхностного плазмонного резонанса сперва 
происходит поглощение одного фотона. В ре-
зультате этого вначале происходит передача 
электрона от наночастицы молекуле кислорода 
в основном состоянии 3O2, адсорбированной на 
поверхности наночастицы или находящейся в не-
посредственной близости к ней, с последующим 
образованием супероксиданиона О2

– на поверх-
ности наночастицы. А затем реализуется процесс 
двухфотонного фотовозбуждения молекул супе-
роксид-аниона с отщеплением электрона и обра-
зованием молекулы синглетного кислорода. 

Полученные результаты позволяют заключить, 
что процесс образования синглетного кислорода 
при фотовозбуждении суспензии наночастиц се-
ребра определяется временем жизни адсорбиро-
ванного на поверхности супероксид-аниона и 
спектром фотоотщепления электрона от суперок-
сида аниона в исследуемой среде. Для уточнения 

характера влияния поверхности наночастиц се-
ребра на процесс фотообразования синглетного 
кислорода требуются дополнительные исследо-
вания.

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке Российским научным фондом (грант 
№ 22-23-00921).
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SINGLET OXYGEN GENERAION VIA SILVER NANOPARTICLES  
UV-PHOTOEXCITATION

K. S. Ershov1, S. V. Valiulin1, 2, A. P. Pyryaeva1, 3*
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The NIR-luminescence of suspension of silver nanoparticles stabilized in distilled water has been investigated by 
photoexcitation of surface plasmon resonance (SPR). The observed short-living luminescence with the spectral 
maximum at 1300 nm is attributed to the singlet oxugen molecules luminescence. The singlet oxygen generation 
is assumed to pass in two stages as a result of three-photon process. First the one-photon SPR excitation of silver 
nanoparticle is occurred and leads to superoxide oxygen generation on the nanoparticle surface. Next the superoxide 
anion absorbs two more photons of the same laser pulse resulting in electron photodetachment with singlet oxygen 
formation. During a long period of UV-irradiation the studying suspension ceases to be photostable and 
sedimentation occurs. The sedimentation may be related to disturbance of nanoparticles steric stability resulting 
in more efficient superoxide anion adsorption on nanoparticles surface with silver oxide formation.

Keywords: silver nanoparticles, photoexcitation, surface plasmon resonance, singlet oxygen, luminescence, argovit.
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Синтезирован композит струвит/каппа-каррагинан в водном растворе полисахарида и неорганических 
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размеры композитных частиц в водном коллоидном растворе. Показано, что этот перспективный 
пребиотический композит способен давать диффузионно-подвижные водные коллоидные дисперсии 
с разной степенью ассоциации структурных элементов, что удобно для применения в биомедицине.
Ключевые слова: пребиотик, композит, струвит, каппа-каррагинан.
DOI: 10.31857/S0207401X24020123   EDN: WGYEMA

ВВЕДЕНИЕ

Полисахариды как наиболее распространенные 
органические полимеры на Земле находят все 
более широкое применение как в ставших уже 
традиционными пищевой [1, 2], текстильной 
[3–5] и пороховой [6] промышленностях, так и 
в комплексных гликотехнологиях [7–11]. В ре-
зультате на основе полисахаридов создаются вос-
требованные многоцелевые водорастворимые 
магнитные гликокомпозиты [12, 13], хиральные 
и хироплазмонные материалы [14–16], водораст-
воримые оптически активные нанодисперсные 
катализаторы [17], высокоэффективные антими-
кробные нанодисперсные субстанции [18–20], 
в том числе, с необходимым для хирургии соче-
танием антимикробного и антитромботического 
эффектов [21], контрасты для магниторезонан-
сной визуализации [22, 23], регуляторы регенера-
ции тканей при травме [24], антиоксиданты с ге-
патопротекторным эффектом [25, 26], средства 
многоканальной тераностики онкозаболеваний 
[27], препараты для комплексного оздоровления 
сельскохозяйственных культур [28–33].

Пребиотические бета-полисахариды являются 
также естественными волокнами пищи и обла-
дают способностью стимулировать полезную ми-
кробиоту животных и человека вследствие того, 
что бета-гликозидные связи этих биополимеров 
не расщепляются в верхних отделах желудочно-
кишечного тракта ферментными системами ор-
ганизма-хозяина. Однако такие полисахариды 
легко расщепляются и эффективно усваиваются 
в его нижних отделах находящейся там полезной 
микробиотой [34–37]. Ранее кратко, без детали-
ровки строения композитной субстанции, было 
показано [38], что привнесение в макромолекулы 
пребиотического полисахарида красных водоро-
слей каппа-каррагинана мультиэлементных (азот, 
фосфор, магний) нанокристаллов минерала стру-
вит (гексагидрат двойной соли фосфата аммо-
ния–магния NH4MgPO4 ∙ 6H2O) может резко уве-
личивать (примерно в два раза) пребиотическую 
активность этого полисахарида [38]. 

Настоящая работа посвящена синтезу и оха-
рактеризации перспективного пребиотического 
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композита струвит/каппа-каррагинан как в твер-
дой фазе, так и в водном коллоидном растворе.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

Для синтеза композита к водному раствору 
каппа-каррагинана (в виде коммерчески доступной 
калиево-натриевой соли этого сульфатированного 
полисахарида) при интенсивном перемешивании 
добавляли последовательно водные растворы суль-
фата магния, хлорида аммония и гидрофосфата 
натрия. Полученную реакционную смесь переме-
шивали в ечение 30 мин при комнатной темпера-
туре и выливали в четырехкратный избыток эти-
лового спирта. Выпадающий осадок композита 
отфильтровывали, промывали на фильтре этило-
вым спиртом и высушивали при комнатной тем-
пературе до постоянного веса. Получали белый 
порошок, способный к редиспергации в воде с 
образованием коллоидного раствора. 

