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В организме важную роль играет билирубин – желчный пигмент, обладающий фотохимической 
активностью. Научный и практический интерес к фотонике билирубина объясняется тем, что его 
молекула способна к сверхбыстрым процессам фотоизомеризации, содержит два взаимодейству-
ющих между собой дипиррометеноновых хромофора, а фотохимические реакции билирубина 
используются в широко распространенном методе фототерапии желтухи новорожденных (неона-
тальной гипербилирубинемии), проводимой для снижения уровня билирубина в организме. В на-
стоящем обзоре кратко рассматриваются фотоника билирубина, а также его основные фотохими-
ческие реакции в фототерапии неонатальной гипербилирубинемии.

Ключевые слова: билирубин, фотоника, фотоизомеризация, фотоциклизация, фотоокисление, 
фототерапия неонатальной гипербилирубинемии.
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1. ВВЕДЕНИЕ

Среди молекулярных компонентов организма 
важную роль играет билирубин (БР) — пигмент 
желчи человека и животных, окрашенный в желтый 
цвет и проявляющий фотохимическую активность 
(рис. 1). Билирубин является конечным продуктом 
метаболизма гем-содержащих белковых молекул — 
гемоглобина, миоглобина, некоторых ферментов; 
он практически не растворим в воде. В клетках 
ретикуло-эндотелиальной системы c участием ге-
моксигеназы-1 (НО-1) гем расщепляется до СО, 
Fe2+ и биливердина. Под действием биливердин-
редуктазы биливердин восстанавливается до БР 
(так называемый неконъюгированный или непря-
мой БР). Билирубин обладает высокой токсично-
стью и, поступая в кровеносное русло, образует 
комплекс с сывороточным альбумином, что делает 
его нетоксичным. Этот комплекс транспортируется 
в клетки печени, где БР связывается с глюкуроно-
вой кислотой с образованием растворимого пря-
мого (или конъюгированного) БР. Затем прямой 
БР из печени поступает в желчные капилляры и 
через кишечник выводится из организма [1–6].

Особое значение имеет изучение фотоники 
(фотофизики и фотохимии) БР. Молекула БР 

способна участвовать в сверхбыстрых процессах 
фотоизомеризации и других важных фотопроцес-
сах; кроме того, она содержит два дипирромете-
ноновых хромофора, которые могут взаимодей-
ствовать между собой посредством экситонной 
связи, зависящей от геометрии молекулы [7–10]. 
Практический интерес к фотохимии БР вызван 
широким распространением метода фототерапии 
желтухи новорожденных, основанном на фото-
химических реакциях БР при освещении кожных 
покровов новорожденных, страдающих неона-
тальной гипербилирубинемией (высоким уровнем 
БР в организме) [9–11]. В настоящем обзоре рас-
смотрены элементарные фотофизические и фо-
тохимические процессы с участием БР, а также 

Рис. 1. Структура молекулы БР.
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фотохимические реакции БР в фототерапии нео-
натальной гипербилирубинемии (ФНГ).

2. ФОТОФИЗИЧЕСКИЕ И 
ФОТОХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА 

БИЛИРУБИНА

Данные литературы указывают на то, что БР в 
растворе обладает изогнутой конформацией, име-
ющей Z-конфигурацию относительно двойных 
связей 4–5 и 15–16 (4Z, 15Z-изомер, обознача-
емый как 4Z, 15Z-билирубин-IXα), стабилизиро-
ванную внутримолекулярными водород-ными 
связями (рис. 2). Такую конформацию БР имеет 
и в комплексе с сывороточным альбумином че-
ловека (САЧ) [8, 11, 12]. 

Спектр поглощения БР в комплексе с САЧ 
представляет собой широкую полосу, простира-
ющуюся от 350 до 530 нм с максимумом около 460 
нм; в отсутствие САЧ (в буфере) спектр (с макси-
мумом при 443 нм) несколько уширяется [11–13]. 
Квантовый выход флуоресценции БР в комплексе 
с САЧ Φf = 0.003; в отсутствие САЧ он резко 
уменьшается (Φf < 2 × 10–5). Положение макси-
мума флуоресценции комплекса БР–САЧ не-
сколько зависит от длины волны возбуждения и 
лежит в области 520–526 нм при возбуждении 
длины волны λ = 420–470 нм. Квантовый выход 
интеркомбинационной конверсии в триплетное 
состояние для БР в комплексе с САЧ ΦT < 0.01 
[7]. Низкие выходы флуоресценции указывают на 
сверхбыструю безызлучательную дезактивацию 
электронно-возбужденного состояния БР, к ко-
торой относится фотоизомеризация в результате 
поворота относительно одной из двойных связей 
молекулы БР – 4–5 или 15–16 (Z → E-изомери-
зация, схема):

	

4 ,15 БР

4 ,15 БР или 4 ,15 БР.

h

h

h

h

Z Z

Z E E Z

→- ←

→ - -← 	 (1)

При этом САЧ стабилизирует 4Z,15E–изомер в 
комплексе с БР. Квантовый выход 4Z,15E-изомера 
для комплекса БР–САЧ Φi = 0.20 при фотовоз-
буждении светом с λ = 465 нм [14] (по более позд-
ним данным, Φi = 0.10 при λ = 458 нм, причем с 
ростом длины волны света Φi уменьшается, а со-
отношение [4E,15Z]/[4Z,15E] возрастает [10]). 
Наряду с фотоизомеризацией, происходит 
быстрая диссипация энергии возбуждения путем 
безызлучательного перехода (внутренней конвер-

сии) в исходный изомер БР [7]. Квантовый выход 
других продуктов фотопревращения БР – люми-
рубина (рис. 3), а также продуктов фотоокисле-
ния – гораздо ниже, чем 4Z,15E-изомера (сум-
марно < 0.008 [7], ~0.001 для люмирубина [15]). 
Хотя ряд конечных фотопродуктов имеют низкие 
квантовые выходы, их образование может быть 
существенно при проведении ФНГ [10].

Первичные сверхбыстрые процессы безызлу-
чательной дезактивации энергии электронного 
возбуждения в молекуле БР изучались методами 
с фемтосекундным временным разрешением 
[16–19]. В кинетике затухания флуоресценции 
было обнаружено наличие быстрого компонента 
со временем, равным ~120 фс, который был от-
несен к процессу локализации экситона на одном 
из хромофоров – половинок молекулы. Более 
медленные компоненты в несколько сотен фемто-
секунд и несколько пикосекунд отнесены к ре-
лаксации в “скрученный” промежуточный про-
дукт, который далее переходил за время, равное 
~15 пс в исходное состояние молекулы [15].

В работе [20] было показано, что дезактивация 
фотовозбужденного БР происходит через обра-
зование нефлуоресцирующего (dark) состояния, 
переходящего затем в течение 15 пс в исходное 
состояние. Предполагалось экситонное взаимо-
действие S1-состояний экзо- и эндо-половинок 

Рис. 2. Структура Z,Z-конформации БР – 4Z,15Z-
билирубина-IXα. Штриховыми линиями показаны 
внутримолекулярные водородные связи, стабилизи-
рующие Z,Z-конформацию. Стрелки указывают на 
двойные связи 4–5 и 15–16, относительно которых 
происходит фотоизомеризация БР.
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молекулы БР, приводящее к расщеплению элект-
ронных уровней. При этом было обнаружено 
двухфотонное стимулирование второстепенного 
канала Z → E-изомеризации, которое, возможно, 
осуществляется через долгоживущий интерме-
диат.

Различные интермедиаты сверхбыстрой дегра-
дации фотовозбужденного БР были охарактери-
зованы с использованием вычислительных мето-
дов. Результаты расчетов хорошо согласуются с 
экспериментальными данными из литературных 
источников [21].

В недавней работе с использованием фемто-
секундной спектроскопии комбинационного 
рассеяния и квантово-химических расчетов была 
изучена динамика сверхбыстрой фотоизомериза-
ции БР [22]. Результаты исследования показали, 
что при фотовозбуждении вначале происходит 
сверхбыстрая конфигурационная изомеризация 
с сохранением объема (механизм “hula-twist”) за 
время, равное ~300 фс, после чего следует иска-
жение внутримолекулярных водородных связей 
и крупномасштабный поворот двух дипиррино-
новых половин изомера Z,Z-БР за несколько пи-
косекунд. После этого большая часть молекул 
возвращается обратно в Z,Z-БР, и только очень 
небольшая доля превращается в стабильные изо-
меры БР путем изомеризации.

Наряду с фотоизомеризацией, БР может также 
участвовать в реакциях фотосенсибилизирован-
ного окисления с участием триплетных молекул 
БР, сенсибилизирующих образование синглет-
ного кислорода [23]. Реализация этих процессов 
была доказана экспериментально путем лазерного 
возбуждения БР и регистрации люминесценции 
синглетного кислорода [24]. Однако в связи с 
низким квантовым выходом БР в триплетное со-

стояние выход продуктов фотоокисления БР мал 
по сравнению с выходом фотоизомеров [25].

ФОТОХИМИЧЕСКИЕ РЕАКЦИИ 
БИЛИРУБИНА ПРИ ФОТОТЕРАПИИ 

НЕОНАТАЛЬНОЙ 
ГИПЕРБИЛИРУБИНЕМИИ

Суть метода ФНГ заключается в воздействии 
на кожные покровы новорожденных с гиперби-
лирубинемией (окрашивание кожи в желтый цвет 
из-за высокого уровня БР) светом различных длин 
волн (обычно синей или сине-зеленой области 
спектра), приводящим к уменьшению желтизны 
и выведению БР из организма [26]. Основные 
фотохимические реакции БР (исходный изомер 
обозначен как 4Z,15Z-БР-IXα), происходящие 
при ФНГ, показаны ниже:

	

, ,

, , ,

n n

n n
n n
n

→ →a a← ←

→ a→ a←

4 15 �БР�IX 4 15 �БР�IX

4 15 �БР� 4 15 �ЦБР�IX

h h

h h

h h

h

Z E Z Z

E Z IX E Z
 

где ЦБР – циклобилирубин (люмирубин).

4E,15Z-ЦБР-IXα может также фотоизомери-
зоваться в 4E,15E-ЦБР-IXα [27].

Изомер билирубина 4Z,15E-билирубин-IXα 
является основным продуктом обратимых фото-
химических реакций геометрической изомериза-
ции, а 4E,15Z-циклобилирубин-IXα (4E,15Z-ЦБР-
IXα, или Z-люмирубин, см. рис. 3) – основным 
продуктом необратимой реакции структурной 
фотоизомеризации (фотоциклизации). Образу-
ющиеся фотоизомеры растворимы в воде и легко 
выводятся из организма (в основном через печень 
и желчь). В то же время Z-люмирубин может в 
некоторых случаях полимеризоваться в темно-
коричневое вещество, вызывающее синдром 
“бронзового ребенка” (повышенное производство 
бронзовых пигментов) – вредную побочную ре-
акцию при фототерапии [3, 27].

Наряду с продуктами фотоизомеризации, при 
ФНГ обнаруживается образование продуктов фо-
тоокисления БР (в частности, водорастворимых 
окисленных моно- и дипирролов, которые выво-
дятся из организма главным образом через почки) 
[4]. В то же время есть мнение, что фотоокисление 
БР не вносит существенного вклада в фотопро-
цессы, происходящие при ФНГ, а продукты оки-
сления БР образуются путем темновых реакций БР 
с активными формами кислорода, присутству-

Рис. 3. Структура люмирубина (циклобилирубина).
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ющими в организме (в случае реакции переноса 
электрона – с образованием биливердина), что 
обусловливает его антиоксидантную активность [3]. 

Фототерапии неонатальной гипербилируби-
немии посвящено большое число работ, и здесь 
мы остановимся только на некоторых из них. 
В ряде работ изучалось влияние параметров источ-
ника света (типа источника, длины волн, интен-
сивности и др.) на фототерапию. В работе [28] 
проводили сравнение действия фильтрованного 
солнечного света (λ = 400–900 нм) и интенсивного 
светодиодного облучения (λ = 420–530 нм) при 
фототерапии новорожденных с выраженной (от 
средней до высокой) степенью гипербилируби-
немии. Авторами установлено, что не наблюда-
лось существенных различий в эффектах, вы-
званных действием солнечного света и светоди-
одного облучения. В то же время использование 
светодиодов позволяет, в частности, уменьшить 
тепловой эффект при достаточно высокой интен-
сивности облучения.

В некоторых исследованиях показано, что све-
тодиодное излучение с длиной волны λmax= 410 нм 
наиболее эффективно для фотоизомеризации 
4Z,15Z-БР → 4Z,15E-БР. В то же время зеленый 
свет с λmax ~ 510 нм производит больше люмиру-
бина и меньше 4Z,15E-БР и идеален для ФНГ, 
поскольку коротковолновый свет в диапазоне 
длин волн 350–450 нм может оказывать вредное 
воздействие (в частности, иметь мутагенный эф-
фект) [29–31].

В ряде работ сопоставлялась эффективность 
фототерапии светодиодными источниками синего 
и сине-зеленого света [32–36]. На животных мо-
делях было обнаружено, что фототерапия сме-
шанным фильтрованным синим (440–520 нм) и 
зеленым (490–590 нм) светом (50% синего и 50% 
зеленого света) примерно так же эффективна, как 
и фототерапия синим светом, но вызывает более 
низкий окислительный стресс [32]. Исследование 
на новорожденных показало, что светодиодный 
сине-зеленый свет диапазона 470–490 нм (λmax = 
= 478 нм) на 31% более эффективен, чем синий 
свет диапазона 450–470 нм (λmax = 459 нм) [35]. 
В  настоящее время имеются рекомендации 
(в частности, в работе [37]), а также указание Аме-
риканской академии педиатрии [38] использовать 
в ФНГ именно смешанный сине-зеленый свет.

В недавней работе [27] подробно анализиру-
ются результаты перехода от синего к сине-зеле-

ному свету при светодиодной ФНГ. К положи-
тельным эффектам авторы относят уменьшение 
фотоокисления, гено/цитотоксичности, снижение 
риска развития рака и смертности у новорожден-
ных с низкой массой тела. В то же время в орга-
низме под действием сине-зеленого света может 
снижаться уровень витамина B2 (рибофлавина) 
за счет фотоокисления. К тому же из-за усилен-
ного образования люмирубина при сине-зеленом 
освещении может наблюдаться синдром “брон-
зового” ребенка у предрасположенных к этому 
новорожденных. Дальнейшее развитие метода 
ФНГ должно заключаться в оптимизации условий 
осуществления процесса (длины волны облуче-
ния, интенсивности света, времени и периодич-
ности облучения и др.) с целью повышения эф-
фективности выведения БР из организма при 
минимизации побочных эффектов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Билирубин представляет собой биомолекулу, 
играющую важную роль в процессах жизнедея-
тельности организма (в частности, являющуюся 
мощным антиоксидантом). Фотоника БР в на-
стоящее время вызывает значительный научный 
и практический интерес. Исследование сверхбы-
стрых маршрутов фотопревращений БР позволяет 
выявить новые важные закономерности этих про-
цессов, а изучение экситонного взаимодействия 
двух хромофоров в молекуле БР – его влияние на 
фотохимические свойства молекулы (в частности, 
объясняет зависимость флуоресценции от длины 
волны возбуждения). Фотохимические реакции 
БР используются в ФНГ, основанной на геомет-
рической и структурной фотоизомеризации БР, 
а также его фотоокислении. Фототерапия неона-
тальной гипербилирубинемии дает возможность 
выведения избытка БР из организма путем воз-
действия на кожные покровы новорожденных, 
страдающих гипербилирубинемией. В настоящее 
время при ФНГ рекомендовано использовать све-
тодиодное облучение сине-зеленого диапазона. 
Развитие метода ФНГ должно заключаться в даль-
нейшей оптимизации условий осуществления 
процесса с целью повышения эффективности 
выведения БР из организма при минимизации 
побочных эффектов.

Работа выполнена в рамках госзадания ИБХФ 
РАН (тема № 001201253314).
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PHOTONICS OF BILIRUBIN – BIOLOGICALLY  
IMPORTANT MOLECULE (REVIEW)
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Bilirubin, a bile pigment having photochemical activity, plays an important role in the body. Photonics (photo-
physics and photochemistry) of bilirubin has attracted scientific and practical interest of researchers up to the 
present day. This is because its molecule is capable of ultrafast photoisomerization processes, and also contains 
two interacting dipyrromethenone chromophores. Furthermore, the photochemical reactions of bilirubin are 
used in the widespread phototherapy of neonatal jaundice (neonatal hyperbilirubinemia), carried out to reduce 
the level of bilirubin in the body. This review briefly considers photonics of bilirubin, as well as its main photo-
chemical reactions in phototherapy of neonatal hyperbilirubinemia.

Keywords: bilirubin, photonics, photoisomerization, photocyclization, photooxidation, phototherapy of neonatal 
hyperbilirubinemia.
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Изучено инициированное азобисизобутиронитрилом (АИБН) окисление соевого лецитина (RH) 
в широком диапазоне концентраций RH (0.027−0.4 моль/л) и АИБН (0.01–0.043 моль/л). Устано-
влено, что при высоких концентрациях лецитина в несколько раз снижается параметр окисляемо-
сти а = kp /(2kt)

0.5, где kp и kt − константы скорости продолжения и обрыва цепей, при этом незави-
симо от концентрации лецитина сохраняется линейная зависимость от скорости инициирования 
(Wi)

0.5. Проведена оценка антирадикальной активности антиоксидантов (АО) разных классов при 
[RH] = 0.4 моль/л, показавшая, что антирадикальная активность фенолов в лецитине значительно 
ниже, чем в углеводородах. Антирадикальная активность и эффекты торможения при окислении 
лецитина уменьшаются в следующем ряду: α-токоферол > 3,6-ди-трет-бутил-1,2-бензохинон > 
> кверцетин > 2,4,6-три-трет-бутилфенол. 

Ключевые слова: соевый лецитин, окисление, антиоксиданты, кверцетин, α-токоферол, 2,4,6-три-
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1. ВВЕДЕНИЕ

Фосфолипиды, основные липидные компо-

ненты клеточных мембран, являются природными 

поверхностно-активными веществами (ПАВ), 

которые широко используются в производстве 

пищевых продуктов, лекарственных и космети-

ческих средств. Фосфатидилхолины (РС) и леци-

тины имеют структуру цвиттер-ионов в широком 

диапазоне рН [1, 2] Лецитины, как и неполярные 

ненасыщенные липиды, относительно легко оки-

сляются кислородом воздуха. Окислению подвер-

гаются ненасыщенные остатки жирных кислот, 

входящие в состав лецитинов. Первичными про-

дуктами окисления лецитинов кислородом воз-

духа являются главным образом изомерные ги-

дропероксиды [3−5].

Лецитины чаще всего получают из яичных жел-

тков и сои. Яичный и соевый лецитины имеют 

схожую поверхностную активность и критическую 

концентрацию мицеллообразования (ККМ). В 

работах [6, 7] показано, что соевый лецитин по 

сравнению с яичным образует более стабильные 

эмульсии и имеет более высокую окисляемость, 

обусловленную высоким содержанием линолевой 

кислоты. В работе [8] проведен сравнительный 

анализ свойств разных видов импортных соевых 

лецитинов с широко используемыми отечествен-

ными аналогами, который показал, что содержа-

ние линолевой кислоты имеет близкие значения, 

равные (60 ± 3)%. 

Исходные пищевые растительные масла пред-

ставляют собой микрогетерогенную систему, со-

держащую многочисленные минорные компо-

ненты – амфифильные, такие как фосфолипиды, 

свободные жирные кислоты, а также полярные 

кислородсодержащие продукты, получающиеся 

в результате окисления – гидропероксиды, аль-

дегиды, кетоны и эпоксиды [9, 10]. Существует 

значительное количество свидетельств того, что 

коллоидные ассоциаты, мицеллы и ламеллярные 

структуры являются центрами окисления в объеме 

масел [9], поскольку именно в них концентриру-

ются полярные соединения металлов, иницииру-

ющих окисление. 
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Тем не менее имеется значительное количество 

работ, в которых описывается ингибирующее дей-

ствие лецитинов на процессы окисления. Еще 

в 1935 году было показано [11], что соевый леци-

тин замедляет окисление хлопкового масла, ка-

тализируемое солями олеата кобальта. Антиокси-

дантные свойства фосфолипидов сои исследованы 

на примере окисления липидов рыб, растительных 

жиров и масел [12−14]. Отмечается, что добавки 

соевого лецитина влияют на эффекты торможения 

масел такими ингибиторами, как α-токоферол 

(ТФ) [15] и флавоноиды [16]. 

В данной работе изучены кинетические зако-

номерности инициированного окисления соевого 

лецитина в инертном растворителе – хлорбензоле 

в широком диапазоне концентраций и скоростей 

инициирования, а также исследованы особен-

ности ингибирующего действия антиоксидантов 

различной природы в процессе окисления отно-

сительно высоких концентраций лецитина.

2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Окисление соевого лецитина, инициированное 

азобисизобутиро-нитрилом (АИБН), проводили 

в инертном растворителе – хлорбензоле при 333 К 

и различных начальных концентрациях леци-

тина (0.027–0.4 моль/л) и инициатора АИБН 

(0.01–0.043 моль/л). Поглощение кислорода в ходе 

окисления измеряли с использованием волюмо-

метрической установки [14−16]. 

В работе использовали соевый лецитин про-

изводства фирмы “БИОЛЕК”, а в качестве анти-

оксидантов исследовали кверцетин (Q) и α-токо

ферол фирмы “Sigma-Adrich” (USA) без допол-

нительной очистки, а также 2,4,6-три-трет-бутил-

фенол (ТТБФ) и 3,6-ди-трет-бутил-1,2-бензо

хинон (ДТБХ), которые очищали методом 

возгонки.

Согласно теории [17, 18] скорость жидкофаз-

ного окисления (W) линейно зависит от концен-

трации субстрата окисления и cвязана со скоро-

стью инициирования (Wi) следующим уравне-

нием:

	
0.5[ ]RH ,iW а W= 	  (1)

где RH – субстрат окисления, а – параметр, ха-

рактеризующий окисляемость RH и равный от-

ношению констант скоростей продолжения (kp) 

и обрыва (kt) цепи, а = kp /(2kt)
0.5. Скорость ини-

циирования равна Wi = ek0[АИБН], где e – выход 

радикалов из клетки, k0 – константа скорости 

распада инициатора. 

На рис. 1 представлена зависимость скорости 

окисления лецитина в растворе хлорбензола от 

начальных концентраций лецитина и инициатора. 

При окислении углеводородов и масел зависи-

мость скорости окисления в координатах из урав-

нения (1) обычно представляет собой прямую 

линию [17, 18]. Однако из представленных на 

рис. 1 данных видно, что в диапазоне изученных 

концентраций зависимость более сложная: на 

начальном участке скорость окисления линейно 

зависит от начальной концентрации лецитина 

при [RH]0 = 0.027–0.034 моль/л, но при дальней-

шем увеличении [RH]0 она оказывается ниже 

ожидаемой.

Ранее в работе [19] на примере окисления яич-

ного фосфатидилхолина в органической среде 

было показано, что РС образует наноразмерные 

обращенные мицеллы (r ~ 6 нм), что существенно 

влияет на скорость окисления, измеряемую по 

поглощению кислорода. При небольших кон-

центрациях РС и постоянной скорости иници-

ирования радикалов Wi имеет место линейная 

зависимость W от [PC], но при концентрациях 

выше 5 мг/мл наблюдается отклонение от ли-

нейности, и дальнейшее увеличение [PC] не при-

водит к увеличению скорости окисления. При 

этом в рамках одной и той же концентрации PC, 

как ниже, так и выше ККМ, скорость W пропор-

циональна Wi
0.5.

На рис. 2 показано, что и при окислении сое-

вого лецитина в области его высоких концентра-

ций, как и в случае РС, сохраняется линейная 

Рис. 1. Зависимость скорости окисления лецитина в 

растворе хлорбензола от начальных концентраций 

лецитина и инициатора; температура – 333 К.
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зависимость W от Wi
0.5. Величина параметра а, 

вычисленная по тангенсу угла наклона (рис. 2) с 

учетом уравнения (1), равна a = 0.042 (л/моль·с)0.5. 

Оценка параметра а при малых концентрациях 

лецитина ([RH]0 = 0.028–0.034 моль/л) в области 

линейной зависимости W от [RH]0[АИБН]0.5 

(рис. 1) дает на порядок более высокое значение: 

а = 0.43 (л/моль · с)0.5. 

В случае РС параметр окисляемости также 

в несколько раз уменьшается при концентрациях 

РС выше ККМ по сравнению с областью малых 

концентраций и линейной зависимости W от [РС], 

согласно [19]. Снижение окисляемости лецитина 

при высоких концентрациях может быть связано 

с рядом причин. Ассоциация молекул лецитина 

в мицеллы уменьшает число активных столкно-

вений с радикалами инициатора и, возможно, 

приводит к изменению реакционной способности 

лецитина в отношении продолжения и обрыва 

цепей. С увеличением концентрации лецитина 

возрастает вязкость раствора, что может неодноз-

начно влиять на скорость цепного процесса. С од-

ной стороны, повышение вязкости уменьшает 

выход радикалов из клетки (е) и, следовательно, 

скорость инициирования. С другой стороны, при 

повышении вязкости уменьшается скорость ква-

дратичного обрыва цепей (известный в радикаль-

ной полимеризации гель-эффект). 

Снижение реакционной способности с уве

личением концентрации лецитина наблюдали 

в процессе автоокисления метилолеата [15]: после 

достижения определенной концентрации леци-

тина, последующее ее увеличение не изменяет 

течение процесса.

Поскольку окисление соевого лецитина раз-

вивается по цепному свободно-радикальному 

механизму, были протестированы АО, обрываю-

щие цепи по реакции с пероксирадикалами (фе-

нолы − флавоноид кверцетин, пространственно 

затрудненный 2,4,6-три-трет-бутилфенол и силь-

ный, неэкранированный природный фенол 

α-токоферол), а также 3,6-ди-трет-бутил-1,2-

бензохинон, который относится к АО, обрываю-

щим цепи по реакции с алкильными радикалами 

[17, 18, 20]. Влияние АО на окислительный про-

цесс рассматривали при относительно высо-

кой концентрации лецитина, равной [RH]0 = 

= 0.4 моль/л. Эффективность действия АО оце-

нивали по отношению W/Winh, где Winh – скорость 

окисления в присутствии добавок антиоксиданта 

(табл. 1). 

Из представленных на рис. 3 кинетических 

кривых поглощения кислорода в отсутствие (кри-

вая 1) и в присутствии добавок АО (кривые  

2–5) следует, что наибольшую активность прояв-

ляет ТФ (рис. 3, кривая 5), для которого наблю-

дается четко выраженный период индукции τ, 

равный 50 мин, по окончании которого скорость 

поглощения кислорода практически не отличается 

от скорости неингибированной реакции (рис. 3, 

кривая 1). Из кинетических кривых поглощения 

кислорода был рассчитан стехиометрический ко-

эффициент ингибирования f = τWi /[ТФ] = 1.54. 

Наиболее слабое действие оказывает простран-

ственно затрудненный фенол ТТБФ, который 

Рис. 2. Зависимость скорости окисления соевого ле-

цитина в растворе хлорбензола от концентрации ини-

циатора; [RH] = 0.4 моль/л, температура – 333 К. 

Рис. 3. Кинетические кривые поглощения кислорода 

(V– объем поглощенного кислорода в отн. ед.) при 

окислении соевого лецитина в отсутствие (1) и в при-

сутствии 7·10-4 моль/л антиоксидантов: 2 – ТТБФ, 

3 – Q, 4 – ДТБХ, 5 – ТФ; [АИБН]0 = 0.03 моль/л, 

[RH]0 = 0.4 моль/л; температура – 333 К. 
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характеризуется самым низким значением вели-

чины k7 (рис. 3, кривая 2, табл. 1). 

Использование кверцетина, для которого ве-

личина k7 в реакции с RO2
•-радикалами метилли-

нолеата существенно выше, чем для пространст-

венно затрудненных фенолов [21], приводит лишь 

к незначительному увеличению эффективности 

ингибирования по сравнению с ТТБФ (рис. 3, 

кривая 3). 

Согласно теории, изложенной в [17, 18, 20, 22], 

ингибирование фенольными антиоксидантами 

(PhOH) можно представить следующими реакци-

ями:

  2PhOH RO PhO ROOH,• •+ → + 	  (I)

  2PhO RO ,Продукты• •+ → 	  (II)

  PhO PhO ,Продукты• •+ → 	  (III)

  2( )PhO  RH ROOH PhOH R ( .)RO• • •+ → + 	  (IV)

Квазистационарная концентрация перо

ксильных радикалов при достаточно высокой 

концентрации АО, обеспечивающей преимуще-

ственный обрыв цепей при участии ингибитора, 

равна: [RO2
•] = Wi /(fkinh[PhOH]), а скорость ин-

гибированного окисления описывается уравне-

нием

	 [ ] [ ]( )RH PhOH ,inh p i inhW k W fk= 	 (2)

где kinh − константа скорости реакции АО с RO2
•; 

f – стехиометрический коэффициент ингибиро-

вания, величина которого зависит от соотношения 

скоростей реакций I−IV (  f ≤ 2). Учитывая урав-

нение (1), получаем 

	 [ ] ( )0.5
PhOH 2 .inh inh t iW W fk k W=  	  (3)

Принимая 2kt = 2·106 л/моль · с [23], по анало-

гии с ненасыщенными жирными кислотами, оце-

нили величины параметра fkinh (табл. 1), которые 

при окислении соевого лецитина оказались за-

метно ниже, чем в случае углеводородов и эфиров 

ненасыщенных жирных кислот [21−24]. Так, 

в этилбензоле величины kinh, для ТТБФ и ТФ 

составляют 4.2 · 104 л/моль · 13с [22, 23] и 

4.5 · 106 л/моль · с [22, 23], соответственно, а для 

кверцетина в реакции с радикалами RO2
• метил-

линолеата kinh = 4.3 · 105 л/(моль · с) [21]. Сравнение 

показывает, что наиболее значительное снижение 

kinh, наблюдается для кверцетина. 

Резкое падение kinh в реакции Q с радикалами, 

образующимися при распаде 2,2′-азобис(2-

метилпропион-амидин)дигидрохлорида, наблю-

дали при снижении pH водного раствора: kinh = 

= 5.6 · 105 л/(моль · с) (pH = 7.4) и 4 · 103 л/(моль · с) 

(pH = 2.1) [25].

Из полученных данных можно заключить, что 

лецитин, возможно, путем солюбилизации и мо-

лекулярного взаимодействия с АО снижает их 

ингибирующую активность. Так, при торможении 

инициированного и автоокисления метилолеата 

наблюдается снижение эффективности действия 

кверцетина в присутствии лецитина [14], обуслов-

ленное их взаимодействием [14−16]. Действи-

тельно, при фиксированной длине волны 

λ = 208 нм интенсивность полосы поглощения 

смеси Q в концентрации 5·10-5 моль/л и RH в кон-

центрации 5 · 10-4 моль/л оказывается на 22% 

меньше рассчитанной. Согласно изложенному 

в работах [14, 26–28], при взаимодействии леци-

тина с биологически активными веществами и 

АО наблюдается образование комплексов, кото-

рое протекает, как это показано на примере фла-

воноида – генистеина с участием азот- и фосфор-

содержащих группировок фосфолипидов [26]. 

Весьма интересным представляется результат 

ингибирующего действия ДТБХ – акцептора ал-

кильных радикалов, который по эффективности 

уступает только ТФ (рис. 2, кривые 4, 5). Известно, 

что акцепторы алкильных радикалов практически 

не тормозят процесс в условиях инициированного 

окисления углеводородов. Однако при переходе в 

режим автоокисления хиноны по эффективности 

становятся сопоставимы с традиционными АО, 

взаимодействующими с пероксильными радика-

Таблица 1. Кинетические характеристики ингибирующего действия антиоксидантов разной природы  
в процессе окисления лецитина в хлорбензоле (температура 333 К, [RH]0 = 0.4 моль/л,  

[АО]0 = 7 · 10–4 моль/л, [АИБН]0 = 0.03 моль/л)

Параметры Кверцетин 2,4,6-Три-трет-бутилфенол α-Токоферол 3,6-Ди-трет-бутил-1,2-бензохинон 

W/Winh 2.8 4 63 5.4

fkinh, л/(моль · с) 3.3 · 103 4.8 · 103 7.6 · 104 6.5 · 103 *

*Эффективное значение fkinh.
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лами [29]. В режиме автоокисления скорость оки-

сления зависит от концентрации О2 в окисляющем 

газе, что оказывает влияние как на скорость за-

рождения свободных радикалов, так и на стацио-

нарную концентрацию алкильных радикалов. 

Благодаря значительному увеличению длины цепи 

ν = W/Wi в процессе автоокисления, по сравнению 

с инициированной реакцией, акцепторы алкиль-

ных радикалов, к которым относятся хиноны, 

могут успешно конкурировать с О2 в реакции с 

алкильными радикалами. Возможность тормозить 

окисление лецитина добавками ДТБХ, по-види-

мому, связана с тем, что даже в режиме иниции-

рованного окисления концентрация алкильных 

радикалов заметно выше, чем в углеводородах, 

о чем свидетельствует изменение скорости оки-

сления в зависимости от содержания кислорода 

в окисляющем газе [29]. Так, в атмосфере кисло-

рода, по сравнению с окислением воздухом, ско-

рость окисления W увеличивается на 4.5–5% и 

12.7% при [RH]0, равной 0.034 и 0.12 моль/л соот-

ветственно.

В последние годы появились работы, в которых 

показано, что гидросильный радикал HO2
• играет 

важную роль в механизме окисления полинена-

сыщенных жирных кислот [30−33]. Радикалы 

HO2
• обладают двойственной природой и спо-

собны проявлять как окислительные, так и вос-

становительные свойства. Двойственная природа 

этих радикалов может проявляться в многократ-

ном обрыве цепей окисления соединениями ме-

таллов, стабильными нитроксильными радика-

лами и хинонами [18]. 

В случае ДТБХ за время окисления, равное 

90 мин, W/Winh = 1.73, т. е. по сравнению с началь-

ной скоростью эффективность ингибирования 

уменьшилась в 3.1 раза, что, по-видимому, сви-

детельствует о незначительном вкладе многократ-

ного обрыва цепей в механизм ингибирования 

окисления соевого лецитина добавками ДТБХ. 

3. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Скорость окисления лецитина нелинейно за-

висит от его начальной концентрации, а она ока-

зывается ниже ожидаемой при высоких значениях 

[RH]0. Добавки фенольных АО тормозят окисле-

ние лецитина и в области высоких концентраций. 

Однако реакционная способность АО в реакциях 

обрыва цепей при взаимодействии с пероксиль-

ными радикалами лецитина ( fkinh) снижается по 

сравнению с fkinh в углеводородах, так же как и 

при ингибированном окислении триглицеридов 

масел [34], за счет образования водородных связей 

фенольных гидроксилов с молекулами субстрата. 

Напротив, нетипичный для окисления углеводо-

родов АО – 3,6-ди-трет-бутил-1,2-бензохинон 

превосходит по эффектам торможения такие фе-

нолы, как ТТБФ и Q. 

Работа выполнена при финансовой поддержке 

Министерством науки и высшего образования Рос-

сийской Федерации в рамках госзадания по теме 

44.4 (регистрационный номер 122041300205-8).
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KINETICS OF THE SOY LECITHIN OXIDATION  
AT HIGH CONCENTRATIONS. THE EFFECT OF ANTIOXIDANTS

L. I. Mazaletskaya1*, N. I. Sheludchenko1, O. T. Kasaikina2

1Emanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia
2 Semenov Federal Research Center for Chemical Physics, Russian Academy of Sciences, Moscow 

*E-mail: lim@sky.chph.ras.ru

Soy lecithin (RH) oxidation, initiated with different AIBN concentration, has been studied in a wide range of 
lecithin concentrations (0.027−0.4 mol/l). It was found that the oxidizability parameter a = kp /(2kt)

0.5, where kp 
and kt are the rate constants of chain propagation and termination reduced significantly at higher lecithin con-
centration, while a linear dependence of oxidation rate on (AIBN)0.5 remained. The antiradical activity ( fkinh) of 
different antioxidants (AO) was evaluated at [RH] = 0.4 mol/l, which showed that the antiradical activity of 
phenols (PhOH) in lecithin is significantly lower than in hydrocarbons. The antiradical activity and inhibitory 
effects of lecithin oxidation decrease in the following raw: α-tocopherol > 3,6-di-tert-butyl-1,2-benzoquinone > 
> quercetin > 2,4,6-tri-tret-butylphenol.

Keywords: soy lecithin, oxidation, antioxidants, quercetin, α-tocopherol, 2,4,6-tri-tret-butylphenol, 3,6-di-tret-
butyl-1,2-benzoquinone.
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радикалов, образующихся при фотолизе. Определены ранее неизвестные значения магнитно-ре-
зонансных параметров спиновых аддуктов для некоторых радикалов.
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1. ВВЕДЕНИЕ

В последние годы смешанные фосфониево-

иодониевые илиды (Y) привлекают значительное 

внимание в качестве реагентов для синтеза новых 

гетероциклических соединений, которые находят 

все большее применение как функциональные 

материалы в органической электронике и в тест-

системах для анализа биологических систем [1–4]. 

Особенно интересными с практической точки 

зрения являются реакции фотораспада Y и их 

взаимодействие с ацетиленами, которые проис-

ходят в дихлорметане. Первоначально предпола-

галось, что реакции фотораспада Y протекают по 

ионному механизму, и гетероциклы разных клас-

сов получаются из одного и того же промежуточ-

ного карбокатиона, который образуется в резуль-

тате отщепления PhI+ при фотолизе [5]. Однако 

недавно была установлена возможность радикаль-

ного распада илидов [6–8] и предложен возмож-

ный механизм гомолитического распада для сме-

шанного бензоильного илида 1 (Cхема 1), анало-

гичный распаду диарилиодониевых солей. Обра-

зующиеся радикальные продукты могут реагиро-

вать как с растворителем, так и с добавленными 

ацетиленами.

Отметим, что радикалы, образовавшиеся из 

илида 1, были зафиксированы методом стацио-

нарной ЭПР-спектроскопии, которая позволяет 

детектировать долгоживущие радикалы. В то же 

время очевидно, что при гомолитическом распаде 

Y должны происходить химические реакции 

с участием короткоживущих радикалов PhI+• и 

радикалов из CH2Cl2. Для понимания механизма 

химических реакций с участием Y и их контроля 
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необходима идентификация всех типов радикалов 

на разных стадиях фотохимических превраще-

ний Y. 

Для решения данной задачи был выбран метод 

спиновых ловушек. Метод основан на реакции 

короткоживущего радикала R• со спиновой ло-

вушкой, приводящей к образованию стабильного 

нитроксильного радикала (спинового аддукта) 

[9, 10]. По g-фактору и изотропным константам 

сверхтонкого взаимодействия (СТВ) образующе-

гося нитроксильного радикала определяется при-

рода присоединенного короткоживущего ради-

кала. Отметим, что константы СТВ нитроксиль-

ного радикала зависят от полярности растворителя 

[11–15]. В полярных растворителях равновесие 

сдвинуто в сторону цвиттер-ионной структуры 

нитроксила, в которой на атоме азота сосредото-

чено больше спиновой плотности, и, соответ-

ственно, выше изотропная константа СТВ ради-

кала. Зависимость констант СТВ от растворителя 

затрудняет интерпретацию экспериментальных 

данных. К сожалению, значения магнитно-резо-

нансных параметров спиновых аддуктов опреде-

лены не для всех растворителей. Поэтому прежде 

всего в данной работе были выполнены модель-

ные эксперименты для определения констант СТВ 

предполагаемых спиновых аддуктов в использу-

емом растворителе.

Короткоживущий радикал R• может также 

вступать в реакцию с нитроксильным радикалом, 

образуя при этом диамагнитный продукт. Данная 

реакция является вторичной, однако она также 

присутствует в растворе и влияет на время жизни 

спинового аддукта. В настоящей работе мы ис-

пользовали две спиновые ловушки, PBN и DMPO. 

Выбор обусловлен тем, что спиновая ловушка 

PBN широко применяется для детектирования 

радикалов с неспаренными электронами, лока-

лизованными на атомах углерода, фосфора или 

азота, в то время как спиновая ловушка DMPO 

служит для идентификации алкокси- и переки-

сных радикалов [9, 10]. Структуры спиновых ло-

вушек PBN и DMPO и их реакции с короткожи-

вущими радикалами представлены на Схеме 2.

Метод спиновых ловушек является изящным 

инструментом идентификации короткоживущих 

радикалов и нашел широкое применение в разных 

областях химии и биологии. Однако эксперимен-

тально измеренных данных магнитно-резонансных 

параметров ЭПР-спектров аддуктов спиновой ло-

вушки DMPO с углерод-центрированными ради-

калами не так много, как для PBN. Поэтому, не-

которые полученные в работе данные ЭПР явля-

ются новыми, что повышает актуальность работы.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Илид 1 ((2-оксо-2-фенил-1-(трифенил-λ5-

фосфанилиден)этил)(фенил) иодоний тетрафтор-

борат), общая формула представлена ниже, син-

тезировали согласно методике, предложенной  

в работах [16, 17].

	  
Хлористый метилен (эталонный, “Компонент-

Реактив”, Россия) не содержащий стабилизатора 

и HCl, спиновые ловушки 5,5-диметилпирролин-

N-оксид (DMPO, “Abcam”, UK) и N-трет-Бутил-

α-фенилнитрон (PBN, “Sigma-Aldrich”), дифе-

нилиодониум хлорид ((Ph)2I
+Cl-, ACROS Organics, 

Belgium), трифенилфосфин (Ph3P, ACROS 

Organics) использовали без предварительной 

очистки. Фенилацетилен (“Sigma-Aldrich”) очи-

щали перед использованием перегонкой.

Концентрация соединений в исследуемых рас-

творах СН2Cl2: дифенилиодониевая соль – 40 мМ, 

 

Схема 2
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трифенилфосфин – 50 мМ, фенилацетилен – 

150 мМ, илид 1 – 50 мМ. Концентрация ловушек 

в растворах – 50 мМ.

Облучение исследуемых растворов проводили 

УФ-излучением с длиной волны λ = 365 нм (АФС-

УФ 365 “Соларис”, Россия). Спектры ЭПР Х-

диапазона регистрировали на спектрометре EMX 

(Bruker, Germany). Облучение проводили в сте-

клянных ампулах внутренним диаметром ~1.5 мм. 

Сразу после облучения ампулы с образцом поме-

щали в резонатор ЭПР-спектрометра. Мощность 

микроволнового поля во избежание эффектов 

насыщения была не более 2 мВт. При записи 

спектров амплитуда модуляции (100 кГц) всегда 

не превышала наименьшую ширину резонансной 

линии. Для определения значений магнитно-ре-

зонансных параметров ЭПР сигналов использо-

вали программы WINEPR и SIMFONIA (Bruker, 

Germany), а также WinSim (NIEHS/NIH, USA) 

[18]. Значения магнитно-резонансных параметров 

аддуктов, полученных при моделировании экспе-

риментальных спектров, представлены в табл. 1. 

Отметим, что спектры регистрировали непосред-

ственно в процессе реакции, что, несомненно, 

влияло на точность определения как констант 

сверхтонкого взаимодействия (СТВ) спиновых 

аддуктов, так и их g-факторов. Погрешность 

в определении констант СТВ составляла ~5–10%, 

для g-фактора – ±0.0001.

 ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Дихлорметан СН2Cl2

Как предположили авторы работы [19], дихлор-

метан в фотохимических реакциях фосфониево-

иодониевых илидов выступает не только как рас-

творитель, но может также быть реагентом. На 

Таблица 1. Значения магнитно-резонансных параметров спиновых аддуктов PBN и DMPO и возмож-

ные структуры короткоживущих радикалов, образующихся при УФ-облучении (λ = 365 нм) соответству-

ющих соединений в СН2Cl2 при 290 К

Соединение Радикалы aN, Гс aH, Гс
Костанты СТВ  

на других ядрах,  Гс
g-Фактор

PBN

СН2Cl2 PBN/•СН2Cl 13.5 1.7 2.0063

Ph2I
+ Cl- PBN/Ph.

PBN/Cl•

PBN/•СН2Cl 

14.7

12.45

13.4

2.7

0.8

1.8

a35Cl = 6.2 

a37Cl = 5.2 

2.0062

2.0064

2.0063

(Ph)3P PBN/Ph•

PBN/Ph2P
•

14.7

14.5

2.6

3.6 aP = 16.5 

2.0062

2.0061

Ph–C ≡ CH PBN/•СН2Cl

PBN/Ph-•C=CH-R

13.5

15.9

1.7

2.2

2.0063

2.0060

Илид 1 PBN/F.

PBN-2

12.5

14.13

2.2

7.75

aF = 50.0 

aP = 8.85  

2.0064

2.0061

DMPO

СН2Cl2 DMPO/•СН2Cl 13.0 8.7 aН = 1.6 2.0063

Ph2I
+Cl- DMPO/•СН2Cl

DMPO-3

DMPOX

13.0 

12.45

6.7 

9.2

–

–

aН = 1.0 

aН = 1.5 2(Н)

aН = 3.5 (2Н)

2.0063

2.0062

2.0067

(Ph)3P DMPO/Ph•

DMPO/•PPh2

DMPO/•СНCl2 

14.6

14.1

14.2

20.7

16.8

13.8

aP = 37.4 

aН = 1.4

2.0061

2.0060

2.0063

Ph–C ≡ CH DMPO/Ph-•C=CH-R 

(>90%)

–

14.15

15.2

19.4

aН = 2.5 (2Н)

2.0061

2.0062

Илид 1 DMPO-5

DMPO/F•

DMPO/Ph•

6.9

12.4

14.1

–

2.1

21.5

aP = 13.1, 

aН = 0.7 (2Н)

aF = 49.0 

aН = 0.9 (2Н)

2.0059

2.0065

2.0061
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рис. 1 представлены экспериментальные и симу-

лированные спектры ЭПР спиновых аддуктов PBN 

и DMPO, образующихся при УФ-облучении 

СН2Cl2. Полученные значения магнитно-резонан-

сных параметров хорошо коррелируют с уже из-

вестными в литературе данными для захваченного 

(СН2Cl)• радикала [20–23]. Этот радикал, как по-

казано в работах [23–25], образуется при фотока-

талитическом разложении и окислении СН2Cl2.

Отметим широкие линии сигналов в спектрах 

DMPO/(СН2Cl)•. По всей видимости, они имеют 

дополнительные малые расщепления на магнит-

ных ядрах. Введение константы СТВ a1/2 = 1.7 Гс, 

использованное нами, улучшает совпадение мо-

дельного и экспериментального спектров.

Дифенилиодониевая соль Ph2I+Cl–

Иодониевые соли (а смешанные фосфониево-

иодониевые илиды можно считать иодониевой 

солью) могут подвергаться распаду по обеим свя-

зям С‒I+‒Ph с образованием соответствующих 

радикалов [26, 27]. Рассмотрим, какие радикалы 

детектируются спиновыми ловушками при фото-

индуцированном распаде Ph2I
+Cl-.

На рис. 2 представлены экспериментальные 

(черные линии) и симулированные (красные ли-

нии) ЭПР-спектры аддуктов PBN (рис. 2а) и 

DMPO (рис. 2б), зарегистрированные после УФ-

облучения Ph2I
+Cl- в СН2Cl2.

В первые минуты после УФ-облучения с по-

мощью ловушки PBN детектируется спиновой ад-

дукт (рис. 2а, спектр 1) с магнитно-резонансными 

параметрами (см. табл. 1), близкими к PBN/Ph•. 

Согласно данным из работы [11], для PBN/Ph• кон-

станты СТВ следующие: aN = 14.68 Гс, aH = 2.58 Гс. 

Отметим, что в аддукте PBN/IPh+• расщепление на 

атоме иода может не наблюдаться, если радикал 

присоединился по бензольному кольцу. Поэтому 

сказать точно какой радикал, Ph• или IPh+•, был 

захвачен, не представляется возможным.

Со временем в ЭПР-спектре аддуктов PBN 

появляются другие радикалы (рис. 2a, спектр 2, 

табл. 1). Их суперпозиционный спектр хорошо 

моделируется сигналами от PBN/•Cl (55% в ком-

позиционном спектре,  aN = 12.45 Гс, aH = 0.8 Гс, 

a35Cl = 6.2 Гс, a37Cl = 5.2 Гс для PBN/•Cl [20, 21]), 

PBN/•СН2Cl (9% в композиционном спектре) и 

уже образовавшемуся в растворе PBN/Ph• (12% 

в композиционном спектре). Через 25 мин сигнал 

от PBN/•Cl исчезает, и остаются сигналы от 

PBN/Ph• и PBN/•СН2Cl (рис. 2a, спектр 3). 

В присутствии DMPO после фотолиза раствора 

Ph2I
+Cl- наблюдается спектр ЭПР (рис. 2б, спектр 

1), представляющий собой суперпозицию сигна-

лов двух аддуктов DMPO. Первый сигнал отно-

сится к уже известному DMPO/•СН2Cl (55% в 

композиционном спектре). Константы СТВ для 

второго аддукта указывают на отсутствие протона 

в β-положении соответствующего нитроксильного 

радикала. Отметим, что в присутствии ионов 

хлора и хлорсодержащих соединений, DMPO мо-

гут подвергаться окислительно-восстановитель-

Рис. 1. Экспериментальные (черные линии) и теоретические (красные линии) спектры ЭПР аддуктов PBN (спектр 1) 

и DMPO (спектр 2) после 4-минутного фотолиза (λ = 365 нм) раствора дихлорметана CH2Cl2 при 290 K. 

3410 3420 3430 3440 3450 3460 3470 3480

Магнитное поле, Гс

2

1
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ным реакциям с образованием продуктов, отлич-

ных от наблюдаемых в других условиях [28–31]. 

По константам СТВ и g-фактору можно предпо-

ложить, что в нашем случае образуется нитрок-

сильный радикал (DMPO-3) в результате следу-

ющих реакций (см. Cхему 3).

Облучение раствора диарилиодониевой соли 

в присутствии DMPO в течение 10 мин изменяет 

вид спектра (рис. 2б, спектр 2). В нем доминирует 

(> 90%) сигнал с константами СТВ aN = 6.7 Гс и 

aH = 3.5 Гс (2H). Отметим, что типичные значения 

констант СТВ на атоме азота для аддуктов DMPO 

Рис. 2. Экспериментальные (черные линии) и теоретические (красные линии) ЭПР-спектры спин-аддуктов PBN (а) 

и DMPO (б), зарегистрированные после 3-минутного УФ-облучения Ph2I
+Cl- в СН2Cl2 при температуре 290 K; (а) – 

спектры аддуктов PBN после облучения в течение 0 – (1), 5 – (2), 25 мин (3); б – ЭПР-спектр  аддуктов DMPO (1), 

зарегистрированный после 3-минутного фотолиза раствора (звездочками отмечены линии ЭПР, относящиеся к аддукту 

DMPO/•СН2Cl); ЭПР-спектр аддуктов DMPO (2), зарегистрированный после 10-минутного фотолиза раствора.
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лежат в диапазоне ~12‒16 Гс [20], если реакция 

присоединения короткоживущего радикала про-

текает по обычной схеме (см. Схему 2). Получен-

ное в нашем эксперименте значение константы 

aN значительно отличается. Отметим также отсут-

ствие константы на протоне в β-положении. По-

лученные значения констант СТВ близки к кон-

стантам 5,5-диметил-2-пирролидон-оксильного 

радикала (DMPOX) [28–31], который образуется 

в результате окислительной реакции DMPO. 

Структура данного радикала представлена ниже:

	

N

O

CH3
CH3 O

.
DMPOX 

Трифенилфосфин (Ph)3P

Как мы предположили ранее [6–8], при фото-

лизе илида 1 образующиеся радикалы содержат 

трифенилфосфониевую группу. Поэтому с ис-

пользованием спиновых ловушек были исследо-

ваны радикалы, возникающие при фотолизе три-

фенилфосфина (Ph)3P в CH2Cl2. Согласно данным 

работ [32, 33] фотолиз (Ph)3P ведет к образованию 

радикалов Ph• и Ph2P
•.  Спектры ЭПР спиновых 

аддуктов PBN (рис. 3, спектр 1) и DMPO (рис. 3, 

спектр 2), регистрируемых при фотолизе трифе-

нилфосфина (Ph)3P в растворе CH2Cl2, представ-

ляют собой суперпозицию нескольких сигналов, 

относящихся к аддуктам с разными захваченными 

радикалами (табл. 1). 

Спектр ЭПР аддуктов PBN описывается су-

перпозицией двух сигналов. Первый сигнал 

можно отнести к аддукту PBN/Ph• (30% в компо-

зиционном спектре), так как значения его спект-

ральных параметров практически совпадают с ве-

личинами для PBN/Ph•, полученными нами при 

фотолизе Ph2I
+Cl- и известными из работы [28]. 

Значения констант СТВ второго сигнала (70% 

в композиционном спектре) близки к аддукту 

PBN с радикалом Ph2P
•. По данным, приведен-

ным в работах [32, 33], значения констант СТВ 

для PBN/Ph2P• составляют: aN = 14.1 Гс, 

aH = 3.2 Гс, aP = 18.2 Гс в бензоле. Как отмечалось 

выше, величины изотропных констант СТВ за-

висят от полярности растворителя, поэтому не-

значительное различие в них может наблюдаться 

для разных растворителей. Отметим, что значения 

констант СТВ на атоме фосфора в известных ад-

дуктах PBN с фосфор-центрированными радика-

лами лежат в диапазоне 17‒19 Гс [20, 32, 34].

Спектр ЭПР аддуктов DMPO представляет 

собой суперпозицию трех сигналов. Параметры 

первого сигнала соответствуют величинам для 

DMPO/•PPh2 (40% в композиционном спектре). 

Согласно  данным из работ [20, 32, 34] значения 

констант СТВ этого аддукта в бензоле ‒ 

aN = 13.6 Гс, aH = 18.3 Гс, aP = 37.2 Гс, что соот-

ветствует с полученным в нашем эксперименте 

результатам. Вторым захваченным радикалом 

(20% в композиционном спектре) можно считать 

Ph•, так как  расчетные значения констант СТВ 

хорошо согласуются с данными, приведенными 

в работах [20, 35]. Третьим захваченным радика-

лом (40% в композиционном спектре) может быть 
•СНCl2. На это указывает величина g-фактора 

данного аддукта и значения констант СТВ на 

атоме азота и водорода, которые отличаются от 

значений для захваченного •СН2Cl радикала. Ин-

тересно отметить, что данный радикал при фото-

лизе СН2Cl2 нами не регистрировался (см. выше).

Фенилацетилен

Как отмечалось выше, реакции смешанных 

фосфониево-иодониевых илидов с ацетиленами 

создают дополнительные возможности для полу-

чения новых, ранее труднодоступных фосфорсо-

держащих гетероциклических соединений, по-

зволяя синтезировать их в одну стадию при ком-

натной температуре. Для определения механизма 

данных реакций необходимо знать прежде всего 

какие радикалы могут образовываться в самом 

ацетилене. В данной работе нами был выбран 

фенилацетилен.

N

O

CH3

CH3 CH2

.

N

CH3

CH3

O

+ +CH2Cl
.

N

O

CH3

CH3 CH2Cl

H

.

HCl

DMPO-3  

Схема 3
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Полученные ЭПР-спектры аддуктов PBN в 

растворе фенилацетилена описываются суперпо-

зицией двух основных сигналов (рис. 4, спектр 1, 

табл. 1). Значения спектральных параметров пер-

вого сигнала близки по величине к аддукту 

PBN/•СН2Cl (49% в композиционном спектре). 

Вторым захваченным радикалом (51% в компо-

зиционном спектре), может быть радикал со 

структурой, подобной радикалу Ph-•C=CH-R, 

ведущему полимеризацию ацетиленов [36]. От-

метим, что значение константы СТВ на атоме 

азота второго радикала достаточно большое (~15.9 

Гс), что характерно для присоединенных алкиль-

ных радикалов [20, 37–39].

В растворе фенилацетилена после фотолиза в 

присутствии DMPO также детектируются не-

сколько аддуктов с разными захваченными ради-

калами (рис. 4, спектр 2, табл. 1). Доминирующим 

нитроксильным радикалом (> 90% в композици-

онном спектре), как и в случае с PBN, предполо-

жительно, является аддукт DMPO c радикалом 

Ph-•C=CH-R, ведущим полимеризацию. Его 

значения магнитно-резонансных параметров наи-

более близки к известным в литературе данным 

для DMPO/Ph• и DMPO/•СН2Ph [20, 35]. 

Вторым по вкладу в композиционный спектр 

(чуть более 7%) может быть нитроксильный ради-

кал с константами СТВ aN = 15.2 Гс и aH = 2.5 Гс 

(2Н). Как и при фотолизе раствора дифенилиодо-

ниевой соли, данный нитроксильный радикал 

может быть продуктом окислительно-восстано-

вительных реакций DMPO в растворе. Константы 

СТВ других радикалов определить не представля-

ется возможным из-за их слабых сигналов в су-

перпозиционном ЭПР-спектре.

Илид 1

В работах [6–8] показано, что при фотолизе 

илида l происходит образование радикальных ин-

термедиатов, была предложена схема радикаль-

ного распада илида (Схема 1) и зарегистрированы 

долгоживущие радикалы 2 с помощью стацио-

нарной ЭПР-спектроскопии. Используя спино-

вые ловушки, можно предположить какие еще 

радикалы могут образовываться. 

На рис. 5 представлены ЭПР-спектры аддуктов 

PBN (спектр 1) и DMPO (спектр 2), полученные 

после фотолиза растворов илида 1 в СН2Cl2. 

Спектр аддуктов PBN представляет собой су-

перпозицию ЭПР-сигналов двух нитроксильных 

Рис. 3. Экспериментальные (черные линии) и теоретические (красные линии) ЭПР-спектры спиновых аддуктов, 

зарегистрированные после УФ-облучения раствора (Ph)3P в СН2Cl2 при 290 K: 1 – спектр аддуктов PBN, зарегистри-

рованный после 80-секундного УФ-облучения раствора; 2 – спектр ЭПР аддуктов DMPO после 120-секундного 

УФ-облучения раствора. 
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радикалов (на рис. 5 их линии ЭРП   отмечены 

“+” и “*”). Значения констант СТВ первого ра-

дикала (линии ЭПР отмечены значком “*” на рис. 

5, спектр 1) близки к данным для нитроксильного 

радикала, образовавшегося в результате реакции 

спиновой ловушки с атомом фтора, т.е. PBN/F•. 

Согласно данным из работ [20, 40, 41], значения 

констант СТВ на атомарном фторе в аддуктах PBN 

находятся в диапазоне 35–49 Гс, что близко к зна-

чению в 50 Гс, полученному нами. Этот результат 

указывает на возможное участие противоиона 

(BF4
-) в фотохимических реакциях илида 1.

Второй радикал (линии ЭПР отмечены знач-

ком “+” на рис. 5, спектр 1) относится к аддукту 

с захваченным углерод-центрированным радика-

лом, в структуре которого близко от реакционного 

центра находится атом со спином 1/2. Этим ра-

дикалом, согласно структуре илида 1, может быть 

атом фосфора. В работе [8] расшифрована свер-

хтонкая структура ЭПР-спектров долгоживущего 

радикала и предложена его структурная формула 

(радикал 2 на Схеме 1). По нашему мнению, 

именно радикал 2 реагирует с ловушкой с обра-

зованием аддукта PBN-2:

	

O-

P(Ph)3

Ph N

H

O
.

CH3

CH3

CH3

+
PBN-2  

Сравнение значений магнитно-резонансных 

параметров данного аддукта с параметрами ад-

дуктов с фосфор-центрированными радикалами 

(см. выше) подтверждает наше предположение. 

Значения констант СТВ на атоме фосфора зна-

чительно меньше в наблюдаемом нами радикале, 

а константа СТВ на водороде больше и по своей 

величине близка к константе на атоме фосфора в 

данном нитроксильном радикале (табл. 1).

В растворе CH2Cl2 илида 1 в присутствии 

DMPO после фотолиза детектируется интенсив-

ный ЭПР-спектр (рис. 5, спектр 2).  Моделиро-

вание спектра предполагало наличие трех разных 

радикалов в  растворе. Значения магнитно-резо-

нансных параметров первых двух аддуктов DMPO 

хорошо известны в литературе [11, 20], их относят 

к DMPO/Ph• (на рис. 5 спектр 2 отмечены знач-

Рис. 4. Экспериментальные (черные линии) и теоретические (красные линии) ЭПР-спектры аддуктов PBN (спектр 1) 

и DMPO (спектр 2), зарегистрированные после УФ-облучения раствора фенилацетилена в СН2Cl2 при 290 К.
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ком “*”) и DMPO/F• (рис. 5, спектр 2, вставка). 

Наличие DMPO/Ph• в растворе подтверждает 

механизм фотораспада илидов, предложенный 

нами в работах [6–8].

Третьим захваченным радикалом в растворе по 

аналогии с PBN может быть радикал 2 илида. Со-

гласно классической схеме (Схема 2), при его ре-

акции с DMPO должен образоваться нитроксиль-

ный радикал (DMPO-2):

Схема 4

	

 
                                                          DMPO-2  

Однако в спектре полученного аддукта отсут-

ствует расщепление на β-протоне и значение кон-

станты СТВ на атоме азоте (aN = 6.9 Гс) суще-

ственно ниже стандартного значения. Образова-

ние аддукта с таким низким значением aN может 

указывать на то, что присоединенный радикал 

является протонированной формой радикала 2. 

Тогда, согласно результатам, приведенным в ра-

ботах [30, 31], в исследуемой системе могут про-

текать реакции, представленные на Схеме 5.

В результате этих реакций образуется аддукт 

DMPO-5. Именно данная структура аддукта удо-

влетворительно объясняет значения констант СТВ 

на азоте, фосфоре и двух протонах пирролинового 

цикла (табл. 1).

Образование радикала 4 предполагалось ранее 

на основе анализа спектра ЭПР, регистрируемого 

в процессе фотолиза 1 при комнатной темпера-

туре [6]. 

Отметим, что в литературе хорошо известны 

значения параметров аддуктов PBN и DMPO с 

фосфор-центрированными радикалами и нет дан-

ных, с которыми можно было бы сравнивать па-

раметры по углерод-центрированным радикалам 

с близко находящимся в структуре атомом фос-

фора. Идентификация и объяснение значений 

магнитно-резонансных параметров спиновых 

аддуктов PBN и DMPO с радикалами 2 и 4 выпол-

нены впервые.

Как показано в работах [16, 17, 19], фотохими-

ческие реакции смешанных фосфониево-иодо-

ниевых илидов с ацетиленами являются слож-

ными и многостадийными. В настоящей работе 

определены радикальные интермедиаты от-

дельных соединений, участвующих в таких реак-

циях, необходимые для понимания механизма их 

Рис. 5. Экспериментальные (черные линии) и теоретические (красные линии) спектры ЭПР аддуктов PBN (спектр 

1) и DMPO (спектр 2) после фотолиза (λ = 365 нм) раствора илида 1 в CH2Cl2 при 290 К. На вставке –   усиленная в 

100 раз низкопольная компонента сигнала от DMPO/F•-радикала.
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действия в смеси илидов с ацетиленами. В даль-

нейшем планируются исследования фотохими-

ческих реакций илидов с разными ацетиленами 

и в разных растворителях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В присутствии спиновых ловушек PBN и 

DMPO, проведено ЭПР-исследование фотохими-

ческой реакции распада смешанного фосфониево-

иодониевого илида и соединений, участвующих в 

его реакциях с ацетиленами в растворе СН2Cl2. 

Определены значения магнитно-резонансных па-

раметров образующихся аддуктов, позволившие 

идентифицировать структуру захваченных ради-

калов. Полученные результаты подтвердили ра-

дикальный механизм фотораспада илида, предло-

женный в более ранних наших работах.

Показано, что как спиновая ловушка DMPO, 

так и ее аддукты, образующиеся в фотохимических 

реакциях смешанных фосфониево-иодониевых 

илидах в растворе СН2Cl2 могут подвергаться оки-

слительно-восстановительным реакциям, в ре-

зультате которых образуются нитроксильные ра-

дикалы с нетипичными значениями констант 

СТВ. Наличие радикалов •СН2Cl, •СНCl2 дока-

зывает, что дихлорметан в фотохимических реак-

циях может выступать не только как растворитель, 

но и как реагент.

Спектральные измерения методом ЭПР-спек-

троскопии проводились в Центре коллективного 

пользования ИБХФ РАН “Новые материалы и 

технологии”.

Работа выполнена в рамках госзадания ИБХФ 

РАН (тема № 122041400114-2).
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Mixed phosphonium-iodonium ylides are of interest as reactants for the synthesis of new heterocyclic compounds. 
Recently it has been shown that the reactions of the phosphonuim-iodonium ylides under the action of light oc-
curs with the formation of radicals. The radicals generated in the photolysis of the ylide itself and the compounds, 
which are its fragments, diphenyliodonium salt and triphenylphosphine, as well as participating in its reactions, 
dichloromethane and phenylacetylene, have been studied with the use of PBN and DMPO spin traps. The obtained 
results have confirmed the radical mechanism of the photodecomposition of the ylide and allowed to specify the 
composition of primary radicals generated in the photolysis. The unknown magnetic-resonance parameters for 
some radicals have been determined.

Keywords: phosphonium-iodonium ylides, photolysis, spin traps, PBN and DMPO, radical intermediates, EPR 
spectroscopy.
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ВЛИЯНИЕ РЕГИОДЕФЕКТОВ НА ПОЛЯРИЗАЦИЮ 

СЕГНЕТОЭЛЕКТРИЧЕСКИХ ПОЛИМЕРОВ ПРИ НИЗКИХ ТЕМПЕРАТУРАХ
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Предложена модель для исследования влияния региодефектов (противоположная ориентация 
соседних мономерных единиц вдоль цепи) на поведение сегнетоэлектрических полимеров в элект-
рическом поле при низких температурах. В рамках модели показано, что вблизи региодефектов 
происходит плавная переориентация дипольных моментов мономеров, что согласуется с данными, 
полученными в молекулярно-динамических (МД) расчетах. Получено аналитическое выражение 
для зависимости средней поляризации цепи от температуры, электрического поля и концентрации 
региодефектов. Из сравнения с МД-расчетами проведены оценки жесткости связи соседних мо-
номеров и наведенного электрического поля. Исследована квантовая версия предложенной модели. 
Показано, что основное состояние является синглетным, а возбуждения могут быть как бесщеле-
выми, так и со щелью, в зависимости от четности количества мономеров между дефектами. На 
нуль-температурной кривой намагниченности имеется плато.

Ключевые слова: сегнетоэлектрические полимеры, поливинилиденди-фторид, региодефект.
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1. ВВЕДЕНИЕ

Сегнетоэлектрические полимеры [1–6] вызы-
вают интерес с точки зрения их практического 
применения в так называемых “зеленых техноло-
гиях”. Они обладают рядом интересных свойств: 
например, в них наблюдаются пьезоэлектриче-
ский и электрокалорический эффекты. Пьезо
электрический эффект хорошо известен и связан 
с возникновением разности потенциалов на 
образце при его механической деформации. Пье-
зоэлектрические полимерные материалы широко 
используются в различных механических сенсорах 
и датчиках [4, 7]. Электрокалорический эффект 
менее известен и состоит в обратимом изменении 
температуры образца в адиабатических условиях 
при изменении внешнего электрического поля. 
В последние время ведутся активные работы над 
созданием принципиально новых рефрижераторов 
и кондиционеров на основе электрокалорического 
эффекта, которые не будут иметь движущихся 
частей. Сегнетоэлектрические полимеры имеют 
существенное преимущество по сравнению с не-
органическими соединениями, поскольку они 
более легкие и обладают пластичностью, что обес-

печивает им стабильность при механических на-
грузках.

В настоящее время значительный электрока-
лорический эффект обнаружен у трех сополиме-
ров винилидендифторида (ВДФ, F2C=CH2): 
поли(ВДФ–ТрФЭ) [8], поли(ВДФ–ТрФЭ–ХФЭ) 
[9] и поли(ВДФ–ТрФЭ–ХТФЭ) [10], где ТрФЭ – 
трифторэтилен (F2C=CHF), ХФЭ – 1-хлор-
1-фторэтилен (ClFC=CH2) и ХТФЭ – хлортриф-
торэтилен (ClFC=CF2). Специфические электри-
ческие свойства этих сополимеров обусловлены 
наличием постоянных дипольных моментов у мо-
номеров, образующих полимерную цепь, которые 
могут ориентироваться разнообразным способами 
в зависимости от кристаллической фазы поли-
мерных кристаллитов аморфно-кристаллического 
полимера [11, 12].

Сегнетоэлектрические полимеры синтезиру-
ются из мономеров путем классической радикаль-
ной полимеризации, в которой атом углерода 
растущей полимерной цепи образует новую ко-
валентную связь с одним из атомов углерода сво-
бодной молекулы мономера. В случае мономера 
ВДФ два атома углерода существенно различаются 
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по электронной плотности, и концевой –CF2-
группе энергетически более выгодно образовывать 
новую химическую связь с атомом углерода CH2-
группы, формируя таким образом региорегуляр-
ную цепь поливинилидендифторида (ПВДФ) с 
чередующимися CF2- и CH2-группами. То же 
относится и к ТрФЭ. В транс-планарной конфор-
мации полимерной цепи дипольные моменты всех 
мономеров направлены в одну сторону, что 
крайне важно для электрофизических свойств. 
Однако региоселективность присоединения мо-
номеров не является абсолютной, что приводит 
к образованию региодефектов, т.е. связей CF2–
CF2 и CH2–CH2, так называемых дефектов “го-
лова–голова” и “хвост–хвост” (рис. 1). Диполь-
ные моменты мономеров в полимерной цепи 
ориентированы в противоположных направлениях 
до и после региодефекта. Очевидно, что региоде-
фекты оказывает существенное влияние на диэ-
лектрические свойства гомополимера и сополи-
меров ВДФ [13].

Основным состоянием кристалла поли(ВДФ–
ТрФЭ) является полярная β-фаза, когда все ди-
поли региорегулярной цепи направлены парал-
лельно друг другу, и все дипольные моменты 
различных цепей ориентированы также в одном 
направлении. Наличие региодефектов приводит 
к тому, что некоторые участки полимерной цепи 
имеют ориентацию дипольных моментов, проти-
воположную направлению среднего дипольного 
момента в кристалле. Такая ориентация диполей 
энергетически невыгодна, и мономеры пытаются 
развернуться параллельно общему дипольному 
моменту кристалла. Однако это приводит к фор-
мированию спиралевидных участков цепи, что 
также повышает энергию системы. Из этого сле-

дует, что существует некая оптимальная длина 
участков цепи, на которых происходит переори-
ентация мономеров. В настоящей работе мы рас-
смотрели задачу об одиночной цепи с региоде-
фектами в среднем электростатическом поле 
кристалла, вызванном наличием поляризации.

ВЛИЯНИЕ РЕГИОДЕФЕКТОВ 
НА ЗАВИСИМОСТЬ ПОЛЯРИЗАЦИИ 
ОТ ТЕМПЕРАТУРЫ И ВНЕШНЕГО 

ЭЛЕКТРИЧЕСКОГО ПОЛЯ

Как показывают молекулярно-динамические 
(МД) расчеты, при относительно низких темпе-
ратурах (T  < 300 K) концентрация гош-конформа-
ций в полимерных цепях без региодефектов эк-
споненциально мала [14]. Поэтому дипольные 
моменты соседних мономеров в одной цепи, di и 
di +1, почти параллельны. Такая цепочка эффек-
тивно описывается в терминах ферромагнитно 
взаимодействующих единичных векторов 
ni = di/| d |. Поскольку валентные углы в поли
(ВДФ–ТрФЭ) полимерах очень жесткие, взаим-
ные отклонения дипольных моментов соседних 
мономеров происходят преимущественно в плос-
кости, перпендикулярной оси цепочки. Энергия 
такой цепочки (без региодефектов) имеет вид:

	 ,2
1

z
i i iE d d n+= - -∑ ∑n nk E 	 (1)

где k – параметр, характеризующий жесткость 
ферромагнитной связи соседних мономеров; Ein =  
= Ein + Eex – сумма среднего электростатического 
поля кристалла Ein, вызванного наличием поля-
ризации, и внешнего электрического поля Eex, 
действующего на дипольные моменты мономеров.