Композит охарактеризовывали методом рен-
тгенофазового анализа (РФА) на дифрактометре 
модели STOE STADI MP производства фирмы 
STOE (Germany) с использованием излучения 
Cu(Kα), λ = 1.54060 Å, рабочего режима генератора 
40 кВ/40 мА, германиевого монохроматора с ори-
ентацией (111), линейного полупроводникового 
детектора модели DECTRIS MYTHEN 1K произ
водства фирмы Dectris (Switzerland) и геометрии 
эксперимента “на просвет”. Элементный состав 

композита устанавливали методом рентгеновского 
энергодисперсионного анализа (РЭДА) с исполь-
зованием энергодисперсионной приставки модели 
AzTec One производства фирмы Oxford Instruments 
Analytical (Great Britain) в комплекте к сканиру-
ющему электронному микроскопу модели Flex
SEM1000 II производства фирмы Hitachi (Japan). 
Распределение композитных частиц по размерам 
в водном коллоидном растворе получали методом 
динамического рассеяния света с использованием 
анализатора модели Zetasizer Nano ZS производ-
ства фирмы Malvern Instruments Ltd (Great Britain).
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Рис. 1. Рентгеновская дифрактограмма полученного композита.

Таблица 1. Содержание химических элементов в полу-
ченном нанокомпозите по данным рентгеновского 

энергодисперсионного анализа

Элемент Тип линии
Процентное 

содержание элементов
вес. % атом. %

C K-серия 37.96 48.25
O K-серия 42.14 40.21
P K-серия 2.29 1.13
S K-серия 4.58 2.18
K K-серия 7.00 2.73

Mg K-серия 1.45 0.91
Na K-серия 0.84 0.56
N K-серия 3.66 3.99
Al K-серия 0.08 0.05

Всего 100.00 100.00
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Согласно данным РФА, полученный сухой по-
рошкообразный композит в качестве основной 
кристаллической фазы содержит минерал струвит, 
в качестве минорной примесной фазы — гидро-
фосфат магния, а также рентгеноаморфный по-
лисахаридный биополимер каппа-каррагинан 
(рис. 1). Судя по практически не уширенным 
рефлексам, композит содержит кристаллические 
фазы с достаточно большими областями когерен-
тного рассеяния (крупные частицы).

В рентгеноэмиссионном спектре РЭДА (рис. 2, 
табл. 1) наиболее интенсивной является линия 

кислорода, входящего как в состав каппа-карра-
гинана, так и струвита. Имеются линии углерода, 
калия, натрия, серы, входящих в состав каппа-
каррагинана (исходной калиево-натриевой соли 
этого сульфатированного полисахарида), а также 
линии азота, магния, фосфора, входящих в состав 
струвита. В качестве малоинтенсивной минорной 
линии наблюдается линия алюминия, очевидно, 
от подложки электронного микроскопа.

По данным метода динамического рассеяния 
света в водном коллоидном растворе композита 
имеется очень малое количество отдельных ма-
кромолекул каппа-каррагинана, очевидно, с ин-
капсулированными в них кристаллами струвита 
с общим средним гидродинамическим радиусом 
около 200 нм. Вероятно, эти композитные частицы 
объединены в более представительную светорас-
сеивающую фракцию ассоциатов с гидродинами-
ческими радиусами в 250–400 нм, а также в еще 
более крупную и наиболее светорассеивающую 
фракцию с гидродинамическими радиусами 1000–
2250 нм (рис. 3). 

ВЫВОДЫ

Таким образом, легко получаемый в воде пер-
спективный пребиотический мультиэлементный 
(С, N, P, K, S, Mg) композит струвит/каппа-кар-
рагинан способен давать водные диффузионно-
подвижные коллоидные растворы с разной сте-
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Рис. 2. Рентгеновский эмиссионный спектр полученного композита.
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Рис. 3. Распределение по размерам гидродина-
мических радиусов полученных композитных 
частиц.
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пенью ассоциации структурных элементов, что 
удобно для применения в биомедицине. 

Исследования методом порошковой рентге-
новской дифракции выполнены на оборудовании 
кафедры ХТТ ФЕН НГУ, спектральные и анали-
тические измерения проведены с использованием 
приборов Химического исследовательского центра 
коллективного пользования СО РАН, данные 
динамического рассеяния света получены на обо-
рудовании Центра генетических ресурсов лабо-
раторных животных ИЦиГ СО РАН. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российским научным фондом (грант № 22-25-
00859).
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SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF PREBIOTIC  COMPOSITE 
STRUVITE/KAPPA-CARRAGEENAN 
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A struvite / kappa-carrageenan composite was synthesized from an aqueous solution of a polysaccharide and 
inorganic precursors. The phase, elemental composition and sizes of composite particles in an aqueous colloidal 
solution have been studied by X-ray phase analysis, X-ray energy dispersive analysis, and dynamic light scattering. 
It has been shown that this promising prebiotic composite is capable of producing diffusion-mobile aqueous 
colloidal solutions with varying degrees of association of structural elements, which is convenient for use in 
biomedicine. 
Keywords: prebiotic, composite, struvite, kappa-carrageenan. 
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