Поскольку дипольные моменты соседних мо-
номеров на региодефекте направленны антипа-

Рис. 1. Региодефекты в цепи ПВДФ. Цветовые обозначения элементов: углерод — серый, водород — белый, фтор — 
бирюзовый.

Региодефект  “голова‒голова”

Р Р Р

Региодефект  “хвост‒хвост”
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раллельно, то цепочка вблизи региодефекта вы-
нуждена деформироваться, чтобы развернуть 
ориентацию диполей параллельно общему ди-
польному моменту кристалла. Молекулярно-ди-
намические расчеты показывают, что при наличии 
региодефектов, существует два варианта разворота 
цепочки на 180°. В первом случае вблизи регио-
дефекта образуются несколько гош-конформаций, 
которые на участке в 3–4 мономера разворачивают 
цепочку на 180°. Во втором случае, гош-конфор-
мации вблизи региодефектов отсутствуют, и раз-
ворот цепочки на 180° происходит плавно. Моле-
кулярно-динамические расчеты для обоих случаев 
показаны на рис. 2. В настоящей работе мы будем 
изучать второй случай. 

Антипараллельная ориентация соседних ди-
польных моментов на региодефекте означает, что 
соответствующий член взаимодействия меняет 
знак: E = kd2ni ni +1. Для дальнейшего анализа 
удобно параметризовать единичные вектора углом 
ji в плоскости, перпендикулярной оси цепочки: 
ni = (cos ji, sin ji). Тогда выражение для энергии 
цепочки примет вид

	 ( )1cos cos .i i i iE J h+= - j - j - j∑ ∑ 	 (2)

Здесь h = Ed, Ji = -kd 2 для региодефекта и Ji = kd 2 
в остальных случаях.

Поскольку мы рассматриваем низкие темпе-
ратуры, при которых взаимные отклонения ди-
польных моментов соседних мономеров малы, то 
можно применить так называемое континуальное 
приближение, при котором вместо набора пере-
менных ji вводится непрерывное поле j(x). Тогда, 

в случае отсутствия региодефектов выражение для 

функционала энергии примет вид

	 [ ]
2

cos .
2

J
E h dx

x

 ∂j j = - j  ∂   
∫ 	 (3)

Минимизация функционала (3) приводит к не-

линейному уравнению типа уравнения синус-

Гордона [15]:

	
2

2
sin 0.J h

x

∂ j
- j =

∂
	 (4)

Тривиальное решение этого уравнения:  j(x) = 

= 0, соответствует полностью поляризованному 

состоянию и, очевидно, имеет минимальную 

энергию для цепочки без региодефектов.

При наличии региодефектов на каждом из них 

необходимо задавать специальное граничное 

условие, которое обеспечивает антипараллель-

ность дипольных моментов соседних мономеров. 

Для региодефекта, расположенного в точке x0, оно 

имеет вид

	 lim ( ) lim ( ) .
0 0x x x x

x x
→+ →-

j - j = p 	 (5)

Сначала рассмотрим случай одного региоде-

фекта в цепочке. В этом случае в силу симметрии 

граничное условие (5) превращается в 

	
0 0

lim ( ) lim ( ) .
2x x x x

x x
→+ →-

p
j = - j =

Уравнение (4) с таким граничным условием 

имеет точное решение:

	 ( ) ( ) ( )4arctan 2 1 exp / .x x h J j = -  	 (6)

Рис. 2. Профили локальных установочных углов вдоль полимерной цепи, содержащей один региодефект: a – кинк-
подобный профиль без двугранных углов в гош-конформации; красной линией показано аналитическое односоли-
тонное решение уравнения синус-Гордона, б  – типичный профиль с тремя двугранными углами в гош-конформации 
около региодефекта.
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Это решение схематично показано на рис. 3а. Из 

уравнения (6) следует, что характерная ширина 

кинка (доменной стенки), на котором система 

переходит в поляризованное состояние, ~ / .J h  

Эту ширину можно оценить из сравнения с МД-

расчетами, показанными на рис. 2а. Как видно из 

этого  рисунка, уравнение (6) прекрасно согласу-

ется с МД-расчетами [14], ширина кинка при этом 

равна / 4J h ≈  мономерам.

Рассмотрим теперь случай, когда региодефекты 

располагаются периодично на расстоянии l друг 

от друга. В этом случае достаточно рассмотреть 

один участок между двумя соседними региоде-

фектами. Этот участок цепи описывается уравне-

нием (4) со следующими граничными условиями 

на краях: j(0) = j(l) = p/2. Аналитическое решение 

уравнения (4) с такими граничными условиями 

неизвестно, поэтому проведем анализ предельных 

случаев. 

Введем безразмерный параметр, который ха-

рактеризует отношение расстояния между регио

дефектами l к ширине кинка:

	 / .
2

l
h Jx = 	 (7)

В режиме, когда расстояния между дефектами 

намного меньше ширины кинка, т.е. при x  << 1, 

приближенное решение уравнения (4) имеет вид

	 ( ) ( )
.

2 2

x l x
x h

J

-p
j = - 	 (8)

Энергия на участке [0, l] в этом случае равна

	
2 3

.
24

h l
E

J
= - 	 (9)

В режиме, когда расстояния между дефектами 

много больше ширины кинка, т.е. при x  >> 1, ре-
шение уравнения (4) можно приближенно запи-

сать в виде

	 ( ) arctan cosh .
cosh

2 1 2
4

x l
x

l

 - - j = x  x   
	 (10)

Это решение схематично показано на рис. 2б. 

Энергия в этом случае равна

	 4 .E hl Jh= - + 	 (11)

Приближенное выражение для энергии, име-

ющее правильные асимптотики (9) и (11),  можно 
представить в виде

	
2

2
.

2 6
E hl

x
= -

x + x +
	 (12)

Следующий шаг нашего анализа – учет теп-
ловых флуктуаций. Тепловые флуктуации при 

низких температурах приводят к небольшим от-
клонениям углов ji от их оптимальных значений. 

В континуальном приближении это приводит 
к малым вариациям j(x) около решения уравне-

ния Эйлера (3), которое мы обозначим за j0(x), 
так что j(x) = j0(x) + c(x). Тогда функционал энер-

гии между двумя дефектами на расстоянии l 

можно представить в виде

2
2

0 0

0

[ ] [ ] cos( ( )) ,
2

l
J

E E h x dx
x

 ∂c  c = j + - j c ∂   ∫ 	 (13)

где E[j0] задается уравнением (12).

Линейные члены по c(x) в уравнении (13) от-

сутствуют, поскольку мы рассматриваем малые 

вариации вблизи минимума энергии. Для учета 
тепловых флуктуаций в первом приближении до-

статочно вместо cos(j0(x)) использовать его сред-

нее значение на участке [0, l], которое прибли-
женно равно

	 ( ) 2
0

1 tanh
cos ( ) ( ) 1 ta h

2
.nx f

x j = x = + x - x 
	(14)

Вклад участка [0, l] в статистическую сумму 
имеет вид функционального интеграла по полю 

c(x):

	
[ ]

[ ( )]exp .
E

Z D x
T

c = c - 
 ∫ 	 (15)

Здесь мы использовали шкалу температуры, 

где постоянная Больцмана kB = 1.

Рис. 3. Схематичный рисунок ориентации мономеров 
цепи ПВДФ вблизи одного региодефекта (а) и на 
участке цепи между двумя региодефектами (б).

а

б
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Этот функциональный интеграл совпадает 
с функциональным интегралом для квантового 
осциллятора с частотой ( )/Jhf Tw= x  и приводит 
к свободной энергии

	 [ ] ( )( )0ln ln 2si .nh ( )F T Z E T f= - = j + x x 	(16)

Тогда средняя нормализованная поляризация 
p = di

z/d на участке [0, l], и, в силу периодичности 
на всей цепочке, определяется производной от 
свободной энергии p = -(1/l)(∂F/∂h). В двух пре-
дельных случаях средняя нормализованная поля-
ризация равна

	
   

   

2

, 1,
12

2
1 / , 1.

4

l T
h

J lh
p

T
J h

l Jh


- x= 

 - - x





	 (17)

Как показывают МД-расчеты, для реалистич-
ных концентраций региодефектов (~5%), поля-
ризация системы при низких температурах ока-
зывается близкой к максимальной. Поэтому мы 
уделим особое внимание анализу случая x  >> 1. 
В этом случае уравнении (17) присутствуют два 
члена, уменьшающие поляризацию и имеющие 
простой физический смысл. Первый член есть 
доля цепочки вблизи региодефектов, где моно-
меры не успели подстроиться по полю. Поэтому 
этот член есть отношение ширины кинка к сред-
нему расстоянию между региодефектами и не 
зависит от температуры. Второй член в уравнении 
(17) описывает уменьшение поляризации за счет 
температурных флуктуаций на участках цепи за 
пределами кинков. Поэтому он не содержит кон-
центрации региодефектов и получается из анализа 
классической ферромагнитной цепочки в магнит-
ном поле (3) без дефектов. Известно, что вычис-
ление статистической суммы этой модели сво-
дится к задаче квантового ротатора в “гравитаци-
онном” поле [16, 17] и уменьшение поляризации 
за счет тепловых флуктуаций совпадает с резуль-
татом, полученным в работах [16, 17]. 

Молекулярно-динамические расчеты показы-
вают [14], что поляризация при низких темпера-
турах линейно спадает: p ≈ 1 – 3 · 10-5T. Учитывая 
полученную ранее оценку ширины кинка, мы 
можем вычислить параметры модели (2): 
J ≈ 30 000 К, h ≈ 2000 К, что соответствует электро-
статическому полю кристалла Ein = 4 · 109 В/м. Эти 
оценки показывают, что для температур T < 300 К 

используемое континуальное приближение оправ-
дано. 

Зависимость поляризации от концентрации 
региодефектов nd = l –1 в МД-расчетах для трех и 
шести процентов региодефектов оказывается ква-
дратичной: (1 – p) ~ nd

2, в отличие от уравнения 
(17) . Мы полагаем, что это связано с коррелиро-
ванным взаимодействием соседних цепочек, ко-
торое не учитывается в нашей модели. 

КВАНТОВАЯ ВЕРСИЯ МОДЕЛИ

Рассмотрим квантовый вариант модели (2), то 
есть цепочку спинов, которая состоит из n фер-
ромагнитных (индекс “F ”) доменов, содержащих 
по r спинов s = 1/2, с антиферромагнитным (ин-
декс “AF ”) взаимодействием [15, 18] концевых 
спинов соседних доменов. Гамильтониан такой 
модели имеет вид

	

1

, , 11 1

, 1,11
.

n r

F k i k ik i

n

AF k r kk

H J

J

-
+= =

+=

= - +

+

∑ ∑
∑

S S

S S 	 (18)

Эта модель имеет ряд интересных свойств в за-
висимости от отношения обменных интегралов 
l = JF /JAF . В первом предельном случае, т.е при 
l << 1, основное состояние при фиксированном 
значении полного спина 0 ≤ Stot ≤ n(r – 2)/2 имеет 
следующую структуру: концевые спины соседних 
доменов образуют синглет, а (r  – 2) cпинов внутри 
домена можно рассматривать как один суммарный 
спин L = (r – 2)/2. В другом предельном случае, 
т.е. при l >> 1, все r спинов домена образуют спин 
t = r/2. В обоих предельных случаях модель сво-
дится к антиферромагнитнной гейзенберговской 
цепочке спинов L или t с гамильтонианом 

	 11

n

ef k kk
H J R R +=

= ∑ 	 (19)

где под Rk подразумеваются Lk или tk. В (19) мы 
опустили постоянные, а эффективные обменные 
интегралы при l << 1 и l >> 1 равны Jef = JF

2 /[2(r – 
– 2)2JAF] и Jef = JAF /r 2, соответственно. Очевидно, 
что в обоих предельных случаях основное со-
стояние (19) является синглетом, но, как показы-
вают расчеты, оно синглетно и при промежуточ-
ных значениях l. Замечательно, что если r/2 яв-
ляется целым числом, в обоих предельных случаях 
синглет-триплетные возбуждения имеют щель, а 
для полуцелых чисел r/2 спектр модели бесщеле-
вой. Этот факт для модели (19) был предсказан 
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Халдейном [19]. Отметим, что такой же характер 
спектра имеет место и для промежуточных зна-
чений λ.

Одним из наиболее интересных свойств модели 
(19) является наличие плато на нуль-температур-
ной кривой намагниченности (отнесенной к об-
щему числу спинов s = 1/2 в системе), m(h), при 
m = 1/2 – 1/r (рис. 4). На первый взгляд, это не-
возможно, поскольку m(h) для модели (19) – не-
прерывно возрастающая функция h. Отметим, 
однако, что гамильтониан (19) для предельного 
случая l << 1 имеет место в спиновых секторах 
Stot ≤ Sp = n (r – 2)/2 (для случая l >> 1 он справедлив 
при всех значениях Stot). Если Stot = Sp, то все  (r – 2) 
спинов каждого домена поляризованы и со-
стояние с Stot = Sp + 1 соответствует переходу 
одного из синглетов в триплетное состояние и 
имеется щель ΔEup = E(Sp + 1) – E(Sp). Верхнее 
поле плато намагниченности, hup, равно ΔEup. 
Аналогично, нижнее поле плато ... Ширина плато 
W  = h up – h low и  при l  << 1  она равна  

( )2 21
2 2 / .

2AF F F AFW J J r J J= - + -

В  пределе же l >> 1 плато отсутствует. Это озна-
чает, что при некотором lc плато исчезает. Пред-
полагается, что ширина плато стремится к нулю 
при l → lc с экспоненциальной особенностью 
(переход Костерлица–Таулеса). Как показано 
в работе [20], lc ≈ 5 для r  = 4 и lc = (m – 2) в пределе 
r  >> 1.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Рассмотрена задача поведения одиночной цепи 
полимера поли(ВДФ–ТрФЭ) с региодефектами 
в электрическом поле при низких температурах. 
Полимерная цепь описывалась ферромагнитной 
моделью классических спинов в континуальном 
приближении. Учитывалось как внешнее, так и 
наведенное электрическое поле, вызванное по-
ляризацией цепей. Региодефекты описывались 
теоретически по образцу антиферромагнитного 
взаимодействия соседних спинов.

В рамках предложенной модели показано, что 
вблизи региодефектов на определенном участке 
цепи (доменная стенка, или кинк) происходит 
плавная переориентация мономеров и аналити-
чески полученный профиль поляризации цепи 
совпадает с данными, полученными в МД-расчетах. 
Такая структура цепи вблизи дефекта может при-
водить к появлению относительно большого сво-
бодного объема в кристаллах с региодефектами 
[21]. Получено аналитическое выражение для за-
висимости средней поляризации цепи от темпера-
туры, электрического поля и концентрации реги-
одефектов. Из сравнения с МД-расчетами прове-
дены оценки величин жесткости связи соседних 
мономеров и наведенного электрического поля. 

Исследована квантовая версия предложенной 
модели. Показано, что основное состояние явля-
ется синглетным, а возбуждения могут быть как 
бесщелевыми, так и со щелью, в зависимости от 
четности количества мономеров между дефек-
тами. На нуль-температурной кривой намагни-
ченности может наблюдаться плато.

Авторы благодарят Межведомственный супер-
компьютерный центр Российской академии наук 
за предоставленные вычислительные ресурсы.
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IMPACT OF REGIODEFECTS ON POLARIZATION OF FERROELECTRIC 

POLYMERS AT LOW TEMPERATURES

V. V. Atrazhev, D. V. Dmitriev, V. Ya. Krivnov*, V. I. Sultanov

Emanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

*E-mail: krivnov@deom.chph.ras.ru

A model is proposed to study the effect of regiodefects on the behavior of ferroelectric polymers in an electric 
field at low temperatures. Within the framework of the model, it is shown that there is a smooth reorientation of 
the dipole moments of monomers near the refiodefects, which is in agreement with the data obtained in molecu-
lar dynamics (MD) calculations. An analytical expression is obtained for the dependence of the average polariza-
tion on temperature, electric field, and concentration of regiodefects. Comparison with MD calculations allows 
us to estimate the bond stiffness of neighboring monomers and the induced electric field. The quantum version 
of the proposed model is investigated. It is shown that the ground state is singlet, and excitations can be either 
gapful or gapless, depending on the parity of the number of monomers between defects. There is a plateau on the 
zero-temperature magnetization curve.

Keywords: ferroelectric polymers, polyvinylidene fluoride, regiodefect

REFERENCES

1.	 S. Tasaka, K. Miyasato, M. Yoshikawa, et al., Ferro-
electrics, 57, 267 (1984). 

	 https://doi.org/10.1080/00150198408012768
2.	 S. Tasaka, K. Ohishi, N. Inagaki, Ferroelectrics, 171, 

203 (1995). 
	 https://doi.org/10.1080/00150199508018432
3.	 A. Wedel, H. von Berlepsch, R. Danz, Ferroelectrics, 

120, 253 (1991). 
	 https://doi.org/10.1080/00150199108008249
4.	 J.-H. Bae, S.-H. Chang, Funct. Compos. Struct., 1, 

012003 (2019). 
	 https://doi.org/10.1088/2631-6331/ab0f48
5.	 A.O. Vorobyev, D.E. Kulbakin, S.G. Chistyakov, et al., 

Russ. J. Phys. Chem. B 17, 1316 (2023). 
	 https://doi.org/10.1134/S1990793123060106
6.	 L.N. Ignatieva, V.A. Mashchenko, O.M. Gorbenko, et 

al., Russ. J. Phys. Chem. B 17, 1330 (2023). 
	 https://doi.org/10.1134/S1990793123060039
7.	 V.V. Kochervinskii, O.V. Gradov, M.A. Gradova Russ. 

Chem. Rev. 91, RCR5037 (2022). 
	 https://doi.org/10.57634/RCR5037
8.	 S.G. Lu, B. Rozic, Z. Kutnjiak, et al., Integr. Ferro-

electr. 125, 176 (2011). 
	 https://doi.org/10.1080/10584587.2011.574491
9.	 B. Neese, B. Chu, S.-G. Lu, et al., Science 321, 821, 

(2008). 
	 https://doi.org/10.1126/science.1159655
10.	V. Basso, F. Russo, J.-F. Gerard, et al., Appl. Phys. Lett. 

103, 202904 (2013). 
	 https://doi.org/10.1063/1.4830369

11.	V.I. Sultanov, V.V. Atrazhev, D.V. Dmitriev, et al. 
Macromolecules 54, 3744 (2021). 

	 https://doi.org/10.1021/acs.macromol.0c02465
12.	V.I. Sultanov, V.V. Atrazhev, D.V. Dmitriev, J. Polym. 

Sci. 61, 2091 (2023). 
	 https://doi.org/10.1002/pol.20230153
13.	N. Anousheh, F. Godey, A. Soldera J. Polym. Sci. Part 

A Polym. Chem. 55, 419 (2017). 
	 https://doi.org/10.1002/pola.28407
14.	V. I. Sultanov, V. V. Atrazhev, D. V. Dmitriev, J. Phys. 

Chem. B 128, 6376 (2024). 
	 https://doi.org/10.1021/acs.jpcb.4c00826
15.	V. N. Likhachev, G. A. Vinogradov and N. S. Erikhman, 

Russ. J. Phys. Chem. B 14, 391 (2020). 
	 https://doi.org/10.1134/S1990793120030203
16.	M. Takahashi, H. Nakamura, S. Sachdev Phys. Rev. B 

54, R744 (1996). 
	 https://doi.org/10.1103/PhysRevB.54.R744
17.	J.F. Marko, E.D. Siggia, Macromolecules 28, 8759 

(1995). https://doi.org/10.1021/ma00130a008
18.	V.Ya. Krivnov and D.V. Dmitriev, Russ. J. Phys. Chem. 

B 15, 89 (2021). 
	 https://doi.org/10.1134/S199079312101022X
19.	F.D.M. Haldane, Phys. Rev. Lett. 50, 1153 (1983). 

https://doi.org/10.1103/PhysRevLett.50.1153
20.	W. Chen, K. Hida, B. C. Sanctuary, J. Phys. Jpn. 69, 

3414 (2000). 
	 https://doi.org/10.1143/JPSJ.69.3414
21.	N.M. Livanova, E.S. Pravada, L.A. Kovaleva, 

A.A. Popov, Russ. J. Phys. Chem. B 17, 738 (2023). 
https://doi.org/10.1134/S1990793123030077

ХИМИЧЕСКАЯ ФИЗИКА  ТОМ 43  № 11  2024

38	 АТРАЖЕВ и др.



39

УДК 577.322.75

ИССЛЕДОВАНИЕ ТЕРМИЧЕСКОЙ ДЕНАТУРАЦИИ МОЛЕКУЛЫ 
ПЛАЗМИНОГЕНА ПРИ ИНДУЦИРОВАННОМ ОКИСЛЕНИИ

 ©  2024 г.  Л. А. Вассерман1, Е. С. Гаврилина1, Л. В. Юрина1*,  
А. Д. Васильева1, М. А. Розенфельд1

1Институт биохимической физики им. Н.М. Эмануэля Российской академии наук, Москва, Россия

*E-mail: lyu.yurina@gmail.com

Поступила в редакцию 26.03.2024; 
после доработки 24.04.2024; 
принята в печать 20.05.2024

Статья посвящена исследованию термической денатурации молекулы плазминогена при 
индуцированном окислении гипохлоритом в концентрациях 30, 62.5, 125 и 250 мкМ. Методом 
дифференциальной сканирующей калориметрии было определено, что в присутствии окислителя 
энтальпия денатурации молекулы плазминогена понижается. Наиболее заметно это проявляется 
для пика, показывающего плавление крингл-доменов К4–К5. Эти результаты согласуются с 
полученными ранее данными по окислительной модификации аминокислотных остатков 
плазминогена, обработанного гипохлорита в разных концентрациях, с использованием метода 
тандемной масс-спектрометрии (ВЭЖХ-МС/МС). В совокупности полученные данные и результаты 
предыдущих исследований показывают, что структура полноразмерного плазминогена адаптирована 
к умеренному окислению, индуцированному HOCl.

Ключевые слова: плазмин(оген), окисление, термическая денатурация, дифференциальная скани-
рующая микрокалориметрия. 
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1. ВВЕДЕНИЕ

Плазминоген является предшественником се-
риновой протеазы плазмина. Полноразмерный 
плазминоген (Glu-плазминоген) состоит из 791 
аминокислотного остатка и семи доменов – N-
концевого PAN-apple домена (PAp), пять крингл-
доменов (K1–K5) и серинового протеазного (SP) 
домена. В физиологических условиях плазмино-
ген превращается в плазмин путем расщепления 
пептидной связи в петле активации (между Arg561 
и Val562) тканевым активатором плазминогена 
(tPA) или урокиназным активатором плазмино-
гена (uPA) [1, 2]. Плазминоген может принимать 
две различные конформации, называемые закры-
той и открытой.  Полноценный плазминоген цир-
кулирует в закрытой конформации и может при-
нимать открытую конформацию при связывании 
с фибрином или поверхностью клетки. Отщепле-
ние PAp-домена от молекулы плазминогена при-
водит к образованию его альтернативной формы, 
называемой Lys-плазминогеном, которая прини-
мает открытую конформацию [1]. Плазминоген 
в открытой конформации принимает гибкую 

форму “бусинок на нити”, в которой активаци-
онная петля более доступна для расщепления tPA 
или uPA.

Плазмин(оген) рассматривают в качестве клю-
чевого участника процессов фибринолиза, гемо-
стаза, деградации внеклеточного матрикса и за-
живления ран. Помимо этого, существуют как 
прямые, так и косвенные способы, при исполь-
зовании которых плазминоген и белки системы 
активации способствуют воспалению, и в по-
следнее время особое внимание уделяется роли 
плазминогена в регуляции, развитии и прогрес-
сировании заболеваний с воспалительным ком-
понентом. Образование активных форм кислорода 
(АФК) играет центральную роль в прогрессиро-
вании многих воспалительных заболеваний. На-
рушение баланса между генерацией АФК и рабо-
той антиоксидантных систем организма приводит 
к черезмерной выработке АФК. Хлорноватистая 
кислота (HOCl – OCl) – основной сильный оки-
слитель, вырабатываемый нейтрофилами, и мощ-
ный бактерицидный агент. In vitro один миллион 
стимулированных нейтрофилов может произво-

ХИМИЧЕСКАЯ ФИЗИКА, 2024, том 43, № 11, с. 39—46

ХИМИЧЕСКАЯ ФИЗИКА БИОЛОГИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ

mailto:lyu.yurina@gmail.com


дить 0.1 мкМ HOCl. Такая концентрация HOCl 
может уничтожить около 15 миллионов бактерий 
Escherichia coli менее чем за 5 мин [3]. Хотя HOCl 
обладает мощными бактерицидными свойствами 
и играет важную роль в иммунном ответе, этот 
окислитель также вызывает повреждение биоло-
гических молекул. Концентрации HOCl in vivo 
оцениваются в диапазоне 12–250 мкМ [4]. 

В ранее проведенных работах нами были вы-
явлены участки окислительных модификаций 
молекулы плазминогена при индуцированном 
окислении. Был проанализирован вклад этих мо-
дификаций в нарушение структуры и функции 
исследуемого белка. Был выявлен ряд модифика-
ций функционально значимых остатков арома-
тических аминокислот (Trp235, Trp417, Trp427, 
Tyr672 и Trp761), предположительно ответ-
ственных за снижение биологической активности 
плазмина, образованного из окисленного плаз-
миногена. Легко окисляемые остатки метионинов 
Met57, Met182, Met385, Met404, Met585 и Met788, 
расположенные в различных частях плазминогена, 
вероятно, служат перехватчиками АФК. В сово-
купности данные предыдущих исследований по-
казывают, что структура Glu-плазминогена адап-
тирована к умеренному окислению, индуциро-
ванному HOCl [5].

Цель данной работы – исследование влияния 
индуцированного гипохлоритом окисления плаз-
миногена на устойчивость структуры его от-
дельных областей к тепловой денатурации. В дан-
ной работе результаты, полученные методом 
дифференциальной сканирующей микрокалори-
метрии (ДСК) были сопоставлены с полученными 
ранее результатами масс-спектрометрии по иден-
тификации окислительных сайтов в белке при его 
обработке вышеупомянутым окислителем [5]. Это 
позволит глубже понять механизм повреждения 
структуры и функции модифицированного белка.

2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и методы

Объединенный пул образцов донорской 
плазмы крови был получен от ФГБУ “НМИЦ 
ДГОИ им. Дмитрия Рогачева” Минздрава России. 

Полноразмерный плазминоген выделяли из 
плазмы крови человека методом аффинной хро-
матографии на Lys-Sepharose 4B, производства 
компании (Amersham, Britain) при 4 °C и pH 8.0 

[6]. Концентрирование и замену буфера на 50 мМ 
фосфатный буфер, содержащий 150 мМ NaCl при 
pH 7.4, осуществляли с помощью центробежных 
фильтров Amicon Ultra  (10 кДа, UFC501096, Merck, 
Germany) в соответствии с протоколом произво-
дителя. Концентрацию белка измеряли спектро-
фотометрически на длине волны  λ = 280 нм. Го-
могенность плазминогена оценивали методом 
электрофореза в полиакриламидном геле (4%-ый 
концентрирующий гель, 12%-ный разделительный 
гель) восстановленных образцов в присутствии 
1%-ного β-меркаптоэтанола в буфере Лэммли [7].

Фибриноген (ΦГ) очищали из плазмы человека 
путем осаждения глицином [8–10] и растворяли 
в 50 мМ фосфатном буфере, содержащем 150 мМ 
NaCl, при pH 7.4. 

Плазминоген (3 мг/мл) обрабатывали HOCl  
в разных концентрациях (30, 62.5, 125 и 250 мкМ 
на 1 мг плазминогена) в течение 1 ч при темпера-
туре 37 °C. Реакцию останавливали при десяти-
кратном избытке L-метионина [11, 12].

Превращение плазминогена в плазмин осу-
ществляли с помощью стрептокиназы (Bech
ringwerke, Germany) в молярном соотношении  
плазминоген:стрептокиназа 100:1 [13]. Время 
инкубации смеси плазминогена и стрептокиназы 
составляло 40 мин при 37 °С. 

Для оценки влияния окисления молекулы 
плазминогена на образование продуктов гидро-
лиза фибрина к 125 мкл раствора фибриногена 
(2 мг/мл) добавляли 15 мкл плазмина (0.1 мг/мл) 
и инкубировали в течение 30 мин при 37 °C. Ре-
акцию останавливали путем добавления буфера 
для образцов с додецилсульфатом натрия без 
β-меркаптоэтанола и нагреванием при 90 °С в те-
чение 5 мин. Образование продуктов деградации 
фибрина в результате гидролиза плазмином опре-
деляли с помощью электрофореза в полиакрила-
мидном геле (5%-ный концентрирующий гель, 
8%-ный разделяющий гель) в присутствии доде-
цилсульфата натрия.

Термодинамические параметры денатурации 
плазминогена (3.0 мг/мл) в отсутствие и в при-
сутствии окислителя (гипохлорита натрия) в раз-
ных концентрациях определяли с помощью вы-
сокочувствительной ДСК на микрокалориметре 
ДАСМ-4 (Пущино, Россия). Объем образца со-
ставлял 0.5 мл в закрытой ячейке. Измерения 
проводили в области температур 10–90 °С при 
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постоянном давлении 2.5 МПа и скорости нагре-
вания 1°С/мин. Шкалу избыточной теплоемкости 
для каждого эксперимента калибровали с по-
мощью эффекта Джоуля–Ленца [14]. В качестве 
раствора сравнения при измерении использовали 
50 мM фосфатный буфер (150 мМ NaCl, рН 7.4).

Средние значения термодинамических пара-
метров денатурации определяли из не менее чем 
трех параллельных измерений. Значение темпе-
ратуры денатурации каждого перехода соответст-
вовало его максимуму на термограмме. Значение 
экспериментальной энтальпии денатурации со-
ответствовало площади под пиком кривой избы-
точной теплоемкости как функции температуры. 
Энтальпию денатурации и температуры переходов 
определяли с помощью программы НАИРТА, 
ИНЭОС РАН. Расчет молярной энтальпии дена-
турации (ΔH) проводили на 1 моль плазминогена.

Для деконволюции термограмм применяли 
программу Peak Fit (AISN Software Incorporated, 
Vers. 4). Рассчитывали термодинамические пара-
метры, соответствующие каждому термодинами-
ческому переходу.

Результаты

Опосредованный плазмином гидролиз фибри-
ногена приводил к накоплению продуктов распада 

фибриногена – фрагментов X, Y, D и E. Окисление 
плазминогена 30 мкМ HOCl/–OCl (рис.1, до-
рожка 4) практически не влияло на накопление 
продуктов распада фибриногена по сравнению 
с таковыми для контрольного образца (дорожка 3). 
При окислении плазминогена 62.5 мкМ HOCl/–OCl 
(дорожка 5), наблюдалось снижение активности 
образованного из него плазмина, о чем свидетель-
ствует снижение содержания позднего продукта 
распада фибриногена, фрагмента Е, и увеличение 
количества ранних и промежуточных продуктов, 
фрагментов X и Y; при этом сохраняется часть 
исходного фибриногена. В то же время при бо-
лее высокой дозе окислителей (125 и 250 мкМ 
HOCl/–OCl) ферментативная активность молекул 
плазмина практически исчезает, о чем свидетель-
ствовала сохранность большей части исходного 
фибриногена (дорожки 6 и 7). 

На рис. 2 представлены ДСК-термограммы, а 
в табл. 1 приведены термодинамические пара-
метры денатурации интактного плазминогена и 
в присутствии окислителя при разных его кон-
центрациях. В качестве окислителя использовали 
гипохлорит натрия.

Из приведенных на рис. 2 ДСК-термограмм 
видно, что на кривых денатурации плазминогена 
наблюдаются три перехода: низкотемпературный 

Рис. 1. Электорофореграмма продуктов деградации фибриногена ΦГ, образованных под воздействием плазмина 
(5%-ный  концентрирующий гель, 8%-ный разделяющий гель). Дорожка 1 – маркерные белки; 2 – негидролизован-
ный фибриноген; 3 – гидролиз фибриногена плазмином, образованным из неокисленного плазминогена; продукты 
распада фибриногена, продуцируемые плазмином, образованные из: 4 – плазминогена, обработанного 30 мкМ 
HOCl/–OCl; 5 – плазминогена, обработанного 62.5 мкМ HOCl/–OCl; 6 – плазминогена, обработанного 125 мкМ 
HOCl/–OCl; 7 – плазминогена, обработанного 250 мкМ HOCl/–OCl.
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в области 56–58 °С, промежуточный (второй) в 
области 65 °С и высокотемпературный в области 
74 °С. Наличие нескольких температурных пере-
ходов на ДСК-термограммах наблюдали и ранее 
[15]. Следует отметить, что при повторном ска-
нировании на ДСК-термограмме не наблюдается 
каких-либо температурных переходов, что кор-
релирует с литературными данными для приме-
няемых условий (pH 7.4) [15]. Ранее было пока-
зано, что в нейтральных средах денатурация плаз-
миногена происходит необратимо, тогда как в 
кислых средах она является обратимым процессом 
[15, 16].

При окислении плазминогена гипохлоритом 
натрия наблюдается уменьшение общей молярной 
энтальпии денатурации. При этом температура 
низкотемпературного перехода с увеличением 
концентрации окислителя немного возрастает, а 
температуры второго и высокотемпературного 
переходов близки к соответствующим значениям 
для контрольного образца плазминогена. Оче-
видно, что окислительная модификация плазми-
ногена гипохлоритом натрия сопровождается 
нарушениями структуры белка. Причем, чем 
больше концентрация окислителя, тем больше 
окислительная модификация плазминогена.

Известно, что деконволюция функции избы-
точной теплоемкости позволяет разрешить все 
температурные переходы и оценить их термоди-
намические параметры (температуру и энтальпию) 
[17]. Деконволюцию кривых теплоемкости делали, 
исходя из модели независимых переходов “все 
или ничего”. Результаты деконволюции приве-
дены на рис. 3 и в табл. 2.

Показано, что в нейтральной среде структура 
молекулы плазминогена представлена в виде семи 
доменов, которые соединены пептидными свя-
зями [6]. В плазминогене присутствуют пять 
крингл-структур между аминокислотными остат-
ками 79–560. Каждая крингл-структура является 
независимой единицей и может плавится коопе-
ративно или более-менее независимо от других 
доменов плазминогена.

Из приведенных данных видно, что температура 
денатурации низкотемпературного перехода при 
увеличении концентрации окислителя практи-
чески не меняется, что сопровождается уменьше-
нием доли молярной энтальпии перехода в общей 
экспериментальной энтальпии денатурации и 
значения энтальпии перехода по сравнению с со-
ответствующими значениями для контрольного 
образца плазминогена. Можно предположить, что 

Рис. 2. ДСК-Термограммы денатурации контрольного 
образца плазминогена (1) и образцов, обработанных 
гипохлоритом натрия в разных концентрациях: 
62.5 мкМ (2), 125 мкМ (3), 250 мкМ (4), 50 мМ фос-
фатный буфер, рН 7.4, 150 мМ NaCl, концентрация 
плазминогена – 3 мг/мл; T1, T2, T3 – температуры 
денатурации переходов.

Таблица 1. Термодинамические параметры денатурации контрольного и обработанных HOCl образцов плазмино-
гена 50 мМ (фосфатный буфер, рН 7.4, 150 мM NaCl)

Концентрация
окислителя, мкM

ΔН,
кДж/Моль

T1, °C T2, °C T3, °C

0 1.48±0.13 56.3±0.1 65.1±0.1 74.2±0.1

62.5 1.25±0.13 57.1±0.1 65.0±0.2 73.6±0.1

125 1.02±0.11 57.3±0.1 63.7±0.1 74.0±0.1

250 0.78±0.13 57.7±0.1 65.1±0.2 74.1±0.1

Примечание: T1, T2 и T3 – температуры денатурации переходов (доменов); ∆Н – суммарная энтальпия денатурации плазми-
ногена.
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с увеличением концентрации окислителя проис-
ходит большее нарушение структуры доменов, 
ответственных за низкотемпературный переход, 
что сопровождается уменьшением их доли в общей 
молярной экспериментальной энтальпии денату-

рации и энтальпии низкотемпературного перехода 
плазминогена. Температура денатурации, как и 
доли молярной энтальпии перехода в общей эк-
спериментальной энтальпии денатурации, а также 
значения энтальпии перехода второго темпера-

Рис. 3. Деконволюция ДСК-термограмм денатурации контрольного образца плазминогена (а) и образцов, обрабо-
танных гипохлоритом натрия в разных концентрациях: 62.5 мкМ (б), 125 мкМ (в); 250 мкМ (г) на 1 мг белка; 50 мМ 
фосфатный буфер, рН 7.4, 150 мМ NaCl, концентрация плазминогена – 3 мг/мл. Сплошные линии – эксперимен-
тальная ДСК-термограмма, штриховые – результат деконволюции ДСК-термограмм, где Т1, Т2 и Т3 соответствуют 
температурным переходам.

Таблица 2. Результаты деконволюции термограмм денатурации контрольного образца плазминогена и образцов, 
обработанных HOCL 50мМ (фосфатный буфер, рН 7.4,150 мM NaCl)

Концентрация 
окислителя, 

мкM

Низкотемпературный 
переход

Второй температурный 
переход

Высокотемпературный
переход

T1, °C α1, %
∆Н1, 

кДж/М
T2, °C α2, %

∆Н2, 
кДж/М

T3, °C α3, %
ΔН3, 

кДж/М

0 56.1 32.0 0.47 65.0 46.6 0.69 74.0 21.4 0.32

62.5 56.5 29.3 0.37 64.4 37.8 0.47 73.2 33.0 0.41

125 56.4 23.5 0.24 64.3 36.3 0.37 74.4 40.2 0.41

250 56.2 17.1 0.13 63.7 30.3 0.24 73.1 52.6 0.41

Примечание: T1, T2 и T3 – температуры денатурации переходов (доменов); α1, α2 и α3– доли молярной энтальпий 
переходов(доменов) в общей экспериментальной энтальпии денатурации; ΔН1, ΔН2, ΔН3 – энтальпии переходов, получен-
ные исходя из общей экспериментальной молярной энтальпии плавления.
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турного пика с увеличением концентрации гипо-
хлорита натрия уменьшаются по сравнению с 
соответствующими показателями для контроль-
ного образца плазминогена. Таким образом, в 
результате действия окислителя также происходят 
нарушения в структуре доменов, ответственных 
за этот температурный переход. Температура пе-
рехода в области  74 °С практически не меняется 
с увеличением концентрации окислителя, но доли 
молярной энтальпии перехода в общей экспери-
ментальной энтальпии денатурации возрастают. 
При этом значение энтальпии денатурации  не-
значительно увеличивается при концентрации 
гипохлорита натрия 62.5 мкМ по сравнению с 
соответствующим значением для контрольного 
образца плазминогена, и дальнейшие увеличение 
концентрации окислителя не влияет на данную 
характеристику. Поэтому можно предположить, 
что некоторые домены, ответственные за данный 
температурный переход, проявляют большую 
устойчивость к воздействию окислителя.

Таким образом, при окислении плазминогена 
наблюдается нарушение структуры доменов, от-
ветственных за низкотемпературный и второй 
температурный переход. В то же время домены, 
ответственные за высокотемпературный переход, 
более устойчивы к окислению.

Согласно [15], низкотемпературный переход 
соответствует плавлению крингл-доменов К1–К3, 
второй переход соответствует плавлению K4–К5, 
а также PAp-домена, высокотемпературный – 
серинового протеазного домена.

3. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

По данным ДСК известно, что в присутствии 
окислителя энтальпия денатурации молекулы 
плазминогена понижается. Наиболее заметно это 
проявляется для пика, показывающего плавление 
доменов К4–К5, что согласуется с полученными 
ранее методом ВЭЖХ-МС/МС данными по оки-
слительной модификации аминокислотных остат-
ков плазминогена, обработанного гипохлоритом 
в разных концентрациях. Наибольшему окисле-
нию подвергается крингл-домен К–4. В этом до-
мене были идентифицированы следующие оки-
сленные аминокислотные остатки: Met385, 
Tyr397, Met404 и Trp417. В крингл-домене К-5 
были обнаружены два окисленных аминокислот-
ных остатка триптофана – Trp486 и Trp523. В 

PAN-apple домене был идентифицирован только 
окисленный Met57 [5].

Доля молярной энтальпии низкотемпературного 
перехода, соответствующего плавлению крингл-
доменов 1–3, снижается несколько меньше. Со-
гласно данным масс-спектрометрии в К-1 были 
обнаружены окисленные Tyr80 и Trp 108. В К-2 
были выявлены окислительные модификации сле-
дующих аминокислотных остатков: Met182, Trp190, 
Trp235. В крингл-домене К-3 были идентифици-
рованы окисленные Tyr304 и Trp 325 [5]. При этом 
известно, что Trp235 играет роль в междоменных 
взаимодействиях молекулы плазминогена и, сле-
довательно, отвечает за поддержание конформации 
молекулы. Изменение конформации молекулы 
белка может привести к нарушению его стабиль-
ности, что может вызвать понижение молярной 
энтальпии температурных переходов, характери-
зующих плавление некоторых доменов. 

Доля молярной энтальпии высокотемператур-
ного перехода, соответствующего плавлению SP-
домена, в общей экспериментальной энтальпии 
денатурации растет. Это свидетельствует о том, 
что даже при окислении этого домена он остается 
устойчивым к тепловой денатурации. SP-домен 
содержит каталитическую триаду (His603, Asp646 
и Ser741) и является наиболее значимым для фер-
ментативной активности плазмин(огена). В SP-
домене были обнаружены следующие окисленные 
аминокислотные остатки: Met585, Tyr672, Trp685, 
Trp761 и Met788. Известно, что Tyr672, так же, 
как и Trp235 из К-2, отвечает за поддержание 
междоменных взаимодействий в молекуле плаз-
миногена [5].

При окислении плазминогена небольшими 
концентрациями HOCl первыми в окислительные 
модификации вовлекаются аминокислотные 
остатки метионина, расположенные на поверх-
ности белка. Окисление остатков метионина до 
метионинсульфоксида может приводить к нару-
шению конформации молекулы белка. При этом 
наблюдается нарушение укладки полипептидной 
цепи, что, в свою очередь, приводит к обнажению 
более гидрофобных, чем метионин, аминокислот-
ных остатков, которые теперь также доступны для 
окислителя [18]. Такое нарушение конформации 
может приводить к дальнейшей дестабилизации 
белка, а также к его агрегации.
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STUDY OF THERMAL DENATURATION OF THE PLASMINOGEN  
MOLECULE UNDER INDUCED OXIDATION

L. A. Wasserman1, E. S. Gavrilina1, L. V. Yurina1*, A. D. Vasilyeva1, M. A. Rosenfeld1

1Emanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia
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The article is devoted to the study of thermal denaturation of the plasminogen molecule during induced oxidation 
by hypochlorite in a concentration range (30, 62.5, 125 and 250 µM). By differential scanning calorimetry, it was 
determined that in the presence of an oxidizing agent, the enthalpy of denaturation of the plasminogen molecule 
decreases. This is most noticeable for the peak showing the melting of the K4-K5 domains. These results are 
consistent with previously obtained data on the oxidative modification of amino acid residues of plasminogen 
treated with different concentrations of hypochlorite using the HPLC-MS/MS method. Taken together, these 
data and the results of previous studies indicate that the structure of Glu-plasminogen is adapted to moderate 
HOCl-induced oxidation.

Keywords: plasmin(ogen), oxidation, thermal denaturation, differential scanning calorimetry (DSC).
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ КОФАКТОРА FAD  
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В настоящей работе исследовано содержание кофактора FAD и ферментных NAD(P)H-оксидазных 
комплексов методами флуоресцентной и конфокальной микроскопии (с флуорофорами Annexin 
V–FITC, 7-AAD (7-Aminoactinomycin D), EtBr) при апоптозе, вызванном анфеном натрия в соче-
тании с пероксидом водорода в спленоцитах здоровых мышей и в опухолевых клетках карциномы 
Льюис. Применение этих методов дает возможность наблюдать и количественно оценить апопто-
тический эффект анфена натрия и пероксида водорода, а также позволяет визуализировать мета-
болитические изменения в клетке, усиление флуоросценции FAD в опухолевых клетках и NAD(P)
H-оксидазных комплексов в спленоцитах. Полученные данные свидетельствуют о возможности 
применения анфена натрия в сочетании с пероксидом водорода в качестве противоопухолевого 
препарата, действующего на определенные типы клеток.

Ключевые слова: анфен натрия, клетки карциномы Льюис, NAD(P)H-оксидазный комплекс, ко-
фактор FAD.
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1. ВВЕДЕНИЕ

Одной из основных окислительно-восстано-
вительных пар в клетке является пара кофакто-
ров, FAD и NAD(P)H, между которыми посто-
янно  осуществляется обмен электронами 
в NAD(P)H-оксидазном комплексе. Никотина-
мидадениндинуклеотид (NAD(P)H) – эндогенный 
тканевый флуорофор, который поглощает свет 
в области длины волны λ = 330 нм, а флавинаде-
ниннуклеотид – (FAD) в области λ= 450 нм. По-
скольку они участвуют во многих клеточных про-
цессах, таких как клеточный метаболизм, работа 
дыхательной цепи митохондрий, появляется воз-
можность использовать их в качестве маркеров 
клеточного метаболизма в процессах, происходя-
щих в клетке.

Комплекс NAD(P)H способен флуоресциро-
вать только в восстановленной форме, а флави-
новые нуклеотиды и FAD – только в окисленной 
[1]. Кроме того, NAD(P)H-оксидазный комплекс 

с белками присутствует практически во всех клет-
ках на поверхности мембраны и имеет обозна-
чение NOX (1–7).

В данный момент хорошо разработанным ме-
тодом исследования является лазерно-индуциро-
ванная флуоресцентная спектроскопия, которая 
активно используется в диагностике тканевой 
гипоксии [1]. Важные особенности методов флу-
оресцентной и конфокальной микроскопии – 
наблюдение и исследование живых клеток при 
развитии апоптоза. Это дает возможность полу-
чать дополнительную информацию о протекании 
метаболических процессов по сравнению с мето-
дами атомно-силовой микроскопии [2, 3] и элект-
ронной микроскопии [4, 5]. 

Комплексы NAD(P)H-оксидазы семейства 
NOX на данный момент являются единственной 
группой ферментов, у которых главная функция – 
это выработка активных форм кислорода (АФК). 
Они представляют собой связанные мембраной 
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ферменты, способные выполнять перенос элект-
рона от NAD(P)H на молекулярный кислород, 
образуя при этом супероксид [6]. При этом все 
NAD(P)H-оксидазы семейства NOX представляют 
собой интегральные белки мембран, которые со-
держат шесть трансмембранных спиралей и пять 
петель, локализованных в водной фазе. В актив-
ном центре NAD(P)H-оксидазы на C-концевом 
участке цепи находится редокс-пара кофакторов 
FAD и NAD(P)H, близко расположенных друг к 
другу (расстояние между ними составляет 7.8 Å.

Цель настоящего исследования – оценка со-
держания клеток с кофактором FAD методом 
флуоресцентной микроскопии и клеток с 
NADPH-оксидазными комлексами методом кон-
фокальной микроскопии при воздействии анфена 
натрия (ANa) в сочетании с пероксидом водорода 
при развитии апоптоза. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

 Методическая часть

В работе в качестве антиоксиданта использовали 
ANa, (2-(карбокси)-2-(N-ацетиламино)-3-(3′,5′-
ди-трет-бутил-4′-гидроксифенил)-пропионат 
натрия) – один из антиоксидантных препаратов 
[7–9], некоторые из которых были синтезированы 
в Институте химической физики и нашли приме-
нение в практике. Препарат растворяли в физио-
логическом растворе и вводили в суспензию клеток 
в концентрации 10-4М. В исследовании были 
использованы белые беспородные мыши, а 
также  мыши-гибриды первого поколения F1 
(C57BL/6 × DBA/2), (возраст 3–4 мес., масса 22–
25 г) из питомника “Столбовая”, у которых из се-
лезенки выделяли спленоциты. Мышей умертвляли 
методом декапитации под эфирным наркозом.

Клетки карциномы Льюис мышей выделяли 
из опухоли на 14-е сутки после трансплантации 
опухолевых клеток (по методике, изложенной 
в работе [10]). Для получения суспензии клеток, 
в том числе клеток опухоли и селезенки сплено-
цитов, готовили согласно методике из работы [11], 
измельчали в физиологическом растворе, диспер-
гировали многократно и фильтровали через ней-
лоновую (100 мкм) сетку. Взвесь клеток осаждали 
при 150g и ресуспендировали осадок для получе-
ния суспензии клеток. Затем вводили реципиен-
там в объеме 0.2 мл в мышцу бедра задней лапы 
(7 · 106 клеток/мышь), либо использовали в экспе-

риментах in vitro. Число клеток определяли в ка-
мере Горяева. Клетки в присутствии исследуемых 
соединений инкубировали в течение 2 ч при 37 °С 
в среде 199 в растворе Хенкса (Институт полио-
миелита и вирусных энцефалитов РАН) для раз-
личных условий: в контрольных образцах, при 
совместном введении анфена натрия (10-4 М) и 
пероксида водорода (5 мкМ), а также при после-
довательном введении пероксида водорода 
(5 мкМ) и анфена натрия (10-4 М).

Микрофотографии клеток карциномы Льюис 
получали с помощью метода флуоресцентной ми-
кроскопии (объективы с увеличением 40х и 100х) 
при возбуждении на длине волны λ = 450 с 
фильтром λ = 530 нм, отсекающим возбуждающий 
свет. В работе использовали микроскоп, произ-
водства компании Carl Zeiss (Germany), Jena, 
оснащенный системой оптического возбуждения 
на диодных лазерах и фильтрации, после чего 
происходила фиксация на камеру (HDCCD). Ос-
новным используемым флуорофором является 
Annexin V-FITC, способный связываться с фос-
фадитилсерином в апоптотической клетке, созда-
вая при этом зеленое свечение. Известно, что 
NAD(P)H-оксидазный комплекс содержит 
в структуре NOX(1–7) и FAD, и находится на 
внешней стороне мембраны клетки. Благодаря 
данному явлению количество клеток, подвергнув-
шихся запрограммированной гибели, определяли 
на конфокальном микроскопе как отношение 
окрашенных флуорофором Annexin V-FITC кле-
ток к их общему числу на микрофотографии. 

Конфокальные изображения были получены 
с использованием микроскопа Axio Observer Z1 
(Carl Zeiss, Jena, Germany), оснащенного конфо-
кальным устройством модели CSU-X1 (производ-
ства Yokogawa Corporation of America). Расчеты 
проводились с помощью программы ImageJ. Об-
наружено, что в контрольных образцах число не-
жизнеспособных, мертвых клеток (определяемое 
по образованию комплекcа EtBr с ДНК, красное 
свечение) составляло около 2–3%. Число клеток 
с апоптозом (определяемое по флуоресценции 
Annexin AV–FITC, зеленое свечение) в суспензии 
спленоцитов составило 1–4%. 

 РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее методом Western Blotting было устано-
влено, что ANa вызывает апоптоз клеток карци-
номы Льюис и прекращает размножение клеток 
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при трансплантации опухоли. Усиление апоптоза 
наблюдалось при совместном действии {ANa + 
+ H2O2} [12]. В качестве удобной модели здоровых 
клеток использовали спленоциты мышей. 

При регистрации спленоцитов с использова-
нием флуоресцентного микроскопа (описание см. 
выше) наблюдались яркие структуры, обладающие 
автофлуоресценцией (рис. 1). Они присутствовали 
в контрольных образцах и при апоптозе. Их число 
центров варьировало от 1–2 до 8–10 в разных 
клетках. Количество клеток с автофлуоресценцией 
увеличивалось с развитием апоптоза, вызванном 
действием анфена натрия и пероксида водорода. 
Ряд клеток (менее 1%) имели увеличенные раз-
меры и размытые флуоресцирующие объекты, 
возможно, липофусциновые образования. Это 

точечное свечение, наблюдаемое в зеленой 
области, как показано в работах [13, 14], обуслов-
лено в основном кофактором FAD в окислен-
ном состоянии. Он присутствует в том числе 
в NAD(P)H-оксидазном комплексе. В работах [13, 
14] также показано, что кофактор FAD участвует 
в ряде других окислительно-восстановительных 
систем, например в митохондриях и связан с фла-
вопротеинами, но его флуоресценция в этих ком-
плексах тушится белками электрон-транспортной 
цепи.

С другой стороны, при апоптозе спленоцитов, 
наряду со свечением мембраны в условиях добав-
ления Annexin АV-FITC в конфокальном микро-
скопе на внешней стороне мембраны видны окру-
глые гранулы (рис. 2). Эти гранулы подобны струк-

Рис. 1. Флуоресценция FAD в спленоцитах мышей: единичное (слева) и множественное свечение (справа) в клетках 
при апоптозе. 

Рис. 2. Микрофотографии спленоцитов при апоптозе, вызванном действием анфена натрия (10-4 М), и увеличенное 
в 6 раз изображение клетки (на мембране видны гранулы NAD(P)H-оксидазных ферментных комплексов NOX). 
Конфокальный микроскоп с увеличением 100х (флуорофор – Annexin V-FITC).
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турам, описанным для многих других клеток [10, 
13–15], в частности для нейтрофилов. Наблюда-
емые объекты можно отнести к сложным NAD(P)
H-оксидазным ферментативным комплексам, 
называемым NOX(1–7), которые содержатся прак-
тически во всех клетках млекопитающих. Основ-
ная функция NOX состоит в образовании супе-
роксид-аниона или пероксида водорода. При этом 
происходит перенос электрона с внутриклеточного 
NAD(P)H на внеклеточный кислород. Эта система 
используется клеткой для защиты от бактериаль-
ного и микробного заражений [14]. Недавно было 
обнаружено, что комплексы NAD(P)H-оксидазы 
играют важную роль в ряде патологий, таких как 
болезнь Альцгеймера и нейродегенеративные за-
болевания [15, 16]. Оказалось, что экспрессия NOX 
связана также с канцерогенезом. Например, эк-
спрессия NOX в желудочно-кишечном тракте по-
вышается в аденомах и высоко дифференциро-
ванных аденокарциномах [17].

В настоящей работе было определено число 
апоптотических клеток, а также число нежизне-
способных клеток при апоптозе спленоцитов, 
вызванном препаратами. Из рис. 3 видно, что при 
введении антиоксиданта ANa вместе с пероксидом 
водорода увеличивается число апоптозных клеток 
в спленоцитах мышей. Содержание нежизнеспо-
собных клеток остается на невысоком уровне. Это 
означает, что клетки находятся на начальной ста-
дии апоптоза, и апоптоз в спленоцитах составляет 
15% от общего количества клеток. В этих же усло-
виях апоптоз может составлять более 70% в опу-
холевых клетках (см. табл. 1).

Далее было определено процентное содержа-
ние клеток с NAD(P)H-оксидазным комплексом 
и сопоставлено с содержанием клеток с флуорес-
ценцией FAD. На рис. 4 можно видеть корреля-
цию между исследуемыми объектами. Это озна-
чает, что FAD действительно является частью 
NAD(P)H-оксидазного комплекса.

Как видно из табл. 1, содержание FAD и число 
апоптотических клеток при апоптозе, вызванном 
ANa и {ANa + H2O2} в несколько раз больше, чем 
в спленоцитах здоровых мышей. То есть окисли-

Рис. 3. Диаграмма содержания апоптозных клеток 
в культуре спленоцитов (флуорофор – AnnexinV-
FITC) – 1, количество нежизнеспособных клеток 
(флуорофор EtBr) – 2. Изменение содержания клеток 
под действием пероксида водорода (5 мкМ), анфена 
натрия (10-4 М), и при их совместном воздействии.

Рис. 4. Процент клеток с флуоресценцией FAD – 1 и 
иммунофлуоресцией гранул NAD(P)H-оксидазных 
комплексов – 2 в культуре спленоцитов под действием 
пероксида водорода (5 мкМ), анфена натрия (10-4 М) 
и при их совместном воздействии.

Таблица 1. Процентное содержание апоптотических клеток и клеток с FAD в спленоцитах здоровых животных 
и опухолевых клеток мышей с карциномой Льюис

Образцы
 Клетки в апоптозе, % Клетки с FAD, %

норма опухоль норма опухоль

Контрольный 8 14.8 17 65

Анфен Na 10 31.7 25 60

Анфен Na+H2O2 15 73.5 29 73
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тельно-восстановительная функция комплекса 
NADPH увеличивается. В то же время ANa в со-
четании с H2O2 может рассматриваться в качестве 
потенциального противоопухолевого препарата, 
вызывающего быстрый апоптоз ( >70%) опухоле-
вых клеток. Ранее было показано, что ANa сни-
жает антиапоптотические белки семейства Bcl-2, 
воздействуя на митохондриальные пути апоптоза 
клеток.

В суспензии спленоцитов мышей были обна-
ружены нейтрофилы, которые находились в ста-
дии нетоза (net – сеть), т.е. связаны с выбросом 
NAD(P)H-оксидазного комплекса (рис. 5), со-
вместно с обволакиванием микроорганизмов и 
бактерий сетью ДНК. При этом бактерии, как 
известно, разрушаются с помощью супероксида 
или пероксида водорода. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Метод флуоресценции в клетках спленоцитов 
позволил проследить за развитием апоптоза и 
оценить изменение числа флуоресцирующих кле-
ток с кофактором FAD и клеток с ферментными 
NAD(P)H-оксидазными комплексами под дей-
ствием анфена Na и пероксида водорода. Следует 
отметить, что в клетках мышей с карциномой 
Льюис было обнаружено многократное увеличе-
ние автофлуоресценции FAD как в контрольных 
образцах, так и при усилении апопоза, что может 
быть характерным для животных опухоленосите-
лей. Ранее в работе [18] было показано, что соот-

ношение эндогенных кофакторов FAD и NAD(P)
H может рассматриваться в качестве метаболити-
ческой характеристики раковых заболеваний, а 
также позволяет оценить воздействие противоо-
пухолевых препаратов. Мы предполагаем, что 
сложный NAD(P)H-оксидазный комплекс NOX 
[19–21], может менять локализацию при развитии 
апоптоза. Так, при начальной стадии апоптоза 
в ряде клеток наблюдается ровная граница мем-
браны спленоцита, а при воздействии анфена 
натрия и пероксида водорода число апоптотиче-
ских клеток, содержащих гранулы NOX, воз
растает. Возможно, что следом за экспозицией 
фосфадитилсерина, происходит экспозиция 
NAD(P)H-оксидазного комплекса, вследствие 
чего наблюдаются выступающие на поверхность 
мембраны гранулы, окрашенные зеленым цветом 
(флуорофор Annexin V-FITC).

Наше исследование выполнено по теме, утверж-
денной Минобрнауки и высшего образования Рос-
сийской Федерации (minobrnauki.gov.ru), 44.4. 
“Комплексное изучение механизмов и эффектов 
действия природных и синтетических антиокси-
дантов, противоопухолевых препаратов (химиче-
ские и физических факторы). Изучение биологи-
ческих механизмов старения”. 
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DETERMINATION OF THE CONTENT OF FAD COFACTOR  
AND NAD(P)H-OXIDASE COMPLEXES IN MOUSE SPLENOCYTES  

AND LEWIS CARCINOMA CELLS UNDER CONDITIONS OF APOPTOSIS  
BY CONFOCAL MICROSCOPY METHOD

E. M. Mil1, A. A. Albantova1*, L. I. Matienko1,  
A. N. Goloshchapov1, M. A. Korovin1, V. V. Kuvyrkova1

1Emanuel Institute of Biochemical Physics Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia 

*E-mail: albantovaaa@mail.ru

In this work, using fluorescence and confocal microscopy, we studied the content of the cofactor FAD and en-
zymatic NAD(P)H-oxidase complexes (with fluorophores AnnexinV-FITC, 7-AAD (7-aminoactinomycin D), 
EtBr) under conditions of apoptosis caused by sodium anphene with hydrogen peroxide in healthy mouse sple-
nocytes and Lewis carcinoma tumor cells. The use of fluorescence microscopy allows observing and quantifying 
the apoptotic effect of sodium anphen and hydrogen peroxide, and visualization of metabolic changes in the cell, 
including increased fluorescence of FAD in tumor cells and NAD(P)H-oxidase complexes in splenocytes. The 
data obtained indicate the possibility of using sodium anphen in combination with hydrogen peroxide as an an-
titumor drug acting on certain types of cells.

Keywords: sodium anphen, Lewis Carcinoma cells, NAD(P)H, FAD.
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Химически инертный люминофор – усилитель хемилюминесценции 1,10-фенантролин-трис(те
ноил-трифторацетонат) трехвалентного европия на порядок усиливает интенсивность свечения 
при инициированном окислении липидных образцов растительного происхождения (подсолнеч-
ное масло). Введение в хемилюминесцентную систему усилителя приводит к изменению характера 
кинетики, убирая характерные пики на кинетических кривых по окончании периода индукции 
процесса окисления, но неизменяя величины самого периода индукции. При помощи математи-
ческого компьютерного моделирования на основе кинетической схемы из 23 элементарных реак-
ций показано, что указанные различия можно объяснить непропорциональным увеличением 
введенным люминофором квантовых выходов хемилюминесценции от нескольких электронно-
возбужденных продуктов (эмиттеров света), образующихся в процессе окисления.

Ключевые слова: хемилюминесценция, 1,10-фенантролин-трис(теноил-трифторацетонат) трехва-
лентного европия, растительные липиды, свободно-радикальное окисление, кинетика.
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1. ВВЕДЕНИЕ

Исследование хемилюминесценции, сопрово-

ждающей окислительные взаимодействия, важно 

прежде всего для изучения действия активных 

форм кислорода в большом разнообразии хими-

ческих и биологических систем, а также механиз-

мов влияния антиоксидантов различной природы 

на процессы окисления в этих системах [1–11]. 

В биологических системах и процессах антиок-

сиданты (биоантиоксиданты) могут как выступать 

в роли непосредственных перехватчиков активных 

форм кислорода, так и влиять на редокс-чувстви-

тельные сигнальные пути [12, 13]. Понимание 

особенностей механизмов и кинетического пове-

дения таких процессов, в том числе, в присутствии 

биоантиоксидантов, способствует разработке эф-

фективных аналитических и биоаналитических 

подходов, расширяя арсенал методов фотоники 

биологических объектов с люминесцентных [14–

16] до хеми- и биолюминесцентных [17].

Чувствительность хемилюминесцентных мето-

дов исследования окислительных и других хими-

ческих процессов повышается на порядки при 

использовании усилителей свечения – люминес-

цирующих веществ, не вступающих в химическое 

взаимодействие с компонентами реакционной 

смеси, но увеличивающих квантовые выходы хе-

милюминесценции за счет переноса (миграции) 

энергии с электронно-возбужденных продуктов 

реакции на молекулу люминофора [18–20]. При-

менение химически инертных усилителей свечения 

оказывается весьма полезным при исследование 

кинетики хемилюминесцентных реакций, так как 

приводит к многократному (на порядки) увеличе-

нию интенсивности излучения, не меняя наблю-

даемого кинетического профиля изучаемого про-

цесса. Однако при наличии в системе нескольких 

эмиттеров хемилюминесценции (продуктов, обра-

зующихся в электронно-возбужденном состоянии, 

способных излучать фотоны), можно предполо-

ХИМИЧЕСКАЯ ФИЗИКА, 2024, том 43, № 11, с. 54—61

ХИМИЧЕСКАЯ ФИЗИКА БИОЛОГИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ



жить, что суммарный эффект усиления будет ме-

няться в зависимости от структуры и свойств этих 

веществ. Ранее в опытах без применения усилите-

лей нами было показано что при окислении таких 

многокомпонентных липидных образцов расти-

тельного происхождения, какими являются 

образцы подсолнечного масла, образуются не-

сколько эмиттеров хемилюминесценции [21]. 

Поэтому в настоящей работе нами проведено 

сравнительное изучение кинетики хемилюминес-

ценции при инициированном окислении подсол-

нечного масла в присутствии усилителя свечения 

и без него. Для интерпретации полученных ре-

зультатов использован метод компьютерного ма-

тематического моделирования. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Методика измерения интенсивности хемилю-

минесценции и экспериментальная установка 

описаны в работах [22–24]. Исследуемая система 

содержала 2%-ный или 4%-ный раствор подсол-

нечного масла в хлорбензоле. Окисление прово-

дили при температуре 60 °С. В качестве источника 

свободных радикалов использовали инициатор  

2,2′-азо-диизобутиронитрил (АИБН) [22, 25–27]. 

Полученная при этом скорость зарождения сво-

бодных радикалов (скорость инициирования) 

составляла 1 · 10-7 моль · л-1 · с-1. 

В качестве усилителя хемилюминесценции 

использовали люминофор 1,10-фенантролин-

трис(теноил-трифторацетонат) трехвалентного 

европия (хелат европия) в концентрации 2 · 10-4 

моль/л [28]. Этот хелатный комплекс европия 

испускает свет в узкой спектральной полосе в рай-

оне 613 нм, которой соответствует 80% испуска-

емых квантов люминесценции [29]. Специаль-

ными опытами по окислению углеводородов было 

установлено отсутствие химического взаимодей-

ствия хелата европия с компонентами реакцион-

ной смеси [30–32]. Математическое моделирова-

ние кинетики проводили по методике, представ-

ленной в работах [33–36]. Значения констант 

скорости элементарных реакций, использованные 

в расчетах, были взяты из работ [22, 26, 37–39] и 

пересчитаны к температурам, при которых про-

водились эксперименты. В случае отсутствия ли-

тературных данных были использованы оценки, 

основанные на аналогии с другими процессами 

и данных по реакционной способности реагиру-

ющих частиц [26].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

На рис. 1 представлена кинетика хемилюми-

несценции при инициированном окислении под-

солнечного масла в хлорбензоле в присутствии 

люминофора и без него. Видно, что введение хе-

лата европия не влияет на величину периодов ин-

дукции окисления, но сильно изменяет форму и 

масштаб кинетических кривых. Характерные пики 

интенсивности по окончании периодов индукции, 

получавшиеся в отсутствие люминофора, исчезают 

(сглаживаются) при его наличии. Поскольку хелат 

европия химически инертен [30–32], мы предпо-

ложили различную степень усиления свечения от 

различных эмиттеров хемилюминесценции в его 

присутствии. Для подтверждения этого предпо-

ложения была использована математическая мо-

дель, в основу которой положена кинетическая 

схема процесса окисления, использованная нами 

ранее [21] для описания кинетики хемилюминес-

ценции в данной системе в отсутствие активатора. 

Эта схема включает в себя приведенные ниже эле-

ментарные реакции (NRP – нереакционноспо-

собный продукт, АОН – антиоксидант).

Стадия зарождения свободных радикалов: 

	 2O
АИБН yOO .

•→ 	 (0)

Продолжение цепей окисления и превращения 

свободных радикалов:

	 2O
yOO RH yOOH R ROO ,

• • •+ → + → 	 (1)

	 2O
ROO RH ROOH R ROO ,

• • •+ → + → 	 (2)

Рис. 1. Кинетика интенсивности (J) хемилюминес-

ценции при инициированном окислении подсолнеч-

ного масла в присутствии хелата европия (1, 2) и без 

него (3, 4). Концентрация масла – 2% (1, 3) и 4% (2, 4) 

по объему.
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	 yOO ROOH yOOH ROO ,
• •+ ↔ +  	 (3)

	 ,3yOO  yOO 2H COO NRP
• • •+ ↔ + 	 (4)

  2O
3 3H COO RH H COOH R ROO ,

• • •+ → →   	(5)

	 3 3H COO yOOH H COOH yOO ,
• •+ ↔ + 	 (6)

	 3 3H COO ROOH H COOH ROO ,
• •+ ↔ + 	 (7)

	 yOO AOH yOOH AO ,
• •+ ↔ + 	 (8)

	 ROO AOH ROOH AO ,
• •+ ↔ +  	 (9) 

	 3 3H COO AOH H COOH AO .
• •+ ↔ + 	 (10)

Безызлучательный обрыв цепей окисления:

	 3H COO AO NRP,
• •+ → 	 (11)

	 yOO yOO yOOy OO,
• •+ → + 	 (12)

	 yOO AO NRP,
• •+ →  	 (13)

	 ROO AO NRP,
• •+ →  	 (14)

	 AO AO NRP.
• •+ → 	 (15)

Хемилюминесцентные реакции:

  yOO ROO yOH R O OO ,h
• •+ → + = + + n′  	 (16)

ROO ROO ROH R O OO ,h
• •+ → + = + + n′  	 (17)

,3H COO yOO yOH R O OO h
• •+ → + = + + n 	 (18)

3 2H COO ROO ROH H C O OO ,h
• •+ → + = + + n  	(19)

	

3 3

3 2

H COO H COO

H COH H C O OO .h

• •+ →

→ + = + + n 	 (20)

В настоящей работе кинетическая схема была 

дополнена реакциями, учитывающими образова-

ние (рис. 2) диоксетанов (D) и молекулярную 

хемилюминесценцию при их распаде [40–45]:

	 ,ROO  ROO D NRP
• •+ ↔ +  	 (21)

	 yOO ROO D NRP,
• •+ ↔ + 	 (22)

	 D → RiC=O + hn. 	 (23)

В целях моделирования было сделано предпо-

ложение, что основными окисляющимися ком-

понентами в подсолнечном масле являются три-

глицериды, содержащие остатки линолевой ки-

слоты (63.4%), поскольку именно эти вещества 

наиболее подвержены окислению [46, 47]. С уче-

том их содержания в масле в качестве исходной 

концентрации субстрата окисления RH были 

приняты значения 0.0134 и 0.0268 M для 2%-ных 

и 4%-ных растворов масла соответственно [21]. 

Концентрация присутствующего в масле природ-

ного антиоксиданта АОН была подобрана исходя 

из величины периодов индукции на кинетических 

кривых в соотношении [AOH]0 = 1.87 · 10-3 · [RH]0. 

Значения констант скорости варьировали в пре-

делах 1–2 порядков. Ниже приведены значения, 

использованные для построения графиков мо-

дельных кинетических кривых (рис. 3–5): (1) 100, 

(2) 50, (3) 1.5 · 104, (-3) 1 · 105, (4) 5 · 107; (5) 1 · 103, 

(6) 1.2 · 105, (-6) 1 · 105, (7) 2 · 104, (-7) 1 · 105, (8) 

2 · 106, (-8) 1 · 104, (9) 3 · 106, (-9) 2 · 104, (10) 1 · 107, 

(-10) 5 · 103, (11) 1 · 108, (12) 1 · 104, (13) 1 · 108, (14) 

1 · 108, (15) 1·103, (16) 5 · 105, (17) 5 · 106, (18) 2 · 107, 

(19) 1 · 107, (20) 1 · 106, (21) 1 · 104, (22) 1 · 104 M-1 · с-1, 

(23) 1 · 10-4 с-1. Исследовали зависимость формы 

кинетических кривых хемилюминесценции от 

соотношения квантовых выходов хемилюминес-

центных реакций. При этом подразумевалось со-

отношение, в котором J – интенсивность хеми-

люминесценции, ηi – квантовый 

	   i i

i

J w= η∑ ,	

выход хемилюминесценции i-й реакции в отн. ед., 

wi – скорость реакции (i). Параметры ηi варьиро-

вали в пределах трех порядков. 

Модельные кинетические кривые хемилюми-

несценции, представленные на рис. 3, иллюстри-

руют зависимость формы этих кривых от вели-

чины квантовых выходов отдельных хемилюми-

несцентных реакций ηi. Видно, что характерные 

пики свечения образуются лишь при относи-

Рис. 2. Схема образования диоксетана (D) при ди-

спропорционировании перекисных радикалов.
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тельно высоком квантовом выходе хемилюминес-

ценции в реакции (16). Представляет интерес 

сопоставление кинетики хемилюминесценции 

(рис. 1 и 3) с результатами компьютерного мате-

матического моделирования кинетики переки-

сных радикалов, представленными на рис. 4. Ха-

рактерные пики на кинетических кривых по окон-

чании периодов индукции зависят только от 

концентрации изобутиронитрил-перекисных 

радикалов, чем объясняется наличие аналогичных 

пиков на кинетических кривых хемилюминес-

ценции в отсутствие активатора (рис. 1, 3), воз-

никновение которых происходит синхронно с 

изменениями концентрации изобутиронитрил-

перекисных радикалов (рис. 4). 

Кинетические кривые образования диоксета-

нов, представленные на рис. 5, показывают, что 

накопление этих продуктов по реакциям (21) и 

(22) начинается в развивающемся при высоких 

концентрациях свободных радикалов цепном про-

цессе перекисного окисления по окончании пе-

риодов индукции, в течение которых происходит 

расходование антиоксиданта АОН по реакциям 

(8)–(11) и (13)–(15). Термический распад диок-

сетана, сопровождающийся хемилюминесцен-

цией, происходит весьма медленно ввиду низкого 

значения константы скорости реакции (23) [20, 

43, 44]. Возникающая при термическом распаде 

диоксетанов молекулярная хемилюминесценция 

[40–45] по реакции (23) не влияет на образование 

пиков хемилюминесценции, так как сразу по 

окончании периодов индукции концентрация 

диоксетанов крайне мала (рис. 5) и может вносить 

заметный вклад в суммарную хемилюминесцен-

цию системы лишь при относительно высоких 

квантовых выходах реакции (23) (рис. 3). 

Введение хелата европия не влияет на величину 

периодов индукции, но увеличивает общую ин-

Рис. 3. Модельные кинетические кривые интенсив-

ности (J) хемилюминесценции в присутствии хелата 

европия (7, 8) и без него (1–6) при инициированном 

окислении 2%-ного (1, 3, 5, 7) и 4%-ного (2, 4, 6, 8) 

растворов растительного масла в хлорбензоле и кван-

товых выходах ηi (в отн. ед.) реакций (16), (17), (18), 

(19), (20), (23), соотносящихся как: 31 : 4 : 4 : 4 : 4 : 

: 2.1 · 104 (1, 2); 135 : 7 : 7 : 7 : 7 : 3.3·104 (3, 4); 1000 : 1 : 1 : 

: 1 : 1: 0.5 · 104 (5, 6); 500 : 500 : 250 : 850 : 50 : 25 · 104 

(7, 8).

Рис. 5. Модельная кинетика образования диоксетанов 

(С = 107 [D] M) при инициированном окислении 2%-

ного (1) и 4%-ного (2) растворов растительного масла 

в хлорбензоле.

Рис. 4. Изменения концентраций (С) перекисных 

радикалов (· 108 M) при компьютерном математиче-

ском моделировании кинетики окисления 2%-ного 

(2, 3, 5) и 4%-ного (1, 4, 6) растворов подсолнечного 

масла в хлорбензоле; 1, 2 – [ROO˙]; 3, 4 – [yOO˙]; 5, 

6 – [H3COO˙]. 
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тенсивность свечения и изменяет форму кинети-

ческих кривых, сглаживая пики хемилюминес-

ценции по окончании периодов индукции за счет 

непропорционального изменения квантовых вы-

ходов отдельных реакций (рис. 3).

Эффективность переноса энергии на молекулу 

акцептора – усилителя хемилюминесценции 

сильно зависит от мультиплетности донора энер-

гии – первичного электронно-возбужденного 

продукта хемилюминесцентной реакции [19, 20, 

43]. Поэтому отсутствие пиков на кривых, полу-

ченных в экспериментах в присутствии люмино-

фора, с учетом того, что в реакциях (16) и (17) 

в возбужденном состоянии образуется один и тот 

же продукт: R′=O*, указывает на то, что в этих 

реакциях преобладающие мультиплетные со-

стояния (S или T) этого кетона различны.

Сопоставление рис. 1 и 3 показывает, что ре-

зультаты компьютерного математического моде-

лирования хорошо согласуются с результатами 

эксперимента, подтверждая, таким образом, обо-

снованность сделанных предположений и адек-

ватность разработанной схемы, описывающей 

кинетику хемилюминесценции при иницииро-

ванном окислений подсолнечного масла.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Введение в окисляющуюся систему усилителя 

хемилюминесценции приводит не только к уве-

личению на порядок общей интенсивности све-

чения, но и к изменению характера кинетики. 

При этом характерные пики на кинетических 

кривых по окончании периода индукции процесса 

окисления исчезают, но не изменяется величина 

самого периода индукции. Разработанная кине-

тическая схема из 23 элементарных реакций дала 

возможность показать, что указанные различия 

являются следствием непропорционального уве-

личения с помощью хелата европия квантовых 

выходов хемилюминесценции от нескольких элек-

тронно-возбужденных продуктов (эмиттеров 

света), образующихся в процессе окисления.

Работа выполнена при поддержке Министер-

ством науки и высшего образования РФ в рамках 

(госзадания по теме № 001201253314).
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INFLUENCE OF EUROPIUM CHELATE ON THE CHEMILUMINESCENCE 

KINETICS DURING FREE-RADICAL OXIDATION OF LIPID SAMPLES 

OF VEGETABLE ORIGIN

V. V. Naumov1, G. F. Fedorova1, T. L. Veprintsev1,  

O. I. Yablonskaya1, A. V. Trofimov1,2*
1 Emanuel Institute of Biochemical Physics,  Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

2Moscow Institute of Physics and Technology (National Research University), Dolgoprudny, Russia

*E-mail: avt_2003@mail.ru

The chemically inert luminophore, chemiluminescence enhancer 1,10-phenanthroline-tris(thenoyl-trifluoroace-
tonate) of trivalent europium, increases the intensity of the light emission by an order of magnitude during the 
initiated oxidation of lipid samples of vegetable origin (sunflower oil). The introduction of the light enhance r into 
the chemiluminescence system leads to altering the kinetic profile, removing characteristic peaks on the kinetic 
curves at the end of the induction period of the oxidation process, but without changing the induction period 
itself. With the mathematical computer modeling based on a kinetic scheme of 23 elementary reactions, it was 
shown that the observed kinetic behavior can be rationalized by a disproportionate increase in quantum yields of 
chemiluminescence derived from different electronically excited products (light emitters) formed during the 
oxidation process.

Keywords: chemiluminescence, 1,10-phenanthroline-tris(thenoyl-trifluoroacetonate) of trivalent europium, 
vegetable lipids, free-radical oxidation, kinetics.
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На основе фосфатидилхолина сои (ФХ) была получена липосомальная форма комбинации гидро-
фобных нутрицевтиков (омега-3 докозагексаеновой полиненасыщенной жирной кислоты (ДГК) 
и одного из наиболее активных растительных антиоксидантов, а именно эфирного масла гвоздики 
(ЭМГ)). С помощью ЭПР-спектроскопии изучено влияние ДГК и ЭМГ на микровязкость бислоя 
липосом ФХ. Кроме того, по данным дифференциально-сканирующей калориметрии установлено 
влияние ДГК и ЭМГ на фазовое состояние бислоя модельных липосом дипальмитоилфосфати-
дилхолина. Комбинацией методов ЭПР-спектроскопии, дифференциально-сканирующей кало-
риметрии, а также лазерного светорассеяния изучено, каким образом инкапсулирование липосом 
ФХ-ДГК-ЭМГ ковалентным конъюгатом (К) казеината натрия и мальтодекстрина влияет как на 
структурное состояние бислоя, инкапсулированных липосом, так и на структурные (молярная 
масса, размер, плотность, архитектура, дзета-потенциал) и термодинамические параметры (осмо-
тический второй вириальный коэффициент) сформировавшегося между ними водорастворимого 
супрамолекулярного комплекса ФХ-ДГК-ЭМГ-К. Установлены ключевые структурные параметры 
этого комплекса, обеспечивающие эффективную защиту ПНЖК, входящих в его состав, от оки-
сления кислородом воздуха. 
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1. ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время общепризнано, что дефицит 
в организме человека ряда биологически активных 
веществ, так называемых нутрицевтиков (веществ, 
обладающих, как питательной, так и фармацев-
тической ценностью), может приводить к разви-
тию различных хронических неинфекционных 
заболеваний (сахарный диабет 2-го типа, онко-
логия, сердечно-сосудистые и нейродегенератив-
ные заболевания) [1, 2]. Установлено, что обога-
щение пищевых продуктов низкомолекулярными 
нутрицевтиками (антиоксидантами (эфирные 
масла, каротиноиды и др.), фосфолипидами, не-
заменимыми полиненасыщенными жирными 
кислотами (омега-3 и омега-6 ПНЖК в их опти-
мальном соотношении 1 : 1 ÷ 4 : 1), витаминами 
(Д, В, С и др.)), является эффективной стратегией 

в противодействии дефициту биологически ак-
тивных веществ [3, 4]. Однако сохранение струк-
туры нутрицевтиков и, соответственно, их био-
логической активности остается проблемой на 
практике. Для решения этой проблемы разраба-
тываются различные по своей природе пер-
оральные системы доставки нутрицевтиков (ми-
целлы, липосомы, полимерные наночастицы и 
эмульсии) [5, 6].

Хорошо известно, что уникальная структура 
липосом позволяет широко использовать их для 
инкапсулирования и в качестве средства доставки 
различных активных фармацевтических ингре-
диентов [7], однако их применение для инкапсу-
лирования нутрицевтиков еще недостаточно хо-
рошо изучено. Среди липосом фосфолипидов 
липосомы фосфатидилхолина (ФХ) являются 
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одними из наиболее перспективных и полезных 
для здоровья природных наноразмерных систем 
доставки как гидрофобных, так и гидрофильных 
нутрицевтиков. Такая липосомальная форма ну-
трицевтиков обладает рядом преимуществ перед 
другими системами доставки. Так, сходство би-
слоя ФХ с клеточной мембраной может облегчить 
биоусвоение нутрицевтиков в клетках пищевари-
тельного тракта [8]. Кроме этого, биоусвоению 
нутрицевтиков может содействовать способность 
липосом ФХ формировать смешанные мицеллы 
с желчными солями в тонком кишечнике. И в 
дополнении к этому ФХ является хорошо из-
вестным гепатопротектором [9]. Однако, наряду 
с этими преимуществами, липосомы ФХ имеют 
ряд недостатков. Это – нестабильность структуры 
липосом и связанное с этим, неконтролируемое 
высвобождение из них загруженных нутрицевти-
ков, а также склонность липосом ФХ, изначально 
содержащих ПНЖК, к автоокислению кислоро-
дом воздуха, особенно при повышенных темпе-
ратурах пищевых производств и при хранении. 

В настоящее время хорошо известно, что при-
родные биосовместимые полимеры могут улуч-
шить растворимость лекарственных веществ и 
повысить их пероральную биодоступность [10, 
11]. При этом в случае разработки пероральных 
систем доставки липосомальных форм нутрицев-
тиков большой интерес вызывают ковалентные 
конъюгаты пищевых белков и полисахаридов, 
полученные объединением аминогрупп белка с 
восстанавливающими кaрбонильными концевыми 
группами полисахаридов на первой стадии реак-
ции Майара (Maillard). Основными преимуще-
ствами ковалентных конъюгатов, полученных по 
реакции Майяра, являются их растворимость и 
стабильность в широких диапазонах рН и ионной 
силы, включая изоэлектрическую точку белков 
[12], а также контролируемый ферментативный 
гидролиз в пищеварительном тракте, задаваемый 
как природами белка и полисахарида, так и их 
молярным соотношением в конъюгате [13]. Эти 
свойства ковалентных конъюгатов могут быть 
важны при инкапсулировании и защите нутри-
цевтиков в экстремальных условиях пищевых 
производств и при хранении, а также для их кон-
тролируемого высвобождения и биодоступности 
в различных условиях окружающей среды пище-
варительного тракта (специфические ферменты, 

рН и ионная сила в ротовой полости, желудке и 
тонком кишечнике). 

Таким образом, целью нашей работы было 
выяснение физико-химических закономерностей, 
лежащих в основе формирования структуры, и 
свойств системы доставки на основе ковалентного 
конъюгата казеината натрия (Каз-Na) и мальто-
декстрина (МД) для липосомальной формы фос-
фатидилхолина (ФХ), обогащенной комбинацией 
гидрофобных нутрицевтиков, а именно омега-3 
ПНЖК (докозагексаеновой жирной кислотой, 
ДГК) и наиболее эффективным растительным 
антиоксидантом (эфирным маслом гвоздики, 
ЭМГ [14]) в их адекватных для оздоровительного 
эффекта количестве и соотношении [15]. 

Для достижения этой цели необходимо было 
решить ряд задач. Используя ЭПР-спектроско-
пию, а также дифференциальную сканирующую 
калориметрию (ДСК) ставилась задача изучить 
влияние встраивания выбранных гидрофобных 
нутрицевтиков (ДГК, ЭМГ), а также инкапсули-
рования липосом конъюгатом Каз-Na-МД (К), 
на структурное состояние бислоя липосом, сфор-
мированных в водной среде. Проводя измерения 
методом лазерного светорассеяния в статическом, 
динамическом и электрофоретических режимах 
ставилась задача охарактеризовать структурные 
(размер, молярная масса, архитектура, заряд, 
плотность), а также термодинамические (осмо-
тический второй вириальный коэффициент) па-
раметры супрамолекулярных комплексов ФХ-
ДГК-ЭМГ-К в водной среде. На основании по-
лученных данных требовалось выяснить основные 
взаимосвязи между структурными/термодинами-
ческими параметрами супрамолекулярного ком-
плекса ФХ-ДГК-ЭМГ-К и его функционально-
стью, а именно растворимостью в водной среде 
и защитными способностями по отношению к ав-
тоокислению кислородом воздуха включенных 
в его состав эссенциальных ПНЖК.

2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

2.1. Материалы

Были использованы: соевый фосфатидилхолин 
(ФХ) 98%-ной химической чистоты (марка Lipoid 
S 100) производства фирмы “Lipoid GmbH” (Гер-
мания) – cостав основных жирных кислот ФХ 
представлен ранее в работе [16]; докозагексаено-
вая полиненасыщенная жирная кислота (ДГК) ³ 
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98%-ной химической чистоты (D2534, “Sigma-
Aldrich”, США); cинтетический дипальмитоил-
фосфатидилхолин (ДПФХ) 99%-ной химической 
чистоты (P-5911, “Sigma-Aldrich”, США); кова-
лентный конъюгат казеината натрия (Каз-Na) 
(С8654, Sigma-Aldrich, Новая Зеландия) и маль-
тодекстрина (МД) марки Paselli SA2 с декстроз-
ным эквивалентом равным 2 (“Avebe Group”, 
Нидерланды), был приготовлен при весовом со-
отношении белок : мальтодекстрин = 1 : 2 по ме-
тодике, описанной ранее [6]; эфирное масло из 
бутонов цветов гвоздичного (ЭМГ) дерева 
(Eugenia caryophyllata Thumb, “Plant Lipids Ltd.”, 
Индия); 16-доксилстеариновая кислота (16-ДСК, 
810604Р, “Avanti Polar Lipids”, США); NaН2РО4, 
Na2HPO4, HCl, NaOH, NaN3, трихлоруксусная 
кислота (ТХУ), тиобарбитуровая кислота (ТБК), 
диэтиловый эфир (“Баум-Люкс”, Россия) имели 
высокую степень химической чистоты (> 99%),  
С2Н5ОН – 95%. Все растворы были приготовлены 
на бидистиллированной воде. Азид натрия (2 · 10-4 
г/мл) добавлялся к буферу в качестве антимикроб-
ного агента.

2.2. Методы

Липосомы ФХ (1.0 · 10–3 г/мл) и ДПФХ (1.0 · 
· 10–3 г/мл), нагруженные докозагексаеновой ки-
слотой (0.5 · 10–3 г/мл) при отсутствии и в присут-
ствии (0.06 · 10–3г/мл) ЭМГ, получали по методике, 
включающей несколько последовательных стадий. 
На первой стадии необходимые количества ФХ/
ДПФХ и ДГК растворяли в этаноле. При этом в 
случае липосом ФХ-ДГК и ФХ-ДГК-ЭМГ дости-
галось равное весовое соотношение омега-3 к 
омега-6 ПНЖК. Затем к полученному раствору 
добавляли фосфатный буфер (рН 7.0, I = 0.001M) 
до 50%-ной объемной концентрации спирта в 
водной среде. Для экспериментов, в которых не 
изучалась защита от окисления, пропускали через 
полученную дисперсию инертный газ аргон в те-
чение 1 мин. Далее проводили механическую го-
могенизацию этой дисперсии при 20000 об/мин, 
2 мин (“Heidolph”, Германия). В процессе гомо-
генизации при необходимости добавляли спир-
товой раствор ЭМГ. 

На следующей стадии полученную дисперсию 
обрабатывали ультразвуком (гомогенизатор VCX-
130, “Sonics & Materials”, США) три раза по 5 мин 
(40%-ная мощность сигнала в режиме: 30 с обра-
ботки – 30 с перерыв). При обработке ультразву-

ком образец находился во льду. Затем полученную 
дисперсию пропускали 19 раз через мембранный 
фильтр с диаметром пор 100 нм, используя экс-
трудер (“Avanti Polar Lipid”, США). 

Для удаления этанола из полученных дис-
персий ФХ/ДПФХ использовали равновесный 
диализ против фосфатного буфера (pH = 7.0, 
I = 0.001 M), гидромодуль составлял 20, продол-
жительность диализа – 24 ч. Предварительная 
оценка показала, что липосомы ФХ/ДПФХ не 
проникали через поры используемого диализного 
шланга (Visking Dialysis Tubing, тип 36/32, “Serva 
Electrophoresis”, Германия). Остаточное количе-
ство этанола в растворах ФХ/ДПФХ составляло 
0.5 об./об.%. При приготовлении липосом для 
измерения методом ЭПР использовали гидромо-
дуль 50, остаточное количество этанола в раство-
рах ФХ составляло 0.007 об./об.%. Для экспери-
ментов, в которых не изучалась защита от окисле-
ния, липосомы хранили в среде Ar в холодильнике 
(2–8 °С).

Самопроизвольные образования супрамоле-
кулярных комплексов конъюгата Каз-Na‒МД (К) 
с липосомами формировались (40 °С, 1 ч) при 
смешении растворов конъюгата и липосом в тер-
мостатируемом шейкере (GFL 3032, Германия). 
Весовое соотношение липосомы : конъюгат = 
= 1 : 10. Ранее было показано, что данное соотно-
шение обеспечивало высокие защитные свойства 
конъюгата по отношению к автоокислению ли-
посом ФХ, обогащенных триглицеридами льня-
ного масла, содержащими 55% a-линоленовой и 
19% линолевой ПНЖК [6].

Измерение термодинамических параметров и 
функций фазового перехода в бислое липосом 
проводили на модельном дипальмитоилфосфа-
тидилхолине с использованием метода ДСК на 
микрокалориметре ДАСМ-4M (Пущино, Россия). 
Измерения проводили при постоянном давле-
нии в 2.5 атм в температурном диапазоне от 20 
до  50  °С. Скорость нагрева соответствовала 
0.5 °C/мин для всех измерений. Концентрация в 
образцах составляла (1.0·10–3 г/мл) ДПФХ. Чув-
ствительность калориметрического измерения 
составляла не менее 5 · 10-6 Дж/с. Результаты, 
представленные в данной работе, являются сред-
ним значением, как минимум, трех независимых 
измерений.

Многоугловое лазерное (633 нм, Не–Ne лазер) 
светорассеяние в статическом и динамическом 
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режимах (ЛС-01, ЗАО “Научные приборы” Санкт-
Петербург, Россия) использовали для определения 
как структурных параметров (гидродинамического 
радиуса, Rh; радиуса инерции, RG; структурно-
чувствительного параметра, характеризующего 
форму частиц, ρ = RG/Rh; средневесовой молярной 
массы, Mw; плотности, d = Mw/(NAV)), так и тер-
модинамического параметра – осмотического 
второго вириального коэффициента, A2, характе-
ризующего термодинамическое сродство частиц 
комплекса к растворителю [6]. Результаты, пред-
ставленные в данной работе, являются средним 
значением экспериментальных величин, полу-
ченных в статическом режиме при экстраполяции, 
выполненной по 13 углам рассеяния в диапазоне 
40–140° и как минимум по семи значениям кон-
центраци. В диинамическом режиме измерений 
усреднение проводили, как минимум, по десяти 
независимым измерениям.

Данные, полученные методом дифференци-
альной рефрактометрии (633 нм, “Shimadzu”, 
Япония) использовали для определения инкре-
ментов показателей преломления, dn/dc, изуча-
емого конъюгата Каз-Na‒МД и его комплексов 
с липосомами, dn/dc = 0.17 · 10–3 ± 0.01 м3/кг.

Метод электрофоретического лазерного рас-
сеяния света (633 нм, Не–Ne-лазер, двуугловой 
анализатор размера частиц и молекул Zeta sizer 
Nano ZS, “Malvern”, Великобритания) использо-
вали для измерения дзета-потенциала. Результаты, 
представленные в данной работе, являются сред-
ним значением, как минимум, пяти независимых 
измерений.

Структурное состояние бислоя изучаемых ли-
посом как свободных, так и инкапсулированных 
конъюгатом, оценивали с помощью спектро-
скопии электронного парамагнитного резонанса 
(ЭПР). Спектры ЭПР были получены в присут-
ствии спинового зонда (16-доксилстеариновой 
кислоты) при температуре 20 °C на спектрометре 
EMX (Bruker, Германия). Кажущуюся микровяз-
кость глубоколежащих областей бислоя (20–22 Å) 
липосом характеризовали временем вращательной 
корреляции (τC) зонда 16-ДСК, которое рассчи-
тывалось по формуле для быстрого анизотропного 
вращения радикала [17]. Молярное соотношение 
16-ДСК и ФХ составляло 1 : 1000. Концентра
ция ФХ поддерживалась постоянной и равной 
1.56 мг/мл. Концентрации других компонентов 
липосом составляли: 0.875 для ДГК, 0.1 для ЭМГ 

и 10 мг/мл для конъюгата (Каз-Na–МД). Резуль-
таты, представленные в данной работе, являются 
средним значением, как минимум, десяти неза-
висимых измерений.

Метод спектрофотомерии (спектрофотометр 
СФ-2000, “Спектр”, Россия) был использован для 
оценки как степени инкапсулирования липосом 
конъюгатом Каз-Na‒МД по величине абсорбции 
свободными липосомами, измеренной при длине 
волны l = 215 нм в их экстракте диэтиловым эфи-
ром из водных растворов, так и вторичного про-
дукта перекисного окисления липидов – малоно-
вого диальдегида (МДА) по реакции с ТБК в при-
сутствии ТХУ.

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием программ Microsoft Excel 2013 (Microsoft 
Corporation, USA) и Origin Pro 8.1 (OriginLab, 
USA). Для определения статистических различий 
проводился однофакторный дисперсионный ана-
лиз (ANOVA) с Тьюки (Tukey)-тестом. Статисти-
ческая значимость различий между сравнивае-
мыми группами устанавливалась на уровне 
p  < 0.05.

3. ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

3.1. Структурные и термодинамические 
параметры супрамолекулярных комплексов

В первую очередь необходимо отметить, что 
степень инкапсулирования всех видов изученных 
липосом конъюгатом Каз-Na‒МД составляла  
≥95%. Общую структуру супрамолекулярных ком-
плексов и их термодинамическое сродство к вод-
ной среде характеризовали методом лазерного 
светорассеяния в статическом, динамическом и 
электрофоретических режимах. В табл. 1 пред-
ставлены измеренные значения структурных и 
термодинамических параметров образующихся 
супрамолекулярных комплексов конъюгата Каз-
Na‒МД с липосомами (ФХ-ДГК) при отсутствии 
и в присутствии ЭМГ.

Величина структурно-чувствительного пара-
метра r, лежащая в пределах ошибки измерений 
в диапазоне от 1 до 2, указывает на то, что супра-
молекулярные частицы, так же как и исходный 
конъюгат, имели сферическую архитектуру [18]. 
Сопоставление средневесовых молярных масс 
комплексов и исходного конъюгата Каз-Na‒МД 
свидетельствует о значительной ассоциации ис-
ходных частиц конъюгата в результате инкапсу-
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лирования липосом. При этом коэффициент ас-
социации (kMw = Mw

комплекса/Mw
конъюгата) достигал 

величины ~17 для комплекса ФХ-ДГК-К и ~20 – 
для комплекса ФХ-ДГК-ЭМГ-К. При этом, ра-
диус инерции, RG, комплексов сохранялся, как и 
у конъюгата, на субмикронном уровне. В то же 
время коэффициент увеличения размера час
тиц  в  результате этой ассоциации (kRG  = 
= RG

комплекс/ RG
конъюгат) был практически на порядок 

ниже, чем kMw. А именно, kRG ≈ 2.3 для комплекса 
ФХ-ДГК-К и kRG ≈ 1.7 для комплекса ФХ-ДГК-
ЭМГ-К. В результате наблюдаемая ассоциация 
приводила к возрастанию плотности (d) ком-
плексных частиц, величина которой достигала 
практически четырехкратного увеличения по 
сравнению с плотностью частиц конъюгата в слу-
чае присутствия ЭМГ в липосомах. 

На основании этих данных можно предполо-
жить, что липосомы играли роль эффективных 
как межмолекулярных, так и внутримолекулярных 
“сшивающих” агентов, особенно в присутствии 
ЭМГ. Функция ЭМГ, как “сшивающего” агента 
белковых макромолекул, подтверждается литера-
турными данными [6]. При этом сравнение вели-
чин z-потенциала исходного конъюгата и ком-
плексов (табл. 1) с величиной z-потенциала со-
ответствующих липосом – (-63.2 ± 3.2) мВ для 
ФХ-ДГК и (-63.3 ± 3.2) мВ для ФХ-ДГК-ЭМГ, 
указывает на значительное снижение z-потенци-
ала липосом при их инкапсулировании конъюга-
том Каз-Na‒МД. На основании этого можно 
предположить, что электростатические взаимо-
действия между противоположно заряженными 
функциональными группами белка и липидов 
(ФХ и ДГК) вносят существенный вклад в фор-
мирование изучаемых супрамолекулярных ком-
плексов. При этом важно отметить, что величина 
z-потенциала комплексов, превышающая 30 мВ, 
обеспечивала им высокий уровень растворимости 

и коллоидной стабильности в водной среде. Это 
хорошо согласовывалось с высокими положитель-
ными значениями осмотического второго вири-
ального коэффициента в разложении химических 
потенциалов растворителя и комплексов по кон-
центрации, характеризуя высокое термодинами-
ческое сродство комплексов к водной среде. 

3.2. Структурное состояние бислоя липосом

Для оценки структурного состояни бислоя ли-
посом ФХ в супрамолекулярных комплексах ис-
пользовали метод ЭПР-спектроскопии. В табл. 2 
представлены данные о влиянии введения ДГК и 
ЭМГ, а также инкапсулирования липосом конью-
гатом Каз-Na–МД, на время вращательной кор-
реляции в двух перпендикулярных направлениях 
(τC1, τC2) спинового зонда 16-ДСК в глубоколежа-
щих областях (20–22 Å) бислоя липосом ФХ. Вве-
дение ДГК статистически достоверно снижало 
время вращательной корреляции зонда 16-ДСК, 
свидетельствуя об уменьшении микровязкости 
бислоя ФХ, находящегося в жидкокристалличе-
ском состоянии. Этот результат был обусловлен 
нарушением упорядоченности бислоя за счет 
встраивания в него изогнутых полиненасыщенных 

Таблица 1. Значения структурных и термодинамических параметров ковалентного конъюгата Каз-Na‒МД (К), 
а также его комплексов с липосомами ФХ-ДГК при отсутствии и в присутствии эфирного масла гвоздики  

(рН = 7.0, I = 0.001 М, 25 °С)

Образец
M
w 

∙ 10-6,

Да
RG,

нм r = RG /Rh
d, 

мг/см3

A2, 

м3/моль
z-потенциал,

мВ
Каз-Na‒МД (К) 6.0 ± 0.8б 125 ± 6в 1.75 ± 0.09а 1.20 ± 0.12в 2.74 ± 0.40в - 23.0 ± 1.2в

ФХ-ДГК-К 101 ± 13а 290 ± 15а 2.10 ± 0.11а 1.63 ± 0.20б 123.8 ± 18.6а - 42.76 ± 2.14а

ФХ-ДГК-ЭМГ-К 120 ± 15а 212 ± 11б 1.95 ± 0.10а 5.19 ± 0.65а 73.7 ± 11.1б - 34.68 ± 1.73б

Примечание. Индексы “а”–“в” указывают на статистически значимые различия (при p < 0.05) между сравниваемыми в од-
ном столбце  величинами измеренных параметров.

Таблица 2. Влияние ДГК, ЭМГ и коньюгата (Каз-Na – 
МД) на время вращательной корреляции спинового 

зонда 16-ДСК в глубоколежащих областях (20–22 Å) 
бислоев липосом ФХ, в водной среде (рН = 7.0, фос-

фатный буфер, I = 0.001М)

Образец τс1 ∙ 1010, с-1 τс2 ∙ 1010, с-1

ФХ 9.60 ± 0.15б 9.5 ± 0.1в

ФХ-ДГК 9.2 ± 0.1в 9.1 ± 0.1г

ФХ-ДГК-ЭМГ 9.2 ± 0.1в 9.0 ± 0.3г

ФХ-ДГК-К 18.7 ± 0.4а 15.90 ± 0.05а

ФХ-ДГК-ЭМГ-К 18.2 ± 0.6а 15.0 ± 0.5б

Индексы “а” –“г” указывают на статистически значимые 
различия (при p < 0.05) между сравниваемыми в одном 
столбце величинами измеренных параметров.
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углеводородных цепочек ДГК [19]. Добавление 
ЭМГ, состоящего на 72% из небольших молекул 
эвгенола, в изученной концентрации не изменяло 
время вращательной корреляции зонда 16-ДСК. 

В то же время инкапсулирование липосом 
конъюгатом приводило к ярко выраженному воз-
растанию времен вращательной корреляции зонда 
16-ДСК, указывая на значительное увеличение 
микровязкости в глубоколежащих областях (20–
22 Å) бислоя липосом ФХ. Такое влияние конъ-
югата, очевидно, было связано со встраиванием 
гидрофобных участков белка в бислой, приводя 
к его уплотнению [20].

Дополнительная информация о влиянии вве-
дения ДГК, ЭМГ и инкапсулирования коньюга-
том Каз-Na–МД на структурное состояние бислоя 
липосом была получена на липосомах модельного 
дипальмитоилфосфатидилхолина методом диф-
ференциальной сканирующей калориметрии. Из 
рис. 1 видно, что на термограмме, полученной для 
липосом ДПФХ, при температуре t = (41.3 ± 0.1) °C 
наблюдается фазовый переход (ФП) бислоя из 
гелеподобного фазового состояния в жидкокри-
сталлическое. Этот переход характеризуется ве-
личиной энтальпии ΔНФП = (17.4 ± 1.6) кДж/моль. 
Инкапсулирование липосом ДПФХ конъюгатом 
приводило к небольшому сдвигу температуры ФП, 

(41.5 ± 0.1) °C, и статистически значимому возра-
станию энтальпии, (25.2 ± 2.3) кДж/моль. По-
видимому, этот результат подтверждает данные 
ЭПР-спектроскопии, предполагающей встраива-
ние гидрофобных участков белка в бислой липо-

Рис. 1. Термограммы фазового перехода бислоя липосом ДПФХ (0.5 · 10-3 М) из гелеподобного в жидкокристалли-
ческое состояние в присутствии ДГК, ЭМГ и в результате инкапсулирования конъюгатом (Каз-Na-МД); рН = 7.0, 
I  = 0.001 М.

Рис. 2. Накопление вторичного продукта перекисного 
окисления ПНЖК (МДА) в водных растворах липосом 
ФХ-ДГК (1), ФХ-ДГК-ЭМГ (2) и супрамолекулярного 
комплекса ФХ-ДГК-ЭМГ-К (3) при их хранении в 
течение 24 сут при комнатной температуре (20–22 оС) 
на свету (рН = 7.0, I = 0.001 М).
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сом ДПФХ. При этом увеличение ΔНФП могло 
свидетельствовать как о формировании новых 
гидрофобных связей между гидрофобными функ-
циональными группами белка и углеводородными 
цепочками жирных кислот в бислое ДПФХ, так 
и о возрастании энергии гидрофобного притяже-
ния между углеводородными цепочками жирных 
кислот ДПФХ, формирующих бислой. 

В присутствии ЭМГ в бислое ДПФХ встраи
вание гидрофобных участков белка, входящего 
в  состав конъюгата, приводило к не столь 
выраженному возрастанию энтальпии ФП, 
(21.3 ± 1.9) кДж/моль, и снижению температуры 
ФП, (41.1 ± 0.1) oC. По-видимому, в присутствии 
ЭМГ меньшее число гидрофобных взаимодей-
ствий белок–ДПФХ было реализовано. 

В то же время встраивание ДГК в бислой ли-
посом ДПФХ переводило его из гелеподобного 
состояния в жидкокристаллическое при темпе-
ратуре менее 40 °C, и фазовый переход между 
этими двумя состояниями на термограммах ис-
чезал (рис. 1). Этот результат согласуется с умень-
шением микровязкости жидкокристаллического 
бислоя ФХ в присутствии ДГК, обнаруженным 
методом ЭПР-спектроскопии. При этом инкап-
сулирование липосом ДПФХ-ДГК и ДПФХ-ДГК-
ЭМГ конъюгатом не могло вернуть бислой из 
жидкокристаллического состояния в гелеподоб-
ное, как хорошо видно на рис. 1.

3.3. Защита ПНЖК от окисления

Высокая плотность (табл. 1) супрамолекуляр-
ного комплекса ФХ-ДГК-ЭМГ-К, а также значи-
тельное возрастание микровязкости бислоя ин-
капсулированных в нем липосом (табл. 2) препят-
ствовали диффузии кислорода к ПНЖК, входя-
щим в их состав, тем самым способствуя защите 
их от автоокисления кислородом воздуха. Об этом 
свидетельствовало отсутствие накопления мало-
нового диальдегида в растворе комплекса ФХ-
ДГК-ЭМГ-К при его хранении в течение 24 сут 
при комнатной температуре на свету (рис. 2). При 
этом следует отметить, что такой эффективный 
растительный антиоксидант, как ЭМГ, также вно-
сил вклад в эту защиту (рис. 2). 

4. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Сформированный супрамолекулярный ком-
плекс ФХ-ДГК-ЭМГ-К отвечал всем требова-
ниям, предъявляемым к системам доставки ну-

трицевтиков. Так, инкапсулирование конъюгатом 
Каз-Na-МД липосомальной формы ДГК в при-
сутствии ЭМГ, сопровождающееся значительным 
повышением микровязкости бислоя липосом, 
ярко выраженной ассоциацией исходного конъ-
югата и повышением плотности комплекса, пре-
пятствовало окислению и деградации ДГК и 
ПНЖК фосфатидилхолина. Кроме этого, термо-
динамическое сродство комплекса к водной среде, 
а также его наноразмеры и высокий дзета-потен-
циал, обеспечивали его высокую водораствори-
мость. Это является одним из ключевых факторов, 
определяющих усвоение пероральной системы 
доставки в биологических жидкостях пищевари-
тельного тракта, на более чем 90%, состоящих из 
воды. 
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STRUCTURAL AND THERMODYNAMIC PARAMETERS OF A BIOPOLYMERIC 
ORAL DELIVERY SYSTEM FOR LIPOSOMAL FORM OF A COMBINATION OF 

NUTRACEUTICALS
М. G. Semenova1*, A. S. Antipova1, E. I. Martirosova1, M. S. Anokhina1,  

D. V. Zelikina1, N. G. Bogdanova1, N. P. Palmina1

1Emanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia.

*E-mail: mariagersem@mail.ru

A liposomal form of a combination of hydrophobic nutraceuticals (omega-3 docosahexaenoic polyunsaturated 
fatty acid (DHA) and clove essential oil (CEО)) was prepared based on soya phosphatidylcholine (PC). The 
impact of DHA and CEO on the microviscosity of the bilayer of PC liposomes was investigated through the use 
of EPR spectroscopy. Furthermore, the influence of DHA and CEO on the phase state of the bilayer of model 
dipalmitoylphosphatidylcholine liposomes was ascertained through the analysis of DSC data. A combination of 
EPR spectroscopy, DSC and laser light scattering methods was employed to investigate the effect of liposome 
encapsulation (PC-DHA-CEO) with a covalent conjugate (С) of sodium caseinate and maltodextrin on the 
structural state of the encapsulated liposome. Furthermore, the investigation concentrated on the structural 
characteristics (molar mass, size, density, architecture and zeta potential) and the thermodynamic parameters 
(osmotic second virial coefficient) of the water-soluble supramolecular complex PC-DHA-CEO-С. The key 
structural parameters of this complex have been identified as providing effective protection of PUFAs included 
in its composition from oxidation by air oxygen.

Keywords: liposomes, biopolymers, nutraceuticals, structure, thermodynamic parameters, supramolecular com-
plex, delivery system.
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Разработан высокочувствительный метод для количественного экспресс-определения сердечного 
тропонина (cTn I) в сыворотке крови человека. Метод основан на проведении иммуноферментного 
анализа (ИФА) на магнитных частицах в объеме образца сыворотки крови, что позволяет суще-
ственно снизить диффузионные ограничения, характерные для традиционного ИФА. В качестве 
ферментной метки использовался высокопроизводительный фермент – щелочная фосфатаза, 
который в комбинации с субстратом 1-нафтилфосфатом натрия демонстрировал каталитическую 
эффективность: (kcat  /Km) = 26 500 (с · ммоль/л)-1. Электрохимическое детектирование сигнала было 
реализовано на планарных электродных структурах, изготавливаемых по промышленной техно-
логии трафаретной печати. Детектирование проводилось в режиме дифференциальной импульсной 
вольтамперометрии с расчетным пределом обнаружения в 0.075 мкмоль/л продукта ферментатив-
ной реакции, что существенно превосходит чувствительность колориметрических методов детек-
тирования. Комбинация предложенных методов и подходов позволила реализовать количественный 
анализ сTn I в сыворотке крови человека за 20 мин с расчетным пределом обнаружения в 7 пг/мл 
и верхним референтным пределом нормы (99-й процентиль), составляющим 22 пг/мл.

Ключевые слова: иммуноферментный анализ, магнитные частицы, щелочная фосфатаза, электро-
химическое детектирование, сердечный тропонин I.
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1. ВВЕДЕНИЕ

Сердечно-сосудистые заболевания, такие как 

острый инфаркт миокарда (ИМ), являются одной 

из наиболее распространенных причин смерти 

людей как в развивающихся, так и в развитых 

странах [1–4]. Диагностика ИМ – сложный про-

цесс, который требует комплексного подхода, 

сочетающего несколько методов исследований, 

таких как оценка симптомов, электрокардиог-

рамма, определение биомаркеров повреждения 

сердечной мышцы и пр. Одним из ключевых би-

омаркеров, используемых для диагностики ИМ, 

является сердечный тропонин I (cTnI) [5, 6]. Он 

представляет собой контрактильный белок опре-

деленной структуры [7], присутствующий исклю-

чительно в сердечной мышце, который высвобо-

ждается в кровь при повреждении миокарда (ин-

фаркте миокарда) [8]. 

Физиологический уровень сTnI в крови здо-

рового человека составляет менее 0.04 нг/мл [9]. 

Патологическая концентрация cTnI в крови, сви-

детельствующая о повреждении сердечной 

мышцы, может быть определена несколькими 

методами, которые различаются по продолжи-

тельности анализа и чувствительности. 

Для количественного определения cTnI ши-

роко применяется иммуноферментный анализ 
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(ИФА), в основе которого лежит специфическая 

реакция антиген–антитело. Выявление образо-

вавшегося комплекса проводят с использованием 

фермента в качестве метки для регистрации сиг-

нала. Нижние пределы обнаружения для cTn I 

методом ИФА могут находиться в интервале ва-

рьирования от 0.01 до 0.04 нг/мл [10], однако 

время анализа оказывается довольно длительным 

и обычно составляет около 1–2 ч.

В настоящей работе предложен метод количе-

ственного определения сердечного тропонина I 

в сыворотке и плазме крови человека методом 

гетерогенного иммуноферментного анализа на 

магнитных частицах с электрохимическим детек-

тированием сигнала. В разрабатываемом методе 

использование магнитных частиц в качестве твер-

дой фазы [11] дает ряд преимуществ перед тради-

ционными методами гетерогенного ИФА, прово-

димыми на поверхности полистирольных план-

шетов. Реакция взаимодействия целевого антигена 

с антителами, связанными с поверхностью маг-

нитных частиц, происходит в объеме образца, 

благодаря чему преодолеваются диффузионные 

ограничения и увеличивается скорость и имму-

нореакции, и ферментативного процесса. Элек-

трохимический метод детекции характеризуется 

быстротой и чувствительностью и широко исполь-

зуется для определения различных белков в крови 

[12]. Предлагаемый метод анализа может быть 

реализован за 20 мин, что сопоставимо с совре-

менными методами экспресс-диагностики мар-

керов крови [13, 14]. Чувствительность метода 

иммуноанализа сравнима с традиционным ИФА 

и современными методами анализа и составляет 

7 пг/мл. Верхний референтный предел нормы 

(99-й процентиль) составляет 22 пг/мл. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Ковалентная модификация магнитных частиц

Магнитные частицы SileksMag-NH2, производ-

ства ООО “Силекс”, (Россия) покрыты SiO2-обо-

лочкой и имеют на своей поверхности активные 

NH2-группы для возможности иммобилизации 

антител (АТ) захвата к cTnI (клоны 20С6 и 7В9 

производства ООО “Хайтест”, Россия). Такие 

частицы активно используются для выделения 

различных белковых структур [15]. Ковалентная 

иммобилизация антител на поверхности магнит-

ных частиц проводилась по методике производи-

теля – ООО “Силекс”. Модифицированные час-

тицы в концентрации 10 мг/мл необходимо хра-

нить в фосфатно-солевом буфере с добавлением 

0.5% бычьего сывороточного альбумина (БСА), 

1% L-метионина, 0.02% NaN3 при рН 7.4 и тем-

пературе 4 °С.

Конъюгирование антител с ферментной меткой

Для конъюгирования антител детекции к cTn I 

(клоны 506сс и RecR33сс) с ферментом щелочной 

фосфатазой (код LPP-229, Toyobo enzymes, Japan) 

использовали метод сшивки через модификацию 

антител N-сукцинимидил-S-ацетилпропионатом 

(SATP, производства компании Thermo Fisher, 

(USA) и фермента через модификацию сульфо-

сукцинимидил-4-[N-малеидометил]циклогексан-

1-карбоксилатом ((Sulfo-SMCC), Thermo Fisher, 

(USA), согласно протоколу производителя. В ре-

зультате получали стоковый раствор антител, 

конъюгированных с ферментной меткой с кон-

центрацией АТ 1 мг/мл.

Ферментативная реакция

Мононатриевая соль 1-нафтилфосфата исполь-

зовалась как электрохимический субстрат для 

фермента щелочной фосфатазы. В результате фер-

ментативного гидролиза 1-нафтилфосфата в ще-

лочной среде при pH 9.5 – 10 образуется электро-

химически активный продукт реакции – 1-на-

фтол. Константу Михаэлиса (Km) и максимальную 

скорость ферментативного процесса (Vmax) с суб-

стратом 1-нафтилфосфатом мононатриевой соли 

определяли по кривой Михаэлиса–Ментена [16] 

для щелочной фосфатазы в составе иммунологи-

ческого комплекса на магнитных частицах. Эк-

спериментально рассчитанная величина Km со-

ставляла 0.127 ммоль/л при максимальной ско-

рости реакции 13 800 нА/(с · мкмоль · л-1). Для 

обеспечения оптимальных условий работы фер-

ментной метки используют концентрацию суб-

страта >10Km. Это позволяет добиться максималь-

ной скорости наработки продукта в течение всего 

времени процесса. Для проведения анализа была 

выбрана концентрация ферментативного суб-

страта, равная 1.5–2 ммоль/л. Щелочная фосфа-

таза в комбинации с субстратом 1-нафтилфосфа-

том демонстрирует высокую каталитическую 

эффективность (kcat/Km) = 26 500 (с · ммоль/л)-1, 

где каталитическую константу kcat оценивали из 

данных по Vmax и чувствительности метода элек-

трохимической детекции к продукту фермента-
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тивной реакции 1-нафтолу (4.1 нА на 1 мкмоль/л 

1-нафтола). 

ДЕТЕКТИРОВАНИЕ 
ЭЛЕКТРОХИМИЧЕСКОГО СИГНАЛА

В результате проведения электрохимической 

реакции на поверхности рабочего электрода 

происходило окисление гидроксильной группы 

1-нафтола с образованием продукта реакции – 

1,4-нафтохинона. Электрохимическое окисление 

фенольных соединений активно используется для 

изучения ферментативных процессов в различных 

системах [17, 18]. 

В работе использовались двухэлектродные 

электрохимические сенсоры, изготовленные на 

лавсановых подложках по технологии трафарет-

ной печати с золотым рабочим электродом и 

электродом сравнения Ag/AgCl производства ООО 

“Компания “Элта”, (Россия). Для изготовления 

рабочего электрода использовалась паста ПЗл-М 

производства ООО “НПП Дельта-пасты” (Рос-

сия), а для электрода сравнения – паста ПСХП-1 

того же производителя.

Электрохимические сигналы 1-нафтола реги-

стрировали в буферном растворе диэтаноламина 

с концентрацией 50 ммоль/л с добавлением 

5 ммоль/л MgCl2 и 100 ммоль/л KCl с pH = 9.5 

методом дифференциально-импульсной вольтам-

перометрии (ДИВАМ) на потенциостате Corrtest 

CS350M производства компании Wuhan Corrtest 

Instruments Corp., Ltd., (КНР) при следующих 

условиях регистрации: Ebegin = 0.05 В, Eend = 0.5 В, 

ΔE = 12.5 мВ, Epuls= 50 мВ, tpuls = 0,06 c, Npuls= 0.5. 

Чувствительность электрохимического детекти-

рования 1-нафтола методом ДИВАМ составляет 

k = 4.1 нА/(мкмоль л-1), а расчетный предел об-

наружения (3SD0/k) = 0.075 мкмоль/л (1.5 пмоль), 

что существенно превосходит чувствительность 

колориметрического анализа, которая составляет 

~8.5 мкмоль/л для 3,3′,5,5′-тетраметилбензидин-

диимина. Линейный характер концентрационной 

зависимости для сигнала ДИВАМ 1-нафтола со-

ставляет 3 порядка и лежит в диапазоне от 0.1 до 

100 мкмоль/л.

Процедура проведения анализа

Сборку иммунологического комплекса осу-

ществляли по следующей процедуре: в пробирку 

с единичным объемом магнитных частиц 

(1–4 мкл), модифицированных АТ к cTnI вносили 

50 мкл сыворотки крови человека, содержащей 

тройной комплекс TnITC в концентрациях 0, 0.75, 

1.875, 7.5 и 10 нг/мл и 75 мкл АТ, конъюгирован-

ных с ферментной меткой, в концентрации 

0.12–1  мкг/мл в фосфатно-солевом буфере с 

Твин-20 0.1% (ФСБТ) и БСА 5% при pH 7.4. 

После смешивания всех компонентов проводили 

их инкубацию в пробирке при комнатной темпе-

ратуре (23–25 °С) и при 37 °С в течение 10 мин и 

постоянном перемешивании. После сборки им-

мунологического комплекса несвязавшиеся ком-

поненты системы убирали путем двукратной от-

мывки магнитных частиц буфером ФСБТ и од-

нократной отмывки 50 ммоль/л диэтаноламино-

вым (ДЭА) буфером с pH = 9.5 для перевода сис-

темы в необходимую для работы фермента 

щелочную среду. Все отмывки осуществлялись 

с использованием внешнего магнитного поля по-

стоянного магнита [19]. Затем к фракции магнит-

ных частиц с иммунологическим комплексом на 

поверхности добавляли 40 мкл субстрата в кон-

центрации 1.5 мкмоль/л в ДЭА-буфере с pH = 9.5 

с добавлением KCl в концентрации 100 ммоль/л 

и MgCl2 в концентрации 5 ммоль/л и инкубиро-

вали в течение 10 мин при комнатной температуре 

или 37 °С и постоянном перемешивании. По исте-

чении времени инкубации субстрат с наработан-

ным продуктом переносили на рабочую поверх-

ность электрохимического сенсора и проводили 

электрохимическое измерение сигнала ДИВАМ 

в условиях для регистрации 1-нафтола.

Оптимизация параметров сборки 
иммунологического комплекса

Предлагаемый метод иммунологического ана-

лиза включает в себя четыре основные стадии: 

иммунохимическая реакция на магнитных части-

цах, отмывка иммунологического комплекса от 

несвязавшихся компонентов системы, инкубация 

с ферментативным субстратом для наработки 

электрохимически активного продукта, регис-

трация электрохимического сигнала.

Эффективная реализация иммунологического 

анализа требует подбора и оптимизации условий 

сборки комплекса на магнитных частицах, таких 

как количество магнитных частиц с АТ захвата, 

концентрация ферментной метки, конъюгиро-

ванной со вторыми антителами, и температура 

процесса. Объем магнитных частиц (V) для ана-
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лиза варьировали в диапазоне от 1 до 4 мкл на 

пробу, концентрацию ферментной метки (C) 

в диапазоне 0.12–1 мкг/мл, сборку иммунологи-

ческого комплекса и наработку продукта реакции 

проводили при комнатной температуре (23–25 °C) 

и при 37 °С. Варьируя один из указанных выше 

параметров, другой оставляли постоянным. 

На рис.1 представлены зависимости интенсив-

ности электрохимического сигнала от объема маг-

нитных частиц и концентрации конъюгата антител 

с ферментной меткой. Данные, полученные при 

электрохимическом детектировании продукта фер-

ментативной реакции, свидетельствуют о том, что 

оптимальный объем магнитных частиц для досто-

верной иммунопреципитации целевого белка из 

образца сыворотки крови человека составляет 

3 мкл на одну пробу (рис. 1а), а конъюгата АТ 

с ферментной меткой – 0.5 мкг/мл (рис. 1б). Уве-

личение объема магнитных частиц и АТ, конъю-

гированных с ферментом, выше оптимальных 

значений существенно не влияет на эффективность 

сборки иммунологического комплекса. Проверка 

температурных режимов для процессов сборки 

иммунологического комплекса и наработки про-

дукта ферментативной реакции показала, что при 

комнатной температуре ферментативный процесс 

существенно замедляется, по сравнению с нара-

боткой при 37 °С, а на сборку иммунологического 

комплекса температурный режим значительного 

влияния не оказывает (рис. 2). 

С использованием данных по оптимизации 

процедуры анализа была получена калибровочная 

зависимость интенсивности электрохимического 

сигнала от концентрации тропонина I в пробе 

с использованием коммерческого калибратора 

тройного комплекса TnITC производства ООО 

“Хайтест” (Россия), рис. 3 (круглые маркеры). 

При сборке иммунологического комплекса для 

калибровочной зависимости использовали маг-

нитные частицы в количестве 3 мкл на одну пробу, 

50 мкл сыворотки крови человека и 75 мкл АТ, 

конъюгированных с ферментной меткой в кон-

центрации 0.5 мкг/мл. Сборку иммунологического 

комплекса проводили в одну стадию при комнат-

Рис. 1. Зависимости электрохимического сигнала от 

количества магнитных частиц (а) и от концентрации 

АТ, конъюгированных с ферментной меткой (б), для 

разной концентрации cTn I в пробе ■ – 1 нг/мл, • – 

10 нг/мл, ▲ – 25 нг/мл.

Рис. 2. Зависимость интенсивности электрохимиче-

ского сигнала от температурного режима сборки им-

мунологического комплекса на магнитных частицах 

и наработки продукта ферментативной реакции; 1 – 

температура сборки иммунологического комплекса 

25 °С, температура наработки продукта ферментатив-

ной реакции 25 °С; 2 – температура сборки иммуно-

логического комплекса 25 °С, температура наработки 

продукта ферментативной реакции 37 °С; 3 – темпе-

ратура сборки иммунологического комплекса 37 °С, 

температура наработки продукта ферментативной 

реакции – 37 °С.
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ной температуре, а наработку ферментативного 

продукта – при 37 °С. Электрохимический сигнал 

регистрировали в режиме ДИВАМ для количе-

ственного определения 1-нафтола. 

Калибровочную зависимость получали в диа-

пазоне концентраций тропонина I от 0 до 

10 нг/мл. Условно зависимость можно разделить 

на два линейных участка – от 0 до 1 нг/мл и от 

1 до 10 нг/л, описываемых уравнениями линейной 

регрессии: y = 228.0x + 1.5 и y = 130.9х + 74.1 со-

ответственно. Разрабатываемый метод иммуноа-

нализа с электрохимическим детектированием 

обладает высокой чувствительностью и низким 

пределом обнаружения. Предел обнаружения, 

рассчитанный по калибровочной зависимости 

в диапазоне концентраций тропонина I от 0 до 

1 нг/мл как 3SD0/228.0, составляет 7 пг/мл. 

Построение калибровочной зависимости по-

зволяет реализовать апробацию метода иммуно-

ферментного анализа на магнитных частицах 

Таблица 1. Сводная таблица данных измерения концентрации тропонина I в образцах сыворотки крови пациентов, 

предоставленных ГКБ №29. Сравнение результатов, полученных в ГКБ №29 и на анализаторе Getein 1100

№ 

пробы

Данные  

из ГКБ №29, 

нг/мл

Данные  

анализатора  

Getein 1100, нг/мл

Расчетные 

значения,  

нг/мл

Относительная 

ошибка,  

%

Iav, нА SD, нА RSD, %

10 0.01 0.01 0.000 ± 0.000 – 1.34 0.07 6

12 0.01 0.01 0.002 ± 0.002 79 1.97 0.38 19

17 0.01 0.01 0.003 ± 0.002 19 2.25 0.35 16

20 0.01 0.01 0.004 ± 0.003 80 2.35 0.70 30

5 0.01 0.01 0.005 ± 0.003 30 2.52 0.66 26

28 0.01 0.01 0.006 ± 0.004 65 2.88 0.90 31

66 0.01 0.01 0.007 ± 0.003 45 3.05 0.70 23

57 0.01 0.01 0.008 ± 0.003 37 3.23 0.64 20

50 0.01 0.01 0.008 ± 0.003 31 3.25 0.54 17

34 0.01 0.01 0.009 ± 0.001 13 3.65 0.29 8

6 0.01 0.01 0.010 ± 0.002 24 3.70 0.54 14

25 0.01 0.01 0.014 ± 0.001 9 4.68 0.26 6

3 0.01 0.01 0.014 ± 0.001 9 4.70 0.30 6

4 0.01 0.01 0.017 ± 0.001 8 5.37 0.32 6

2 0.02 0.01 0.013 ± 0.001 4 4.45 0.17 4

27 0.02 0.01 0.006 ± 0.002 28 2.83 0.38 13

11 0.04 0.01 0.034 ± 0.015 38 9.35 3.38 43

32 0.09 0.06 0.049 ± 0.022 44 12.78 4.92 38

38 0.11 0.08 0.081 ± 0.007 9 20.03 1.58 8

61 0.94 2.54 0.916 ± 0.071 8 210.25 16.21 8

58 10.69 12.27 10.153 ± 0.219 2 1403.13 28.72 2

Примечание: Iav – среднее значение интенсивности электрохимического сигнала, SD – стандартное отклонение интенсив-

ности электрохимического сигнала от среднего значения, RSD – относительное стандартное отклонение интенсивности 

электрохимического сигнала от среднего значения.
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Рис. 3. Калибровочная зависимость интенсивности 

электрохимического сигнала от концентрации тро-

понинового комплекса TnITC в образце (•); на 

вставке – начальный участок калибровочной зависи-

мости; ▲ – интенсивность сигналов c TnI в образцах 

сыворотки крови пациентов в зависимости от кон-

центрации c Tn I по данным ГКБ №29.
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с электрохимическим детектированием на сыво-

ротках крови пациентов с подозрением на инфаркт 

миокарда, предоставленных кардиологическим 

отделением Городской клинической больницы 

№29 (ГКБ №29). На рис. 3 треугольными марке-

рами приведены данные по интенсивности элект-

рохимических сигналов, полученных для образцов 

сыворотки крови пациентов в соответствии с кон-

центрацией сTnI, измеренной на анализаторе 

Mindray bs800 (КНР) в лаборатории ГКБ № 29. 

Полученные значения интенсивности сигналов 

для пациентов удовлетворительно соотносятся с 

калибровочной зависимостью для тройного ком-

плекса TnITC. В табл. 1 представлены данные по 

концентрации сTnI в образцах крови пациентов, 

измеренные в ГКБ №29 на анализаторе Mindray 

bs800, а также референсным методом на экспресс-

анализаторе Getein-1100 (КНР) в лабораторных 

условиях ИБХФ РАН и методом ИФА на магнит-

ных частицах и рассчитанные по уравнениям для 

разных участков калибровочной зависимости. 

Для реализации метода иммуноанализа, кроме 

чувствительности, важным параметром является 

специфичность анализа, которая определяется 

как верхний референтный предел концентрации 

целевого белка, при котором 99 из 100 лиц здоро-

вой популяции будут иметь отрицательный ре-

зультат тестирования – 99-й процентиль. Для 

расчета 99-го процентиля были проведены изме-

рения 16 проб сыворотки здоровых людей, чей 

показатель cTnI не превышает 20 пг/мл. Для 

каждой пробы было проведено по два независи-

мых анализа, включая сборку иммунологического 

комплекса, наработку продукта ферментативной 

реакции и регистрацию электрохимического сиг-

нала. В результате для статистической обработки 

был получен массив из 32 независимых величин. 

С использованием полученных значений интен-

сивностей электрохимического сигнала была про-

ведена линейная интерполяция между соседними 

значениями в наборе данных из 32 упорядоченных 

по величине сигналов. Верхний референтный 

предел концентрации целевого белка или 99-й 

процентиль списка (от меньших к большим) рас-

считывался как наименьшее в списке число, ко-

торое больше, чем 99% всех чисел исследуемого 

ряда. Расчет проводился в программе Excel с ис-

пользованием встроенной статистической 

функции ПРОЦЕНТИЛЬ.ВКЛ. В результате об-

работки значение верхнего референтного предела 

нормы для разрабатываемого метода анализа было 

определено как ~22 пг/мл.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Метод иммуноферментного анализа на маг-

нитных частицах с электрохимическим детекти-

рованием, предложенный в работе, демонстрирует 

высокую чувствительность и специфичность при 

количественном определении сердечного тропо-

нина I в сыворотке крови человека. Разработан-

ный метод может стать платформой для создания 

автоматизированных систем диагностики марке-

ров острого инфаркта миокарда и других специ-

фических маркеров заболеваний. Такие системы 

диагностики могут оказаться востребованными 

для проведения экспресс-анализа в медицинских 

организациях по месту приема пациента.

Авторы выражают благодарность ГКБ №29 за 

предоставленные образцы сыворотки и плазмы 

крови.
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CARDIAC TROPONIN I DETERMINATION BY ELISA IMMUNO ASSAY 

ON MAGNETIC PARTICLES WITH ELECTROCHEMICAL DETECTION

O. N. Sorokina1*, T. S. Konstantinova1, A. K. Vorobyova1, A. D. Vasilyeva1,  

L. V. Yurina1, A. V. Eremenko1, A. V. Lyzhenkova2, L. O. Minushkina3,  

D. A. Zateyshchikov2,3, I. N. Kurochkin1,4
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2 Bauman City Clinical Hospital No.29, Health Department of Moscow, Moscow, Russia
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A high sensitive method for the quantitative rapid determination of cardiac Troponin I in human serum has been 
developed. The method is based on an enzyme-linked immunosorbent assay on magnetic particles in the volume 
of a blood serum sample, which can significantly reduce the diffusion limits typical for common ELISA. Alkaline 
phosphatase which is a high-performance enzyme was used as an enzyme label. The enzyme demonstrated 
a catalytic efficiency (kcat/Km) = 26500 1/(s·mM) in combination with the substrate 1-naphtyl phosphate mono-
sodium salt. The planar electrochemical sensors manufactured by industrial screen-printing technology were used 
for signal detection. The detection was carried out in differential pulse voltammetry mode. The calculated limit 
of detection by the enzymatic reaction product was 0.075 µM which significantly exceeded the sensitivity of 
colorimetric methods. The combination of the proposed methods and approaches makes it possible to obtain 
a quantitative analysis for cardiac TnI in human serum within 20 minutes with an estimated detection limit of 
7 pg/mL and an upper reference limit of normal analyte concentration (99-th percentile) of 22 pg/mL.

Keywords: linked immunosorbent assay, magnetic particles, alkaline phosphatase, electrochemical detection, 
cardiac Troponin I.
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В работе представлены результаты исследования спектр-индуцированной миопии на модели взро-
сления перепела. Методами акустической микроскопии в нативном состоянии определены гео-
метрические размеры структурных элементов глаза, участвующих в фокусировке оптической 
системы, и выявлены закономерности их изменения по мере роста организма и в ходе эмметропи-
зации. Особый упор делался на состав, структуру и механические свойства склеральной оболочки 
как основной несущей ткани глаза, отвечающей за его форму и размер.
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1. ВВЕДЕНИЕ

Упругая роговично-склеральная оболочка за-
щищает орган зрения от физических воздействий, 
обеспечивает опорный каркас внутренних и 
внешних структур глаза, его эмметропию, регу-
лирует нормализацию внутриглазного давления, 
жидкостной метаболизм глазного яблока и защиту 
от ультрафиолета. В процессе онтогенеза проис-
ходит созревание склеры, связанное с изменением 
ее упругих свойств и геометрических размеров. 
Экспериментально показано [1, 2], что к миопи-
ческим нарушениям приводят изменение спект-
рального состава повседневного освещения, на-
ложение рассеивающих линз и частичная экра-
низация глаза. В результате подобных воздействий 
происходит удлинение оптической переднезадней 
оси (ПЗО) глаза. Причиной изменения формы 
глаза является увеличение или уменьшение тол-
щины склеральной оболочки, ее упруго-прочност-
ных свойств и компонентного состава внеклеточ-
ного матрикса [3]. Динамика этих показателей 
является индикатором развития близорукости на 
ранних этапах.

Существует несколько вариантов для условий, 
провоцирующих экспериментальную близору-
кость. Первый из них – это механическая депри-
вация: в глаз лабораторного животного вставля-
ется окклюдер, осуществляющий постоянное 
давление, при котором глазное яблоко начинает 
менять форму. Другим вариантом является изме-
нение параметров повседневного света – его ин-
тенсивности и спектрального состава. Данные 
способы были реализованы на различных видах 
лабораторных животных. Курообразные птицы 
являются успешной биологической моделью для 
экспериментального изучения зрения, в том числе 
механизмов возникновения миопии человека, 
благодаря сходному набору фоторецепторов [4] и 
наличию оксикаротиноидной защиты [5]. Изме-
нения на границе хрящевой и волокнистой склеры 
миопических глаз кур, по-видимому, аналогичны 
изменениям в склере млекопитающих [3].

В работе [6] было показано, что задняя часть 
склеры близоруких глаз цыплят имеет более тол-
стую хрящевую и более тонкую фиброзную часть, 
а в пограничной области наблюдается аномальная 
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пролиферация хондроцитов. В другом экспери-
менте на модели цыплят [7] при механической 
депривации в слабовидящих глазах в хрящевой 
части склеры также наблюдались повышенная 
пролиферация хондроцитов и активный синтез 
внеклеточного матрикса. В работе [8] было устав-
лено, что изменялись упругие свойства только 
задней части склеры, в то время как экваториаль-
ная часть не претерпевала существенных измене-
ний.

Также изучалась возможность возврата глаз-
ного яблока к исходной форме [9]. После извле-
чения окклюдера птиц содержали при двух источ-
никах белого света – стандартного и обогащен-
ного синей спектральной компонентой. Было 
показано, что во втором случае восстановление 
формы шло быстрее предположительно за счет 
метаболических изменений, пролиферации кле-
ток и синтеза коллагена. В работе [10] при исполь-
зовании светодиодных светильников с длиной 
волны λ=465 нм (синий свет) и 615 нм (красный) 
было установлено, что наибольшее влияние на 
изменения ПЗО оказывал спектральный состав 
света, а не его интенсивность.

Экспериментальное стимулирование развития 
близорукости в ускоренной шкале времени реа-
лизуемо при использовании перепела японского 
(Coturnix japonica dom.) [11]. В 2020–2022 нами 
были выполнены исследования структур глаза 
птенцов японского перепела: выявлены особен-
ности развития глаза перепела в норме, показано 
негативное влияние красной спектральной ком-
поненты повседневного освещения на развитие 
глаза [12, 13], исследованы возможности измере-
ния механических характеристик склеры для птен-
цов на ранних сроках [14]. 

Цель данной работы – исследование влияния 
повседневного освещения разного спектрального 
состава (синий – 450 нм, желтый – 570 нм) на 
течение процесса эмметропизации глаза за счет 
изменения в структуре и механических свойствах 
склеральной оболочки. В задачи входило сопо-
ставить данные, полученные ультразвуковыми и 
оптическими методами, с результатами механи-
ческих испытаний на одноосное растяжение. Ос-
новной упор делался на определение возрастных 
триггерных точек в развитии глаза в период от 
вылупления и до полного взросления. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования выполнялись на цыплятах с мо-
мента вылупления до 45 суточного возраста, что 
соответствует приблизительно 0–18 годам воз-
раста человека и охватывает весь период созрева-
ния структур глаза. В рамках данной работы были 
выбраны три критические точки развития: 10 сут – 
цыплята без дифференцировки пола, 25 сут – на-
чало полового созревания и 45 сут – начало яй-
ценоскости. 

Повседневное освещение осуществлялось све-
тодиодными источниками с синим и желтым све-
тофильтрами. Спектр синего освещения (lmax = 
= 450 нм) соответствовал полосе восприятия пре-
имущественно синечувствительных колбочек, 
желтого освещения (lmax = 560 нм) – центральных 
колбочек (рис.1). 

Суточный режим состоял из 16 ч дневного ос-
вещения и 8 ч темноты. Все источники освещения 
были откалиброваны по количеству мВт световой 
энергии в максимуме спектра. Калибровка про-
водилась с использованием спектрометра МК-350. 
Создаваемая освещенность находилась в физио-
логических пределах, соответствовала стандартной 
и была достаточной для уверенного нахождения 
птицами корма и поилок. Птицам был обеспечен 
доступ к воде и корму ad libitum (специализиро-
ванный стандартный корм для цыплят перепе-
лов – ПК2-3). Содержание птиц и их вывод из 
эксперимента декапитацией выполнялись согла-
сно “Правилам надлежащей лабораторной прак-
тики”, утвержденным Приказом Министерства 
Здравоохранения РФ от 1 апреля 2016 года  
№ 199н. Исследования проводились в группах 

Рис. 1. Спектры используемых светильников: желтый 
(1) и синий (2) с максимумами при lmax = 560 и си-
ний – lmax = 450 нм соответственно.
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“желтого” и “синего” света из шести птиц каж-
дого возраста. Вес птиц варьировался в диапазоне 
от (39 ± 1) г для 10 суточных птенцов, (114 ± 5) г – 
для 25 суточных и (165 ± 5) г – для 45 суточных 
птиц. 

Ультразвуковая микроскопия

Для исследования размеров и конфигурации 
глаз в процессе роста использовался акустический 
микроскоп СИАМ-2018, разработанный в ИБХФ 
РАН, Россия [13, 15]. В процессе сканирования 
короткий ультразвуковой фокусированный им-
пульс (30–80 МГц) с полной угловой апертурой 
в 22° распространялся в иммерсионной жидкости. 
Ультразвуковой сигнал частично отражался от 
поверхности глаза, частично распространялся 
вглубь, достигая дна склеральной оболочки. Ам-
плитуда эхо-сигналов с разной глубины регистри-
ровалась и отображалась градациями серого цвета 
шаг за шагом (25 мкм) при перемещении акусти-
ческой линзы в плоскости XZ [16]. Получаемые 
акустические изображения соответствовали са-
гиттальному сечению глаза с ПЗО вдоль оси Z. 
Эхо-импульсным методом измерялись продоль-
ный размер глазного яблока, толщина склерально-
роговичной оболочки и хориоретинального ком-
плекса. Для расчетов использовались опублико-
ванные значения скорости звука в тканях глазах 
[17]. Ультразвуковое сканирование выполнялось 
in vitro на энуклеированных глазах. Лабораторные 
исследования структур глаза методами ультразву-
ковой микроскопии являются неинвазивными, 
не требуют фиксации и окрашивания тканей, по-
зволяют быстро набрать необходимую статистику. 

Механические испытания

Механические свойства склер исследовали 
в условиях одноосного растяжения на универсаль-
ной испытательной машине Instron 5965 (USA), 
оснащенной датчиком ±50 Н. Образцы в форме 
полосок шириной 3.5 мм и длиной рабочей части 
6 мм фиксировали в пневматических захватах 
с прокладками из наждачной бумаги для предот-
вращения проскальзывания. Испытания прово-
дили на воздухе при 23 °C с постоянной скоростью 
деформирования в 6 мм/мин. Механические ха-
рактеристики: модуль упругости на линейном 
участке, E; предел прочности σВ и деформацию 
разрушения εВ определяли по кривым растяжения 
материала в координатах “напряжение–дефор-

мация”. При проведении нагрузочных тестов во-
локнистая часть склеры удалялась при подготовке 
препаратов, так как основную функцию поддер-
жания формы глаза выполняет именно хрящевая 
часть. Для механических испытаний иссекалась 
полоска хрящевой части склеры, не затрагиваю-
щая область зрительного нерва. По данным ра-
боты [7] иссеченные участки захватывали области 
с потенциально измененной толщиной хрящевой 
ткани, повышенной активностью хондроцитов и 
избытком протеогликанов.

Определение содержания мелатонина 
и серотонина в сетчатке

Содержание мелатонина и серотонина опре-
деляли масс-спектрометрически на базе «Клиники 
новых медицинских технологий АрхиМед». Ис-
пользовались аналитические стандарты произ-
водства компании Sigma-Aldrich (USA). Пробо-
подготовку осуществляли методом жидкостной 
экстракции. Органический слой перемещали 
в стеклянную центрифужную пробирку и упари-
вали в токе азота досуха при 40 °C. Затем восста-
навливали 200 мкл смеси метанол/вода в соотно-
шении 1 : 1. После экстракции 10 мкл раствора 
наносили на хроматографическую колонку. Хро-
матографическое разделение выполнялось за счет 
градиентного элюирования системой метанол/
вода. Аналитическая система укомплектована 
масс-спектрометром QTRAP 6500 производства 
компании AB SCIEX (Canada). Детектирование 
ионов осуществлялось в положительном режиме 
мониторинга множественных реакций (MRM) 
в соответствии с методикой определения. Обра-
ботка хроматографических данных выполнялась 
с использованием ПО Multiquant (версия 3.0.3). 

Подготовка гистологических препаратов

Глаза цыплят были зафиксированы фиксиру-
ющей смесью ФСУ (формалин 40% – 96-граду-
сный этиловый спирт – ледяная уксусная кислота 
в соотношении 9 : 3 : 1), затем отмывались водо-
проводной водой. Далее материал обезвоживали 
в спиртах возрастающей концентрации, перево-
дили в бутанол, затем в ксилол и пропитывали 
парапластом. Были приготовлены серии срезов 
в сагиттальной плоскости (толщиной 7 мкм) при 
помощи ротационного микротома RM 2125 про-
изводства компании Leica (Germany). Затем срезы 
были наклеены на предметные стекла, депарафи-
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низированы ксилолом и проведены по спиртам 
уменьшающейся концентрации до дистиллиро-
ванной воды, окрашены гематоксилином Корацци 
и эозином по стандартной методике и проведены 
по спиртам возрастающей концентрации до кси-
лола с последующим заключением в канадский 
бальзам [18].

Статистика

Статистическую обработку данных измерений 
проводили в Microsoft Excel и Origin. Данные были 
проверены на соответствие нормальному закону 
распределения. В каждом наборе были опреде-
лены медианные значения величин вместе с со-
ответствующими доверительными интервалами. 
На диаграммах приведены среднеквадратичные 
отклонения величин внутри выборки по возрасту.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние синего света на формирование глаза 
птиц оценивалось по уровню мелатонина и серо-
тонина. Моноамины, такие как мелатонин и се-
ротонин, вовлечены в модуляцию роста глаз. Ме-
латонин синтезируется фоторецепторами сетчатки 
и эпителиальными клетками цилиарного тела и 
проявляет циркадный ритм с пиковыми уровнями 
в ночное время. Роль мелатонина в регуляции 
роста глаза еще изучается, однако установлено, 
что интравитреальные инъекции мелатонина для 
группы цыплят оказывают противомиопический 
эффект при депревации формы. Серотонин как 
природный предшественник мелатонина также 

участвует в регуляции роста глаз и оказывает про-
тивоположный эффект, усиливая развитие депри-
вационной миопии [19]. 

В наших экспериментах измерение уровня гор-
монов проводились на птицах, которые находи-
лись при световой экспозиции желтым и синим 
светом максимально длительный срок – 350 сут. 
По прошествии этого времени были взяты пробы 
сетчатки у каждой группы птиц. Оказалось, что в 
случае желтого освещения содержание мелато-
нина в полтора раза выше, чем в случае синего 
освещения – 11 410 и 7000 пг/мл соответственно. 
Относительно серотонина наблюдалась обратная 
картина – у птиц, содержащихся при синем свете, 
его величина почти вдвое превышает аналогичные 
данные для птиц, живущих при желтом свете: 
45 000 и 24 000 пг/мл соответственно. Эти данные 
подтверждают, что синий свет угнетает выработку 
мелатонина, нарушая в организме цикл “сна–
бодрствования” [1, 20, 21]. Результат уверенно 
свидетельствует о действительно значимом воз-
действии света на зрительную систему. 

Ультразвуковым методом была выполнена ви-
зуализация сечения глаза в двух взаимно перпен-
дикулярных плоскостях. На изображении дор-
сального сечения отчетливо наблюдались струк-
туры переднего и заднего отделов глаза, их сим-
метрия относительно центральной оси (рис. 2). 
Ориентация зондирующего пучка вдоль оси глаз-
ного яблока 1 позволила выполнить измерения 
толщины роговицы 2, хориоретинального слоя 5 
и склеры 6 с минимальной погрешностью.

Рис. 2. Акустические изображения глаза перепела, полученные методом ультразвуковой микроскопии: 1 – передне-
задняя ось, 2 – роговица, 3 – передняя камера, 4 – хрусталик, 5 – хориоретинальный слой, 6 – склера. Масштабный 
бар – 1 мм. 
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Из уже опубликованных данных известно, что 
величина ПЗО оси глаза поступательно растет 
в процессе взросления птиц, содержащихся при 
естественном освещении [12]. По сравнению 
с нормальным развитием сужение спектрального 
состава повседневного освещения в синюю и кра-
сную область спектра приводит к дополнитель-
ному росту ПЗО и миопизации глаза в возрасте 
25 сут, т.е. в пике созревания половой и гормо-
нальной систем.

На рис. 3 представлены результаты ультразву-
ковых измерений для трех возрастов птиц “синей” 
и “желтой” групп. Как видно из графиков, длина 
ПЗО поступательно растет с возрастом. На 10-е 
сутки в обеих группах ее величина изменяется 
несущественно от – 6.1 до 6.5 мм, что свидетель-
ствует об изменениях внутри оптической системы 
глаза, не затрагивающих его геометрию. Это под-
тверждается увеличением толщины роговицы и 
хориоретинального комплекса в “синей” группе. 
Суммарная толщина склеры, состоящей из хря-
щевого и волокнистого слоев, в нативном со-

стоянии по ультразвуковым данным у “синей” 
группы оказалась больше на 14% (рис. 3).

Сравнение результатов механических испыта-
ний хрящевой части склеры на 10-е сутки развития 
показывает существенное различие величин модуля 
упругости – 8.4 и 6.5 МПа для “синей” и “желтой” 
групп, соответственно, при одинаковом пределе 
прочности: 1.6 и 1.7 МПа (рис. 4). На 25-е сутки 
величина ПЗО для “синей” группы превысила 
значение ПЗО для “желтой” группы на 6%. При 
этом толщина хориоретинального комплекса и 
роговицы в “синей” группе резко уменьшилось. 
Это обусловлено переключением каскадного ме-
ханизма миопизации на следующий этап – рефор-
мирование склеры. Толщина склеры в “синей” 
группе оказывается ниже контрольной на 9% 
(рис. 3). Результаты механических испытаний по-
казывают качественные изменения в характере 
деформирования склеры. Это сопровождается по-
явлением начального нелинейного участка на кри-
вой нагружения с низким значением модуля упру-
гости в обеих группах – 1.1 МПа для “синей” и 

Рис. 3. Структурные изменения глаза перепела, полученные методом ультразвуковой микроскопии в периоде 10–45 сут 
развития. Белые столбики соответствуют группе физиологического желтого освещения, серые – синего. 
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0.5 МПа для “желтой”. Величина модуля упругости 
на линейном участке и предел прочности остаются 
для “желтой” группы на уровне 2.2 и 1.7 МПа со-
ответственно. Для “синей” группы эти значения 
остаются без изменений относительно 10-суточных 
значений. Величина деформации разрыва увели-
чивается в обеих группах: до 37% для “синей” и до 
39% для “желтой” (рис. 4). Такое поведение ткани 
может свидетельствовать об изменениях в сетке 
неколлагеновых гликопротеинов и протеоглика-
нов, или происходят реорганизация и изменение 
толщины коллагеновых волокон [3, 22]. 

На 45-е сутки разница в значениях ПЗО между 
группами стала незначительной. Толщина рого-
вицы также оказалась одинаковой. В “синей” 
группе уменьшилась толщина хориоретинального 
слоя на 6.5%; аналогичные изменения произошли 
в склере – толщина уменьшилась на 14%. 

Механические испытания образцов из “жел-
той” группы показывают увеличение значения 
модуля упругости до 18.9 МПа и предела проч-
ности до 3.6 МПа, а также снижение величины 
деформации разрушения до 26%. В “синей” 
группе наблюдалось увеличение значений модуля 
упругости и предела прочности до 12 МПа и 
2.6 МПа соответственно. При этом деформация 
разрыва в норме уменьшается (на 33%), а для “си-
ней” группы остается прежней. Увеличение мо-
дуля упругости в целом свидетельствует о повы-
шении жесткости высокоэластичной сетки, со-
единяющей коллагеновые пластины, и вероятном 
увеличении количества узлов сшивки между кол-
лагеновыми волокнами. 

Известно, что сигнальный каскад глаза при 
миопии включает в себя следующие стадии пере-
дачи: сетчатка, ретинально-пигментный эпите-
лий, хориоидея, склера. Сетчатка является пер-
вичной тканью, которая преобразует информацию 
об оптической дефокусировке в молекулярные 
сигналы. Эти сигналы передаются к склере через 
сосудистую оболочку и провоцируют структурные 
изменения в ней. Хориоидальная компенсация 
(увеличение толщины хориоидеи за счет притока 
жидкости) является промежуточным этапом, по-
зволяющим вместе с хрусталиковой аккомодацией 
быстро обеспечить необходимую фокусировку на 
сетчатке и поддерживать ее до изменения ПЗО за 
счет склеральных изменений [23]. В свою очередь 
склера при миопии претерпевает ряд биохимиче-
ских изменений, начиная от потери сухой массы 
склеры, снижения накопления коллагена, сни-
жения уровня гиалурона и сульфатированных 
гликозаминогликанов до усиления ферментатив-
ной деградации, подавления аггрекана и подав-
ления синтеза коллагена. Предыдущие исследо-
вания показали, что эти биохимические измене-
ния в склере могут облегчить скольжение колла-
геновых фибрилл относительно друг друга и вы-
зывать увеличение угла извитости пучков 
коллагеновых фибрилл во время развития миопии 
[1]. Структура и состав ткани определяют ее фи-
зические и механические характеристики [24, 25]

На рис. 5 показаны результаты гистологиче-
ского исследования. Существенных различий на 
гистологических препаратах для “синей” и “жел-
той” групп на 45-е сутки развития обнаружено не 

Рис. 4. Деформационные кривые склер перепела на 10-е (1), 25-е (2) и 45-е сут (3) развития при синем (а) и при 
желтом (б) освещении.
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было (рис. 5). Гиалиновый хрящ обладает нор-
мальной структурой в обоих случаях. Таким обра-
зом, возможной причиной снижения механиче-
ских свойств склеры, индуцированного синим 
освещением, являются изменения на молекуляр-
ном уровне. Для подтверждения этой гипотезы 
должны быть проведены дополнительные иссле-
дования хрящевой части склеры, например, ме-
тодом электронной микроскопии. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Выявление механизмов формирования миопии 
при эмметропизации глаза уже много лет занимает 
приоритетное положение в офтальмологии. Ран-
няя диагностика миопии и возможность ее кор-
ректировки в случае начавшихся патологических 
изменений на ранних стадиях позволит своевре-
менно начать профилактику или терапию и избе-
жать серьезных нарушений зрения во взрослом 
состоянии.

Нахождение птиц в условиях стабильного ос-
вещения с заданным спектром, в отличие от эк-
спериментов на одном глазу с депривацией формы 
или наложением линз, как описано в литературе, 
позволяет оценить системное влияние состава 
спектра. Такая постановка эксперимента является 
приближенной к реальным условиям, когда ис-
кусственный свет с измененным спектральным 
составом от ламп и приборов внутри помещений 
воздействует на оптическую систему глаза в тече-
ние всего периода бодрствования и изо дня в день 
оказывает влияние на эмметропизацию глаза в пе-
риод взросления.

Полученные в данной работе результаты по-
казывают, что значения модуля упругости скле-

ральной оболочки, изменяются в условиях интен-
сивного роста организма, особенно в подростко-
вом возрасте. Триггерной точкой в этих измене-
ниях является возраст около 25 сут, соответству-
ющий началу полового созревания. Проведение 
столь длительных исследований позволило уста-
новить, что величина ПЗО к фертильному возра-
сту (45 сут) у обеих групп выравнивается. Можно 
предположить, что изменения затрагивают другие 
структуры глаза, не исследуемые в данной работе, 
например хрусталик и его сферичность, размер 
передней или задней камеры. Поскольку толщина 
склеры и ее механические свойства в двух группах 
в зрелом возрасте все же различаются, исходя из 
наших результатов, и по литературным данным 
установлено, что склера при близорукости пре-
терпевает ряд биохимических изменений, начиная 
от потери сухой массы, снижения накопления 
коллагена до усиления ферментативной дегра-
дации и подавления синтеза коллагена [1], для 
более глубокого понимания процессов спектр-
индуцированной миопизации на цитологическом 
и молекулярном уровне целесообразным пред-
ставляется проведение электронно-микроскопи-
ческих исследований склеры и расширение эк-
спериментальных групп животных на более зре-
лый возраст.

Авторы работы выражают искреннюю благо-
дарность лаборатории “АРХИМЕД” за проведение 
гормональных анализов. Авторы также благодарят 
А.А. Несмелова и ресурсный центр “Полимер” 
НИЦ “Курчатовский институт” за помощь в про-
ведении механических испытаний.

Работа выполнена в рамках госзадания тема 
№ 001201253314, ИБХФ РАН и НИЦ “Курчатов-
ский институт”.
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Рис. 5. Оптические изображения склер перепела на 45-е сут развития при синем (а) и желтом (б) освещении. 
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ЕFFECT OF LIGHT SPECTRUM ON ELASTIC-MECHANICAL  
PROPERTIES OF SCLERA AND MYOPIA DEVELOPMENT
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The paper presents the results of a study of spectrum-induced myopia using a model of quail maturation. Using 
acoustic microscopy methods in the native state, the geometric dimensions of the structural elements of the eye 
involved in focusing the optical system were determined, and the patterns of their changes as the body grew and 
during emmetropization were identified. Particular emphasis was placed on the composition, structure and me-
chanical properties of the sclera, as the main supporting tissue of the eye, responsible for its shape and size.

Keywords: eye, sclera, myopia, acoustic microscopy, mechanical characteristics, histology, quail.
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В данной работе проведены исследования механизмов образования продуктов окисления бисре-
тиноидов липофусциновых гранул, выделенных из клеток ретинального пигментного эпителия 
глаза человека. Описаны физико-химические характеристики продуктов фотоокисления бисре-
тиноидов. Для исследования были использованы методы ИК-спектроскопии, спектроскопии 
комбинационного рассеяния, флуоресцентной спектроскопии, сканирующей конфокальной 
микроскопии, методы времяпролетной масс-спектрометрии вторичных ионов и высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии. Подробно охарактеризованы свойства продуктов фотооки-
сления и деградации флуорофоров липофусциновых гранул, в том числе и синтетического N-ре-
тинилиден-N-ретинилэтаноламина (А2Е). Показано, что продукты окислительной деградации 
липофусциновых гранул аналогичны продуктам фотоокисления основного бисретиноида липо-
фусциновых гранул – А2Е. Данные важны как для понимания механизмов образования цитоток-
сичных продуктов в липофусциновых гранулах, так и установления их химической природы.

Ключевые слова: бисретиноиды, окислительная деградация, флуорофоры, липофусциновые гранулы, 
ретинальный пигментный эпителий.
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1. ВВЕДЕНИЕ

Возрастная макулярная дегенерация (ВМД) 
является ведущей причиной потери зрения в раз-
витых странах и занимает третье место среди при-
чин потери зрения во второй половине жизни 
после глаукомы и диабетической ретинопатии. От 
потери центрального зрения страдает более 30% 
населения старше 75 лет. Терминальная стадия 
ВМД (слепота) встречается у 1.7% всего населения 
старше 50 лет и около 18% лиц старше 85 лет [1–3]. 

Развитие ВМД сопровождается патологиче-
скими изменениями в тканях глаза [4], особенно 
в клетках ретинального пигментного эпителия 
(РПЭ) и в конечном счете – гибелью фоторецеп-
торных клеток сетчатки. В настоящее время за-
болевание считается практически неизлечимым, 
поэтому важной задачей является как можно бо-

лее раннее выявление ВМД с целью принятия 
своевременных защитно-профилактических мер, 
позволяющих замедлить развитие этой тяжелой 
глазной патологии и сохранить хорошее качество 
жизни пациента на долгие годы.

Существует предположение, что основным 
триггером развития ВМД является окислительный 
стресс различной природы [5], который может 
вызываться синей составляющей солнечного света 
[6], однако до сих пор механизмы, приводящие к 
возникновению этой патологии, до конца не из-
учены. В механизмах старения и дегенерации сет-
чатки и РПЭ важнейшая роль принадлежит так 
называемому “пигменту старости” – липофусци-
новым гранулам (ЛГ), образующимся в клетках 
РПЭ в результате неполной лизосомальной де-
градации обломков фоторецепторов [7, 8].
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При поглощении видимого света ЛГ способны 
генерировать активные формы кислорода (АФК), 
что определяет их фототоксичность [9]. Бисрети-
ноиды (Бис-рет), входящие в состав ЛГ, являются 
основным источником проявления фототоксич-
ных свойств этим “пигментом старости”. Наи-
более изученным Бис-рет ЛГ является N-ретини-
лиден-N-ретинилэтаноламин (А2Е) [10, 11]. При 
поглощении света в присутствии кислорода бисре-
тиноиды и сами могут окисляться [12–15]. 

Недавно нами было показано, что при ВМД 
наблюдается повышенное содержание окислен-
ных форм бисретиноидов (окси-Бис-рет) по срав-
нению с нормой [16]. Мы предположили, что 
повышенное содержание окси-Бис-рет может 
быть биологическим маркером развития патоло-
гии даже в отсутствие клинической картины.  Од-
нако следует отметить, окисленные формы бисре-
тиноидов изучены недостаточно. Поэтому для 
лучшего понимания механизмов развития ВМД, 
а также использования этих знаний для диагнос-
тики, требуется детальное рассмотрение физико-
химических характеристик этих соединений.

На основе флуоресцентных свойств Бис-рет и 
окси-Бис-рет в ЛГ разработан и широко внедрен 
в офтальмологическую практику неинвазивный 
диагностический метод аутофлуоресценции (АФ) 
глазного дна. Он позволяет оценить состояние 
сетчатки и клеток РПЭ у пациентов, избрать так-
тику лечения и сделать прогноз в отношении раз-
вития нейродегенеративного заболевания [17]. 
В настоящее время предпринимаются попытки 
усовершенствования метода АФ глазного дна. 
Перспективной является разработка метода де-
тектирования времени жизни флуоресценции 
(Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy (FLIM) 
[18]). В экспериментах in vivo было показано, что 
результаты микроскопии методом FLIM для 
“нормы” и в случае ВМД различаются [19]. Сле-
дует отметить, что до сих пор неизвестно, в ре-
зультате чего возникает разница в характерных 
временах жизни флуоресценции для “нормы” и 
патологии. Возможно, причиной возникновения 
такой разницы в значениях является обнаружен-
ный нами тот факт того, что при ВМД содержание 
окси-Бис-рет ЛГ в клетках РПЭ выше по сравне-
нию с нормой [14, 16]. 

Таким образом, целью данной работы было 
изучение физико-химических характеристик Бис-
рет и окси-Бис-рет, содержащихся в ЛГ из клеток 

РПЭ глаза. Исследования проводили с использо-
ванием методов ИК-спектроскопии, спектро-
скопии комбинационного рассеяния, флуорес-
центной спектроскопии, сканирующей конфо-
кальной микроскопии, времяпролетной масс-
спектрометрии вторичных ионов (TOF-SIMS) и 
высокоэффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ). В качестве объектов исследования ис-
пользовали суспензию нативных необлученных 
ЛГ, а также суспензию ЛГ, заранее облученных 
видимым светом (фотоокисленную) как модель 
ВМД [14, 16].

2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы. В работе использованы реактивы и 
растворители компаний “Sigma-Aldrich”, “Fluka” 
и “Компонент-реактив”. 

Материал. Кадаверные глаза доноров без кли-
нических признаков патологии сетчатки и РПЭ 
получены из Глазного тканевого банка МНТК 
“Микрохирургия глаза” им. акад. С.Н. Фёдорова 
Минздрава России на основании “Соглашения о 
научном сотрудничестве между ФГБУ МНТК 
“Микрохирургия глаза” им. академика С.Н. Фе-
дорова Минздрава России и Институтом биохи-
мической физики им. Эмануэля РАН от 11 января 
2011 года для проведения научных исследований 
в лаборатории физико-химических основ рецеп-
ции”. До начала эксперимента каждый глаз был 
тщательно осмотрен врачом-офтальмологом в це-
лях выявления наличия или отсутствия клиниче-
ских признаков патологии на глазном дне.

Получение липофусциновых гранул из клеток 

РПЭ и хлороформных экстрактов, содержащих 

бисретиноиды и их производные. Липофусциновые 
гранулы были выделены из РПЭ 100 кадаверных 
глаз без признаков патологии доноров разных 
возрастов (25–70 лет) с помощью метода гради-
ентного центрифугирования по методике, опи-
санной в работе [9], и суспендированы в растворе 
0.1 М Калий-фосфатного буфера, рН =  7.3.  Кон-
центрацию гранул определяли по стандартной 
методике в камере Горяева; исходная концен-
трация гранул составляла 4 · 109 гранул/мл. Для 
проведения экспериментов суспензия ЛГ была 
разделена на две равные части: одну часть ЛГ ис-
пользовали как контроль, вторую – облучали ви-
димым светом (фотоокисление). 
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Образцы получали путем нанесения суспензии 
ЛГ на оптическое стекло из CaF2 и последующего 
высушивания в атмосфере аргона. Облучение 
образцов проводили видимым светом (400‒700 нм) 
светодиодной лампы LED 15W-4000К (повер-
хностная плотность потока световой энергии, 
падающей на образец, составляла 100 мВт/см2). 
Бис-рет и окси-Бис-рет ЛГ экстрагировали из 
клеток РПЭ по методу Фолча (Folch) смесью хло-
роформ–метанол (2 : 1) [20]. 

Синтез А2Е. Для использования основного 
бисретиноида ЛГ, А2Е, в качестве стандарта [21] 
был проведен его синтез и проверена чистота ме-
тодом ВЭЖХ.

Измерение спектров флуоресценции. Спектры 
флуоресценции регистрировали на спектрофлу-
ориметре  RF-5301PC (“Shimadzu”, Япония). 3D-
анализ проводили на флуоресцентной установке 
FluoroMax  (Horiba) с шагом  длины волны воз-
буждения флуоресценции 2 нм. 

Высокоэффективная жидкостная хроматогра-

фия. Хроматографическое разделение Бис-рет и 
окси-Бис-рет в хлороформных экстрактах из ЛГ 
было проведено на хроматографе фирмы “Knauer” 
(Германия) с колонкой “Диасфер 120-С18” 
(4 · 250 мм, размер сорбента – 5 мкм). Разделение 
проводилось путем линейного градиентного элю-
ирования в системе: от 80% ацетонитрила +20% 
воды (+ 0.05% трифторуксусной кислоты) до 100% 
ацетонитрила за 20 мин; скорость потока – 
1.5 мл/мин. Продукты хроматографического раз-
деления были измерены при помощи фотометри-
ческого детектора К-2501 (“Knauer”, Германия).

Масс-спектрометрический анализ. Для иден-
тификации продуктов окисления бисретиноидов 
ЛГ использовали времяпролетный масс-спектро-
метр вторичных ионов TOF.SIMS 5 (“ION-TOF”, 
Германия), оснащенный висмут-марганцевым 
излучателем первичных ионов и вспомогатель-
ными источниками ионов Cs+ и O2

- для ионного 
травления. Методом ионного травления ионами 
(энергия ионов цезия – 500 эВ исследовали рас-
пределение окси-Бис-рет по толщине ЛГ. Чтобы 
учесть снижение интенсивности ионов в связи 
с травлением, сигнал ионов окисленных бисре-
тиноидов нормировали на сигнал иона (C2H5

+), 
который принимали за маркер общего сигнала 
органических ионов.

Для проведения статистического анализа 
образцы ЛГ, экстракты из ЛГ, и синтетический 
A2E наносили на очищенное покровное стекло и 
высушивали на воздухе. Затем покровное стекло 
помещали во времяпролетный масс-спектрометр 
и держали под вакуумом в течение суток перед 
анализом. Для анализа с каждого образца (темно-
вого и облученного) накапливали по 12 масс-спек-
тров. Чтобы нивелировать эффекты, связанные 
с анализом пустых зон, во всех масс-спектрах 
исключали зоны с высоким сигналом кремния.  

Измерение времени жизни флуоресценции. Из-
мерение времени жизни флуоресценции прово-
дили с использованием оборудования ФИЦ ХФ 
РАН. Кинетику затухания флуоресценции иссле-
дуемых объектов регистрировали с помощью ска-
нирующего конфокального микроскопа LSM 980 
(Zeiss, Германия), перестраиваемых фемтосекунд
ных лазеров для возбуждения флуоресценции 
(“Tsunami”, Spectra-Physics, USA; “Chameleon 
Discovery NX”, Coherent, USA), а также детекторов 
микроскопии визуализации времени жизни флуо-
ресценции – системы для коррелированного по 
времени счета фотонов (Becker & Hickl, Герма-
ния).

Рамановская спектроскопия (спектроскопия 

комбинационного рассеяния). Сравнительный ана-
лиз содержания свободных альдегидов и кетонов 
в исследуемых образцах проводили в ФИЦ ХФ 
РАН с помощью микроспектрометра широкопо-
лосного когерентного антистоксова комбинаци-
онного рассеяния света (BCARS), входящего в со-
став фемтосекундного лазерного комплекса, ре-
ализующего двухимпульсную коллинеарную схему 
генерации CARS-сигнала.

Инфракрасная спектроскопия. Измерения про-
водили с помощью исследовательского ИК-фурье 
микроскопа LUMOS II (Bruker, Германия) (ком-
плементарная методика BCARS). В отличие от 
метода BCARS, ИК-фурье-спектроскопия позво-
ляет получить колебательные спектры в диапазоне 
от 600 до 3500 см-1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее было показано, что при патологии ВМД 
наблюдается увеличение интенсивности флуорес-
ценции ЛГ в коротковолновой области ИК-спек-
тра (в области 550 нм) при возбуждении флуорес-
ценции длиной волны 488 нм [14, 16]. Аналогич-
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ное изменение спектральных свойств ЛГ наблю-
дается и при их фотоокислении. Анализ ВЭЖХ 
подтвердил идентичность повышенного содер-
жания окси-Бис-рет в обоих случаях. Таким обра-
зом, фотоокисленные ЛГ представляют собой 
удобную модель для изучения ВМД. 

Процесс фотоокисления бисретиноидов ЛГ 
контролировали по спектрам флуоресценции и 
данным ВЭЖХ. Были зарегистрированы спектры 
флуоресценции хлороформных экстрактов из су-
спензий нативных ЛГ и облученных видимым 
светом (рис. 1а). Из этого рисунка видно, что в 
случае фотоокисленных ЛГ (рис. 1а, кривая 2) 
наблюдается повышенная интенсивность флуо-
ресценции в области 550 нм по сравнению с нео-
блученной суспензией ЛГ (рис. 1а, кривая 1). 
Хроматографический анализ образца из фотоо-
кисленных ЛГ показывает увеличение содержания 
начальной группы пиков, относящихся к окси-
Бис-рет (рис. 1б, кривая 2) по сравнению с образ-
цом из неокисленных ЛГ (рис. 1б, кривая 1). 

Флуоресцентный 3D-анализ. Для более подроб-
ного флуоресцентного анализа были получены 
3D-спектры флуоресценции всех исследуемых 
образцов, а также синтетического А2Е (рис. 2). 
На 3D-спектрах синтетического А2Е (рис. 2а и б), 
суспензии ЛГ (рис.2в и г) и хлороформных экс-
трактов ЛГ (рис. 2д и е) видно, что при фотооки-
слении всех образцов наблюдается сдвиг участков 
эмиссии флуоресценции в синюю область 
спектра. Для облученного синтетического А2Е 

(рис. 2б) выявлены два таких участка: возбуждение 
при 270 нм с эмиссией при 470 нм и возбуждение 
при 370 нм с эмиссией при 460 нм. Профиль флуо-
ресценции показывает, что максимумы эмиссии 
находятся в области с длиной волны менее 500 
нм. Скорее всего, это может быть связано с нако-
плением продуктов окисления А2Е. Можно пред-
положить, что при фотоокислении происходит 
разрушение исходной структуры сопряжения А2Е 
и накопление продуктов окисления с более ко-
роткой структурой сопряжения. Аналогичная 
тенденция к изменению профилей флуорес-
ценции в результате облучения наблюдается как 
для суспензии ЛГ (рис. 2в и г), так и хлорофор-
много экстракта ЛГ (рис. 2д и е).

Следует отметить, что в ЛГ кроме А2Е есть еще 
группа неокисленных бисретиноидов, различа-
ющихся по структуре между собой, но в целом 
близких по структуре к А2Е. Поэтому на спектрах 
наблюдается небольшое отличие в положении 
максимумов флуоресценции синтетического А2Е 
и суспензии ЛГ. У синтетического А2Е максимум 
флуоресценции находится в более длинноволно-
вой области, чем у суммарного спектра флуорес-
ценции  группы исходных бисретиноидов в су-
спензии ЛГ (А2Е – 630 нм, ЛГ – 590 нм). Срав-
нительный анализ исследуемых образцов указы-
вает на то, что в фотоокисленных ЛГ накаплива-
ются продукты, аналогичные продуктам 
фотоокисления и фотодеградации синтетического 
бисретиноида А2Е.

Рис. 1. а – Спектры флуоресценции хлороформных экстрактов из суспензий нативных липофусциновых гранул  (1) 
и облученных видимым светом (2) с длиной волны 488 нм; б – хроматограммы хлороформного экстракта из суспен-
зии ЛГ: 1 – необлученные ЛГ, 2 – ЛГ после облучения видимым светом. Детектирование – по поглощению на длине 
волны 430 нм.
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Динамика гибели флуоресценции бисретиноидов 

и их окисленных форм. При помощи сканирующего 
конфокального микроскопа были зарегистриро-
ваны кинетические кривые и определены значе-
ния времени жизни флуоресценции (τ1, τ2, τ3) 
исследуемых образцов (табл. 1). В результате ана-
лиза данных в рамках трехэкспоненциальной мо-
дели определены вклады окисленных и неоки-
сленных бисретиноидов в общую интенсивность 
флуоресценции исследуемых образцов (А1, А2, А3) 
и определена разница вкладами различных групп 
бисретиноидов.

Как уже было показано (рис. 1a), при облуче-
нии ЛГ видимым светом (430‒570 нм) происходит 
увеличение интенсивности их флуоресценции 

в более коротковолновой части спектра, из чего 
можно заключить, что в ЛГ растет содержание 
окисленных форм бисретиноидов. Как видно из 
табл. 1, при этом заметно увеличивается среднее 
значение времени жизни флуоресценции (Tm) – с 
711 до 1011 пс. Кроме того, наблюдается увеличе-
ние вклада второй (А2) и третьей (А3) компонент, 
которые характеризуют в большей степени флу-
оресцентные свойства окисленных форм бисре-
тиноидов. При этом вклад компоненты (А1), ко-
торая характеризует флуоресцентные свойства 
неокисленных бисретиноидов, уменьшается.

В хлороформных экстрактах ЛГ (табл. 1) при 
фотоокислении наблюдается такая же динамика 
изменения времен жизни флуоресценции, как и в 
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Рис. 2. 3D-спектры флуоресценции: a – профили флуоресценции А2Е; б – профили флуоресценции А2Е, облучен-
ного видимым светом; в – профили флуоресценции суспензии ЛГ; г – профили флуоресценции суспензии ЛГ, об-
лученной видимым светом;  д – профили флуоресценции хлороформного экстракта ЛГ; е – профили флуоресценции 
хлороформного экстракта ЛГ, облученного видимым светом.
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суспензии ЛГ. При этом увеличение среднего вре-
мени жизни флуоресценции (Tm) более выражено: 
после фотоокисления оно выросло в 2.5 раза. Сле-
дует отметить, что характерные времена жизни 
флуоресценции и среднее время для образца су-
спензии необлученных ЛГ и хлороформного экс-
тракта из необлученных ЛГ очень близки. Это 
может свидетельствовать о том, что большая часть 
флуорофоров ЛГ переходит в экстракт. 

Также была исследована кинетика гибели 
флуоресценции А2Е – основного бисретиноида 
ЛГ (табл. 1). Измерение кинетики гибели флуо-
ресценции А2Е показало, что время жизни флуо-
ресценции  неокисленного А2Е составляет 80 пс. 
Небольшие компоненты с большими временами 
жизни, вероятно, связаны с присутствием оки-
сленного А2Е в образце. Таким образом, полу-
ченные нами данные позволяют сделать вывод 
о том, что при увеличении содержания продуктов 
фотоокисления и фотодеградации бисретиноидов 
в составе ЛГ происходят изменения как характе-
ристик спектра флуоресценции ЛГ (рис. 1а), так 
и параметров кинетических кривых затухания 
флуоресценции (табл. 1). 

Сравнительный анализ спектров комбинацион-

ного рассеяния и ИК-спектров бисретиноидов и их 

окисленных форм. Были проведены сравнительные 
исследования методами комбинационного рас-
сеяния и ИК-спектроскопии по идентификации 
соединений, содержащих карбонильные группы, 
в образцах суспензии ЛГ, хлороформных экстрак-
тах ЛГ и синтетического А2Е как до облучения, 
так и после него всех образцов видимым светом. 

На спектрах комбинационного рассеяния хло-
роформных экстрактов видны явные отличия, 
возникающие в результате фотоокисления ЛГ 

 (рис. 3б). Наименьшим изменениям подверглись 
пики при 1347 и 1440 см-1, которые, скорее всего, 
относятся к крутильным и ножничным колеба-
ниям групп атомов СН3 и СН2 соответственно. 
Это подтверждает тот факт, что фотоокисление 
ЛГ никак не воздействует на насыщенные связи 
в экстрактах. Заметно смещение полос вблизи 
1050 и 940 см-1. Пики при 1050 см-1 в основном 
относятся к валентным колебаниям C–C связей. 
Смещение данных полос говорит о скелетных 
изменениях в молекулах, содержащихся в составе 
экстрактов.  Кроме того, полоса при 1090 см-1 
вероятно относится к колебаниям C–O связи пер-
вичного спирта. Виден рост интенсивности этой 
полосы в облученных образцах. Полоса при 
1775 см-1, относящаяся к карбонильному колеба-
нию, заметно выше в образце, который был под-
вергнут фотоокислению. Увеличение сигнала при 
1270 см-1 свидетельствует об увеличение количе-
ства эпоксидов в системе. Таким образом, в хло-
роформных экстрактах наблюдаются заметные 
изменения в скелетной структуре молекул, а также 
увеличение продуктов окисления – эпоксидов и 
карбонилов.

Анализ ИК-спектров хлороформных экстрак-
тов до и после облучения также подтвердил на-
блюдаемые изменения (рис. 4б). С одной стороны, 
виден значительный рост интенсивности полосы 
при 1630 см-1, которая связана с колебаниями 
C=O-связи. С другой стороны, в необлученных 
экстрактах наблюдается интенсивная полоса при 
1376 см-1, относящаяся к деформационному ко-
лебанию O–H-связи. По-видимому, изменения, 
происходящие в процессе окисления, сильно за-
трагивают спиртовые группы в составе хлорофор-
мных экстрактов. Были выявлены изменения в 

Таблица 1. Времена жизни флуоресценции и их вклад в общую флуоресценцию образцов  
до и после их фотоокисления

Образец
Tm, пс  

(среднее время)
τ1, τ2, τ3, А1 А2 А3 (A2+A3)/A1

Необлученные ЛГ 711.1 289.8 1367.5 4930.6 72.5 23.9 3.4 0.37
Облученные ЛГ 1010.9 398.8 1632.5 5092.8 63.2 32.2 4.5 0.58
Хлороформный экстракт 
из необлученных ЛГ

680.54 214.02 1194.35 4788.72 72.65 21.83 5.52 0.37

Хлороформный экстракт 
из облученных ЛГ

1583.00 328.47 2183.30 6706.91 56.24 33.97 9.79 0.78

Синтетический А2Е 99.35 80.97 591.01 2889.80 98.25 1.34 0.41 –

Примечание.  Для суспензии ЛГ длина волны возбуждения флуоресценции 515 нм, детектирование эмиссии – при 580 нм; 
для хлороформного экстракта из ЛГ и синтетического А2Е длина волны возбуждения флуоресценции – 488 нм, детектиро-
вание – при 570 нм.

ХИМИЧЕСКАЯ ФИЗИКА  ТОМ 43  № 11  2024

	 ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ ПРОДУКТОВ ФОТОДЕСТРУКЦИИ БИСРЕТИНОИДОВ...� 93



области 1050–1100 см-1, которые, вероятно, свя-
заны с колебаниями C–O–C-связей в эфирах. 

В случае суспензии ЛГ изменения в ИК-спек-
трах были не столь значительными (рис. 4а) по 
сравнению с хлороформными экстрактами из ЛГ. 
Наблюдали увеличение интенсивности и смеще-
ние полосы при 1070 см-1, а полоса при 1630 см-1 
изменениям практически не подвергалась. Веро-
ятно, менее выраженные изменения в ИК-спек-
трах ЛГ, по сравнению с экстрактами, связаны 
с тем, что наибольшее число продуктов окисления 
переходит в экстракт. 

В спектрах комбинационного рассеяния су-
спензии ЛГ (рис. 3а) изменения были также менее 

выраженными. Отмечено увеличение интенсив-
ности плеча полосы при 1730 см-1, связанного 
с появлением альдегидов в процессе облучения. 
Появлялись полосы вблизи 1240 см-1, которые 
могут быть приписаны эпоксидным соединениям. 
В спектрах комбинационного рассеяния наблю-
дается нарастание колебания полос при 1065 и 
1113 см-1 в процессе окисления ЛГ. 

Сравнение спектров комбинационного рас-
сеяния суспензии ЛГ и хлороформных экстрактов 
из ЛГ позволяет предположить, что в экстракт 
переходят соединения, вносящие наибольший 
вклад в полосы при 1350 и 1050 см-1. Данные по-
лосы могут быть отнесены как к липидам, так и к 
бисретиноидам. Таким образом, видно, что наи-

Рис. 3. Спектры комбинационного рассеяния образцов до (черный спектр) и после воздействия видимого света 
(серый спектр): а – суспензия липофусциновых гранул, б – хлороформные экстракты из ЛГ, в – синтетический А2Е. 
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большим изменениям в процессе окисления под-
верглись бисретиноиды и липиды. 

В спектре А2Е при окислении под воздействием 
света мы наблюдаем наиболее четкие изменения, 
так как в исходном образце было одно соединение, 
а в процессе окисления образовались соединения, 
представленные другими характерными полосами 
на ИК-спектрах и комбинационного рассеяния 
(рис. 4в, 3в), которых не было в исходном образце. 
На ИК-спектрах обнаружено увеличение интен-
сивности карбонильных полос (1750, 1450, 
1350 см-1) в окисленных образцах (рис. 4в). Полосу 
при 1740 см-1 можно отнести к валентным колеба-
ниям карбонильной группы. Полосы вблизи 1375 
и 1450 см-1, вероятно, являются деформационными 

полосами соединений CH3C(O)– и -CH2C(O)– 
соответственно. Полоса около 1625 см-1, вероятно, 
связана с наличием пиридинового кольца. Полоса 
при 1260 см-1 принадлежит эпоксидной группе. 
Более широкая полоса при 1740 см-1 для облучен-
ного образца указывает на присутствие ненасы-
щенного сопряженного альдегида вследствие оки-
сления образца. Значительное увеличение интен-
сивности для ИК-диапазона при 1260 см-1 после 
окисления образца может быть результатом накоп-
ления эпоксидов в процессе фотоокисления. Таким 
образом, было продемонстрировано образование 
как продуктов окисления эпоксидов и фураноидов 
А2Е, так и продуктов их дальнейшего разруше-
ния – альдегидов и кетонов.

Рис. 4. ИК-спектры образцов до (черный спектр) и после воздействия видимого света (серый спектр): а – суспензия 
липофусциновых гранул, б – хлороформные экстракты из ЛГ, в – синтетический А2Е. 
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Сравнительный анализ данных спектроскопии 
комбинационного рассеяния (рис. 3) и ИК-спек-
троскопии для ЛГ и А2Е (рис. 4) показал, что для 
суспензии ЛГ и А2Е наблюдаются схожие тенден-
ции к увеличению сигнала карбонильных полос 
при 1750, 1450 и 1350 см-1 при фотоокислении 
образцов. Этот факт дает основание предполагать, 
что в ЛГ детектируются продукты фотоокисления, 
содержащие альдегиды в свободном состоянии, 
аналогичные продуктам фотоокисления А2Е. 

Масс-спектрометрический анализ. Для анализа 
продуктов окисления бисретиноидов ЛГ был при-
менен метод времяпролетной масс-спектрометрии 
вторичных ионов. Проведен сравнительный масс-
спектрометрический анализ необлученных и об-
лученных видимым светом суспензии ЛГ, хлоро-
формных экстрактов ЛГ и синтетического А2Е 
(рис. 5). 

Для выявления достоверности отличий в ре-
зультатах анализа образцов ЛГ, до и после оки-
сления был проведен статистический анализ 
методом главных компонент. Этот метод позво-
ляет выявить пики, вносящие наибольший вклад 
в различие между масс-спектрами. Анализ про-
водили по наиболее интенсивным пикам в диа-
пазоне 0–500 Да. Было установлено, что стати-
стически образцы достоверно различались, сле-
довательно, отличия в масс-спектрах между 
окисленными и нативными образцами статисти-
чески достоверны. 

Из этого следует, что облучение светом приво-
дит к значительным изменениям в химическом 
составе ЛГ. Из данных графика нагрузок (loadings) 
мы получили перечень масс ионов, которые опре-
деляли наибольшую вариацию данных (отвечали 
за отличия в масс-спектрах) для темновых и об-
лученных образцов. На рис. 5 представлены дан-
ные масс-спектромерии – ионы, содержание 
которых нарастало во всех образцах при фотоо-
кислении.

В табл. 2 приведены предполагаемые химиче-
ские формулы этих соединений. Изменения сиг-
нала данных соединений, может указывать на то, 
что они имеют схожую природу, либо являются 
разными фрагментами одного соединения.

Из рис. 5 видно, что в хлороформном экстракте 
из ЛГ есть ионы с массами (например, 367.2, 
369.3), которые присутствовали и в самих ЛГ. Дру-
гими словами, эти соединения являются жирора-
створимыми. На рис. 5б (хлороформный экстракт) 
приведена диаграмма сравнения интенсивностей 
некоторых ионов с относительно высокой моле-
кулярной массой. Обнаружено значительное сни-
жение интенсивностей для ионов 264.3, 478.6 и 
550.3. В табл. 2 по точной массе предложены 
структуры данных ионов. 

Исходя из этого можно сделать вывод, что мно-
гие соединения продуктов фотоокисления в ЛГ 
переходят в хлороформный экстракт. Чтобы до-
казать, что источником этих ионов являются про-

Таблица 2. Предполагаемые молекулярные формулы изменяющихся ионов в образцах ЛГ, хлороформных экс-
трактах из ЛГ и синтетическом А2Е при их фотоокислении

Образец Значения m/z Предполагаемые химические формулы ионов

Суспензия ЛГ 524.3 C29H40N4O5
+, C28H34N

+
11, C14H36N16O6

+

385.3 C25H39NO2
+, C23H37N4O

+

369.3 C26H27NO+, C22H41O4
+, C25H39NO+, C24H37N2O

+

367.2 C27H27O
+, C26H25NO+

313.3 C19H39NO2
+, C23H

+
37, C20H41O2

+

226.1 C15H14O2
+

Хлороформный экстракт из ЛГ 264.3 C19H
+
36

478.6 C34H
+
70

550.3 C34H46O
+
6, C35H42N4O

+
2, C37H44NO+

3, C30H42N6O
+
4

Синтетический А2Е 281.1 C17H15NO+
3, C20H13N

+
2, C14H17O

+
6, C21H13O

+

282.1 C13H18N2O
+
5, C20H14N

+
2, C18H18O

+
3, C17H16NO+

3

323.1 C13H23O
+
9, C16H21NO+

6, C11H21N3O
+
8, C23H17NO+

325.1 C17H15N3O
+
4, C19H17O

+
5, C22H15NO+

2, C26H
+
13

341.3 C19H41N4O
+, C21H43NO+

2, C25H
+
41, C20H41N2O

+
2

399.1 C28H17NO+
2, C26H15N4O

+, C18H23O
+
10, C25H19O

+
5
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Рис. 5. Гистограммы масс-спектрометрических дан-
ных до (темные столбцы) и после воздействия светом 
(светлые столбцы) на исследуемые образцы: а – су-
спензия ЛГ, б – хлороформные экстракты из ЛГ, 
в – синтетический А2Е. Для наглядности интенсив-
ности ионов нормировались на соответствующую 
среднюю интенсивность иона темнового образца.

дукты фотоокисления бисретиноидов, массы этих 
ионов сравнивались с массами продуктов фото-
окисления синтетического А2Е.

Был проведен сравнительный анализ масс фо-
тоокисленного А2Е, которые по своему составу 
наиболее близки к продуктам фотодеградации 
бисретиноидов в образце ЛГ. Из рис. 5в видно, 
что “нарастающие” ионы имеют предполагаемые 
формулы, похожие на формулы фрагментов 
бисретиноидов и их производных в ЛГ [12, 13, 22]. 
Таким образом, можно утверждать, что в процессе 
фотоокисления ЛГ, действительно, происходит 
окисление бисретиноидов ЛГ.

Кроме того, анализ образцов методом TОF-
SIMS выявил пики с m/z = 29 (ион CHO+), 43 (ион 
C2H3O+), 60 (ион C2H4O2

+) и 69 (ион C4H7O+), 
соответствующие фрагментам карбонильных со-
единений, которые демонстрировали заметный 
рост после фотоокисления, как синтетического 
А2Е, так и самих ЛГ.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Ранее нами было обнаружено, что при ВМД 
наблюдается повышенное содержание окисленных 
форм бисретиноидов ЛГ в клетках РПЭ [14, 16]. 
Аналогичные изменения спектральных и хрома-
тографических характеристик ЛГ наблюдаются и 
при их фотоокислении in vitro. Поэтому фотооки-
сление ЛГ представляет собой удобную модель для 
изучения механизмов развития ВМД [23]. В дан-
ной работе была использована эта модель, чтобы 
доказать ранее выдвинутое предположение о том, 
что одним из источников образующихся при фо-
тоокислении ЛГ цитотоксичных карбонильных 
соединений являются бисретиноиды [24].

Проведен сравнительный физико-химический 
анализ продуктов фотоокисления ЛГ и синтети-
ческого А2Е. Для контролирования процесса фо-
тоокисления [25]  зарегистрированы спектры 
флуоресценции суспензии нативных и облучен-
ных видимым светом ЛГ, также проведен ВЭЖХ 
анализ хлороформных экстрактов из образцов 
суспензии ЛГ. В спектрах фотоокисленных ЛГ 
наблюдается повышенная интенсивность флуо-
ресценции в области 550 нм по сравнению с нео-
блученной суспензией ЛГ. ВЭЖХ анализ подтвер-
дил повышенное содержание окси-Бис-рет при 
фотоокислении ЛГ. 

Для большей детализации их спектральных 
свойств проведен   флуоресцентный 3D-анализ 
были получены спектры флуоресценции для всех 
исследуемых образцов: суспензии ЛГ, хлорофор-
мных экстрактов из суспензий ЛГ и синтетиче-
ского А2Е до и после фотоокисления (рис. 2). 
Выявлена идентичная тенденция к изменению 
профилей флуоресценции после облучения как 
для суспензии ЛГ и хлороформного экстракта из 
ЛГ, так и для синтетического А2Е. Тем самым, 
сравнительный анализ исследуемых образцов ука-
зывает на то, что в фотоокисленных ЛГ накапли-
ваются продукты, аналогичные продуктам фото-
окисления и фотодеградации бисретиноида А2Е.

а

Интенсивность, отн. ед.

1.5

0.5

0

0

2

4

6

8

10

12

1

2

183.1

264.3 281.1

281.1 282.1 323.1 325.1 341.3 399.1

290.2 326.0 365.1 367.2 369.4 430.3 478.6 550.3

184.2 186.1 193.1 224.1 313.3 367.2 369.3 385.3 524.3

1.0

б

в

m/z

ХИМИЧЕСКАЯ ФИЗИКА  ТОМ 43  № 11  2024

	 ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ ПРОДУКТОВ ФОТОДЕСТРУКЦИИ БИСРЕТИНОИДОВ...� 97



Сравнительный анализ кривых затухания флуо-
ресценции позволил сделать вывод о том, что при 
увеличении содержания продуктов фотоокисле-
ния и фотодеградации бисретиноидов в составе 
ЛГ происходит изменение параметров кинетиче-
ских кривых затухания флуоресценции. При уве-
личении содержания окси-Бис-рет в составе ЛГ 
происходит увеличение среднего значения вре-
мени жизни флуоресценции по сравнению с кон-
тролем и увеличение вклада в суммарную флуо-
ресценцию продуктов фотоокисления [26]. Ана-
логичные данные получены и для хлороформного 
экстракта из ЛГ. Кроме того, получено дополни-
тельное подтверждение того, что исходные нео-
кисленные бисретиноиды характеризуются ми-
нимальным временем жизни флуоресценции 
в составе ЛГ (0.1 нс для А2Е). На основании по-
лученных результатов можно также сделать вывод 
о том, что наблюдаемое увеличение среднего вре-
мени жизни флуоресценции при патологии ВМД 
относительно “нормы” [19, 27] вызвано увеличе-
нием в составе ЛГ окисленных бисретиноидов.

В данном исследовании была сделана попытка 
охарактеризовать химические свойства продуктов 
окислительной деструкции бисретиноидов ЛГ, 
чтобы понять их природу. Ранее было сделано 
предположение, что эти продукты могут содер-
жать альдегидные группы [15]. Для подтверждения 
этого предположения  проведен сравнительный 
анализ всех исследуемых образцов с использова-
нием методов комбинационного рассеяния, ИК-
спектроскопии и времяпролетной масс-спектро-
метрии вторичных ионов. Проведены исследова-
ния по обнаружению и идентификации соеди-
нений, содержащих карбонильные группы, в су-
спензии нативных ЛГ и облученных видимым 
светом (модель ВМД), а также в хлороформных 
экстрактах из этих образцов и фотоокисленного 
синтетического А2Е, основного бисретиноида ЛГ. 
Сравнительный анализ результатов исследования 
показал, что для суспензии ЛГ, хлороформных 
экстрактов из них и синтетического А2Е 
в спектрах комбинационного рассеяния наблю-
даются схожие тенденции к увеличению сигнала 
карбонильных полос при 1750 , 1450 и 1350 см-1 
при фотоокислении образцов. Можно предполо-
жить, что в ЛГ детектируются продукты фотоо-
кисления, содержащие альдегиды в свободном 
состоянии, аналогичные продуктам фотоокисле-
ния А2Е. Это говорит о том, что химически ак-

тивные карбонильные группы в ЛГ образуются за 
счет фотоокисления бисретиноидов, одним из 
которых является бисретиноид А2Е.

Анализ продуктов фотоокисления и фотодег-
радации бисретиноидов методом времяпролетной 
масс-спектрометрии вторичных ионов также под-
твердил наличие соединений, содержащих хими-
чески активные карбонильные группы. Обнару-
жены соединения, близкие по массовому числу, 
количество которых увеличивается при фотооки-
слении как ЛГ, так и синтетического А2Е. Пред-
ложены химические формулы для этих соединений. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в данной работе подробно оха-
рактеризованы физико-химические свойства оки-
сленных бисретиноидов ЛГ. Показано, что 
именно их активное накопление при окислении 
приводит к увеличению среднего времени жизни 
флуоресценции, что важно для понимания меха-
низмов развития патогенеза, а также интерпрета-
ции данных методами FLIM и АФ. Кроме того, 
показано, что источником продуктов альдегидной 
природы, накапливающихся при окислении ЛГ, 
являются в основном бисретиноиды. Полученные 
данные важны как для дальнейшего усовершен-
ствования методов ранней диагностики ВДМ, так 
и для понимания механизмов развития патологии.

Мы благодарим сотрудников Федерального 
государственного учреждения «Микрохирургия 
глаза» им. акад. С.Н. Федорова д-ра мед.наук С.А. 
Борзенка и к.м.н. М.Х. Хубецову за возможность 
проведения исследований с использованием ка-
даверных глаз человека.

Работа выполнена при поддержке Министер-
ством науки и высшего образования Российской 
Федерации (проект № 122041400102-9), а также при 
поддержке Программы развития Московского го-
сударственного университета (проект № 23-Ш06-20).

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1.	 Zetterberg M. // Maturitas. 2016. V. 83. P. 19.
2.	 Nivison-Smith L., Milston R., Madigan M. et al. // 

Optom. Vis. Sci. 2014. V. 91. № 8. P. 832.
3.	 Fisher C.R., Ferrington D.A. // Invest. Ophthalmol. 

Visual Sci. 2018. V. 59. № 4. P. 41.
4.	 Петронюк Ю.С., Трофимова Н.Н., Зак П.П. и др. // 

Хим. физика. 2022. Т. 41. № 2. С. 27.
5.	 Ruan Y., Jiang S., Gericke A. // Intern. J. Mol. Sci. 2021. 

V. 22. № 3. P. 1296.
	 https://doi.org/10.3390/ĳms22031296

ХИМИЧЕСКАЯ ФИЗИКА  ТОМ 43  № 11  2024

98	 ЯКОВЛЕВА и др.

https://www.sciencedirect.com/journal/maturitas
https://www.sciencedirect.com/journal/maturitas/vol/83/suppl/C


6.	 Ларин И. К. // Хим. физика. 2023. T. 42. № 1. C. 84.
7.	 Holz F.G., Schütt F., Kopitz J. et al. // Invest. 

Ophthalmol. Visual Sci. 1999. V.  40. P. 737.
8.	 Adler IV L., Chen C., Koutalos Y. // Exp. Eye Res. 2017. 

V. 155. P. 121. 
9.	 Boulton M., Dontsov A., Jarvis-Evans J., Ostrovsky M. et 

al. // J. Photochem. Photobiol. B: Biol. 1993. V. 19. 
№ 3. P. 201; 

	 https://doi.org/10.1016/1011-1344(93)87085-2
10.	Lamb L.E., Simon J.D. // Photochem. Photobiol. 2004. 

V. 79. № 3. P. 127. 
11. Recent Advances in Retinal Degeneration (Advances 

in Experimental Medicine and Biology, 613) NY: 
Springer, 2008. P. 393; 

	 https://doi.org/10.1007/978-0-387-74904-4_46
12.	Wu Y., Yanase E., Feng X. et al. // Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA. 2010. V. 107. P. 7275. 
13.	Ben-Shabat S., Itagaki Y., Jockusch S. et al.  // Angew. 

Chem. Int. Ed. 2002. V. 41. P. 814. 
14.	Feldman T.B., Yakovleva M.A., Arbukhanova P.M., 

Borzenok S.A., Kononikhin A.S., Popov I.A., Nikolaev 

E.N., Ostrovsky M.A. // Anal. Bioanal. Chem. 2015. 
V. 407. P. 1075. 

15.	Yakovleva M.A., Dontsov A.E., Trofimova N.N., Sa

kina N.L., Kononikhin A.S., Aybush A.V., Feldman T.B., 

Ostrovsky M.A. // Intern. J. Mol. Sci. 2022. V. 23. № 1. 
P. 222; 

	 https://doi.org/10.3390/ĳms23010222
16.	Feldman T.B., Yakovleva M.A., Larichev A.V. 

Arbukhanova P.M.,  Radchenko A.Sh.,  Borzenok 

S.A., Kuzmin V.A., Ostrovsky M.A. // Eye. 2018. V. 32. 
P. 144; 

	 https://doi.org/10.1038/s41433-018-0109-0

17.	Holz F.G., Schmitz-Valckenberg S., Spaide R.F. et al. // 
Atlas of Fundus Autofluorescence Imaging. Berlin-
Heidelberg: Springer–Verlag. 2007. P. 342. 

18.	Schweitzer D., Gaillard E.R., Dillon J. et al. // Invest. 
Ophthalmol. Visual Sci. 2012. V. 53. № 7. P. 3376; 
https://doi.org/10.1167/iovs.11-8970

19.	Schweitzer D., Quick S., Schenke S. et al. // 
Ophthalmology. 2009. V. 106. № 8. P. 714; 

	 https://doi.org/10.1007/s00347-009-1975-4
20.	Folch J., Lees M., Sloane Stanley G.H. // J. Biol. Chem. 

1957. V. 226. № 1. P. 497.
21.	Parish C.A., Hashimoto M., Nakanishi K. et al. // Proc. 

Natl. Acad. Sci. USA. 1998. V. 95. P. 14609.
22.	Dontsov A., Yakovleva M., Trofimova N., Sakina N., 

Gulin A., Aybush A., Gostev F., Vasin A.,  Feldman T., 

Ostrovsky M. // Intern. J. Mol. Sci. 2022. V. 23. № 3. 
P. 1534; 

	 https://doi.org/10.3390/ĳms23031534
23. Wang Z., Keller L.M.M., Dillon J. et al. // Photochem. 

Photobiol. 2006. V. 82. P. 1251.
24.	Feldman T., Ostrovskiy D., Yakovleva M., Dontsov A., 

Borzenok S., Ostrovsky M. // Intern. J. Mol. Sci. 2022. 
V. 23. № 20. P. 12234; 

	 https://doi.org/10.3390/ĳms232012234
25.	Разумов В.Ф. // Хим. физика. 2023. Т. 42. № 2. С. 14. 
26.	Яковлева М.А., Радченко А.Ш., Костюков А.А. и др. // 

Хим. физика. 2022. T. 41. № 2. С. 20.
27.	Yakovleva M.A., Radchenko A.Sh., Feldman T.B., 

Kostyukov A.A., Arbukhanova P.M., Borzenok S.A., 

Kuzmin V.A., Ostrovsky M.A. // Photochem. Photobiol. 
Sci. 2020. V. 19. P. 920;  

	 https://doi.org/10.1039/C9PP00406H

ХИМИЧЕСКАЯ ФИЗИКА  ТОМ 43  № 11  2024

	 ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ ПРОДУКТОВ ФОТОДЕСТРУКЦИИ БИСРЕТИНОИДОВ...� 99

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ostrovsky+M&cauthor_id=8229462
https://doi.org/10.1016/1011-1344(93)87085-2
https://doi.org/10.1007/978-0-387-74904-4_46
https://istina.msu.ru/workers/7967338/
https://istina.msu.ru/workers/153957019/
https://istina.msu.ru/workers/1723139/
https://istina.msu.ru/workers/1723139/
https://istina.msu.ru/workers/1723665/
https://istina.msu.ru/workers/536920/
https://doi.org/10.3390/ijms23010222
https://istina.msu.ru/workers/7766587/
https://istina.msu.ru/workers/31661460/
https://istina.msu.ru/workers/536923/
https://istina.msu.ru/workers/536923/
https://istina.msu.ru/workers/408962164/
https://istina.msu.ru/workers/8083156/
https://doi.org/10.1167/iovs.11-8970
https://doi.org/10.1007/s00347-009-1975-4
https://sciprofiles.com/profile/2037947
https://sciprofiles.com/profile/author/WHkydnBjdHZNRWVkcnVyWE5KTWM1SzdHaUwzcWx3akZtaVNzUUNudUNpdz0=
https://doi.org/10.3390/ijms23031534
https://doi.org/10.1039/C9PP00406H


PHYSICAL AND CHEMICAL ANALYSIS OF THE LIPOFUSCIN GRANULE 
BISRETINOID PHOTODESTRUCTION PRODUCTS FROM RETINAL  

PIGMENT EPITHELIUM CELLS OF THE EYE
M. A. Yakovleva1*, A. A. Vasin2, A. E. Dontsov1, A. A. Gulin2, A. V. Aybush2,  
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1 Emanuel Institute of Biochemical Physics RAS, Moscow, Russia
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In this work, the mechanisms of formation of the bisretinoid oxidation products in lipofuscin granules isolated 
from the retinal pigment epithelium cells of the human eye have been studied. The physico-chemical character-
istics of the bisretinoid photooxidation products are described. The methods of IR spectroscopy, Raman spec-
troscopy, fluorescence spectroscopy, scanning confocal microscopy, time-of-flight mass spectrometry of second-
ary ions (TOF.SIMS) and HPLC were used for the study. The properties of the products of photooxidation and 
degradation of the fluorophore of lipofuscin granules, including synthetic N-retinylidene-N-retinylethanolamine 
(A2E), are described in detail. It has been shown that the products of oxidative degradation of lipofuscin granules 
are similar to the products of photooxidation of the main bisretinoid of lipofuscin granules – A2E. These data 
are important both for understanding the mechanisms of formation of cytotoxic products in lipofuscin granules 
and for establishing their chemical nature.

Keywords: bisretinoids, oxidative degradation, fluorophores, lipofuscin granules, retinal pigment epithelium of 
the human eye.
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Фазовое поведение смесей линейного гибкого полимера и биаксиального V-образного жидкого 
кристалла рассмотрено на основе теории Флори–Хаггинса полимерных растворов и теории нема-
тического упорядочения Ландау–де Жена. Исследовано влияние архитектуры V-образных молекул 
на фазовые диаграммы системы.
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1. ВВЕДЕНИЕ

Смеси гибких полимеров и жидких кристаллов 

(ЖК) представляют значительный интерес бла-

годаря их потенциальным приложениям в области 

электрооптических устройств [1]. Важным обстоя-

тельством является то, что фазовое поведение 

смесей может контролироваться изменением не 

только температуры, но и состава смеси [2–11]. 

К настоящему времени имеется значительное 

количество исследований, посвященных теоре-

тическому описанию бинарных систем, состоящих 

из полимеров и одноосных ЖК [12–19]. Значи-

тельная часть этих [17–19] и других [20, 21] работ 

основана на совместном использовании (сочета-

нии подходов) теории полимерных растворов 

Флори–Хаггинса (FH) [22] и теории нематиче-

ского упорядочения Майера–Заупе (MS) [23]. При 

практических расчетах использование данного 

подхода требует вычисления на каждом шаге ин-

тегралов, входящих в энтропийное слагаемое MS- 

теории, что затрудняет процедуру построения 

фазовой диаграммы [24]. Аппроксимация указан-

ного слагаемого разложением в ряд Тейлора [25, 

26] не позволяет упростить вычисления в связи с 

его плохой сходимостью [25, 27, 28]. Вычисли-

тельная процедура для получения фазовых диа-

грамм смеси может быть значительно упрощена, 

если вместо MS-теории воспользоваться разло-

жением свободной энергии Ландау–де Жена по 

степеням инвариантов ориентационного тензора 

[29]; такой подход, однако, затруднен из-за боль-

шого количества неизвестных феноменологиче-

ских параметров теории.

В отличие от упомянутых выше работ, в кото-

рых исследовались смеси одноосных ЖК с поли-

мерами, цель настоящей работы – исследование 

фазового поведения смеси (двуосного) биакси-

ального V-образного ЖК и гибкого полимера. 

Системы V-образных («банановидных») ЖК пред-

ставляют значительный интерес, поскольку не 

только являются перспективными кандидатами 

для получения двуосной нематической фазы, но 

и демонстрируют образование пространственно 

модулированных нематических фаз [30, 31]. В на-

стоящей работе для описания ориентационного 

упорядочения V-образных молекул используется 

разложение свободной энергии Ландау – де Жена. 

Важной особенностью является то, что соответ-

ствующие коэффициенты разложения свободной 

энергии Ландау – де Жена получены из микро-

скопической модели V-образной молекулы [32] и 

не содержат свободных параметров.

Статья организована следующим образом. 

В разд. 2 описывается модельная смесь полимер/

V-образный ЖК, а также на основе подходов 

Флори–Хаггинса и микроскопической теории 

Ландау – де Жена строится выражение для сво-

бодной энергии двухфазной системы. Фазовые 
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диаграммы системы, полученные в результате 

минимизации свободной энергии, и их обсуж-

дение приводится в разд. 3. В заключении содер-

жится сводка основных результатов.

2. МОДЕЛЬ

Рассмотрим смесь из ПА V-образных молекул 

и ПB гибких линейных полимеров, находящуюся 

в объеме V. Каждая V-образная частица состоит 

из двух жестких сегментов, соединенных под 

внешним углом α (0 ≤ a < p) (рис. 1); сегменты 

образованы мономерными звеньями сорта A, чье 

общее число в V-образной молекуле есть NA, при-

чем один из сегментов содержит NA 
(1), второй – NA 

(2) 

звеньев: (NA 
(1) + NA 

(2) = NA ). Архитектура такой мо-

лекулы определяется долей звеньев в одном из 

сегментов, φ = NA 
(1)/NA  и углом между сегментами. 

При α = 0 V-образная частица имеет стержнео-

бразную конформацию и обладает симметрией 

D∞h, при 0 < a < p и φ = 1/2 симметрией C2v, наконец 

при 0 < a < p и φ ≠ 1/2 симметрией Cs. Каждая гиб-

кая макромолекула содержит NB звеньев сорта B. 

Общее число мономерных звеньев в системе есть 

M = ПANA + ПВNB. Доля звеньев XA, принадлежа-

щая V-образным молекулам, определяется выра-

жением XA ≡ X = ПАNA/M; в предположении не-

сжимаемости системы доля звеньев полимера есть 

XB = 1 – X.

Выражение для свободной энергии однофазной 

системы записывается в виде

	

( )

( ) ( )



, ,

ln ( )

( ) ( ),

A B

2 2
A

A

1

1
1 1

tr
3

F p s X
MT

X X
X X X X

N N

u X
X

T N

= =

-
= + - + c - -

- +S S




	 
(1)

где первые три слагаемых в правой части пред-

ставляют собой свободную энергию изотропной 

смеси в теории полимерных растворов Флори–

Хаггинса [22], параметр c описывает изотропное 

взаимодействие между мономерами сортов A и B 

[33]. Четвертое слагаемое есть энергия анизотроп-

ного MS-взаимодействия, способствующего вза-

имной параллельной ориентации молекул, где 

u – параметр MS-взаимодействия, тогда как S есть 

ориентационный тензорный параметр порядка 

[29], который для однородной нематической фазы 

может быть представлен в диагональном виде

	

( )
( ) .

2 0 0

0 2 0

0 0

p s

p s

p

- + 
 = - - 
 
 

S 	 (2)

В изотропном состоянии собственные значе-

ния (СЗ) тензора (2) равны нулю при наборе зна-

чений параметров порядка ( p = 0, s = 0). Одноосное 

нематическое состояние реализуется при следу-

ющих наборах параметров порядка: ( p ≠ 0, s = 0), 

( p ≠ 0, s = +3p) и ( p ≠ 0, s = –3p). Отметим, что в лю-

бом из этих трех наборов две компоненты вектора 

собственных значений совпадают и отличны от 

нуля. Одноосные каламитная (NU
+) и дискотиче-

ская (NU
–) нематические фазы образуются, если 

СЗ, отличающееся от других, является наи-

большим и наименьшим соответственно. Три 

разных компоненты СЗ отвечают биаксиальному 

(двуосному) нематическому состоянию NB.

Последнее слагаемое в выражении (1), A ( ),SL  

есть энтропийный вклад в разложение свободной 

энергии Ландау – де Жена расплава V-образных 

частиц [32]:

	

2 3 2 2
2 3 4

2 3 (1) 2 3 (2) 3 2
5 6 6

�
( ) tr( ) tr( ) [tr ( )]

tr( ) tr( ) [tr( )] [tr( )] ,

AL = γ + γ + γ +

+ γ + γ + γ

S S S S

S S S S

	 
(3)

где инварианты тензора (2), входящие в выраже-

ние (3), имеют вид [32]

	
( ) ( )( )
( ) ( ) ( )

2 2 2

3 2 2

tr 1 2 3 ,

tr 3 4 .

p s

p p s

= +

= -

S

S

	 (4)

Рис. 1. Модель V-образной молекулы, образованной 

двумя жесткими сегментами, соединенными под 

внешним углом α. Молекула состоит из мономерных 

звеньев (обозначены как 1, 2… NA), общее число ко-

торых равно NA.

α

N
A

1

2
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Коэффициенты разложения (3) были найдены 

ранее [32], исходя из микроскопической модели 

V-образной молекулы:

	 2
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3
γ =

σ
,	  (5)

	 3 3

50

63
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γ = -

σ
,	  (6)

	
2

4 2 5

25 125

88263

A
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σ σ
, 	  (7)

	
3

5 4 7

2000 625

4851 3087

A A
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σ σ
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6 3 3 6

625 137 4290
20

49 34381 081

A A 
γ = - +  σ σ σ 

	(10)

Функции A и σ в выражениях (5–10) записы-

ваются в следующем виде:

	 sin ( ), .σ = - a = σ -2
1 21 3 3 1X X A 	  (11)

Фазовая диаграмма расплава V-образных 

частиц, обладающих симметрией C2V
, была най-

дена ранее [32] на основе анализа энтропийного 

вклада в свободную энергию (3) и анизотропных 

взаимодействий (1). Эта диаграмма, построенная 

в плоскости ( )a - w , где ( ) ( ),A AuN Tw = w a = a   

а TA(a) есть температура фазового перехода из 

изотропного в одноосное нематическое со-

стояние, содержит области устойчивости изотроп-

ной фазы, одноосных каламитной и дискотиче-

ской, а также двуосной нематических фаз. Фазо-

вая диаграмма указанного расплава симметрична 

относительно значения a = p/2; функция TA(a) 

имеет минимум при a = p/2. Для стержнеобразных 

(a = 0) молекул подход, разработанный в [32], 

предсказывает значение величины  ~w(0) = 

= uNA/TA(0) ≈ 1/0.217 = 4.61 и скачок параметра 

порядка p ≈ 0.323 (соответствующие величины в 

MS-теории составляют  ~w(0) ≈ 1/0.220 и p ≈ 0.429). 

Таким образом, отношение u/T в соответству-

ющем слагаемом выражения (1) может быть за-

писано в виде

	
( ) ( )

( )
( )

0 0
0

0
A A A

A A A

N T Tu u

T T N T TN
≡ = w 	 (12)

Будем далее считать, что параметр c модели 

FH изотропного взаимодействия (1) для смеси 

полимер + ЖК может быть записан в виде

	 A B Tc cc = + ,	 (13)

где постоянные Ac и Bc не зависят от температуры 

и состава смеси [34].

В рассматриваемой системе возможны следу-

ющие состояния: a) изотропная фаза, в которой 

имеет место полное смешение молекул ЖК и по-

лимера; б) двухфазное состояние из сосуществу-

ющих изотропных фаз (I1 + I2), в одной из которых 

преобладают молекулы ЖК, в другой – полимера; 

в) двухфазное состояние из сосуществующих изо-

тропной и нематических фаз (I + N); г) нематиче-

ская фаза, почти полностью состоящая из молекул 

ЖК.

Фазовая диаграмма рассматриваемой смеси 

“V-образный жидкий кристалл + гибкий поли-

мер” может быть получена из условия равенства 

химических потенциалов компонентов в сосуще-

ствующих фазах [35], однако в настоящей работе 

удобнее воспользоваться непосредственной ми-

нимизацией свободной энергии двухфазной сис-

темы:
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-

	  (14)

где F – свободная энергия однофазного состояния 

(1), которая помимо явно указанных переменных 

зависит от различных внешних параметров: (X, T, 

N1, N2, c, w и т.д). В выражении (14) X1 и X2 – доли 

звеньев типа A (т.е. жидкого кристалла) соответ-

ственно в первой и второй фазах (X1 ≡ XA
(1), 

X2 ≡ XA
(2)). В силу несжимаемости системы выпол-

няются соотношения

	

( ) ( )

( ) ( )

,

.

1 1
1B A

2 2
2B A

1 1

1 1

X X X

X X X

= - = -

= - = -
	  (15)

Минимизация функции (14) позволяет полу-

чить набор равновесных значений переменных, 

которые определяют состояние системы на плос-

кости X – T для заданных внешних параметров. 

Производные по X1 и X2 от функции (14):

	 , ,
1 2

0 0
ph phF F

X X

∂ ∂
= =
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	 (16)
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дают уравнения, отвечающие равенству химиче-

ских потенциалов компонентов в сосуществую-

щих фазах, в то время как уравнения

	 ,0 0
ph phF F

p s

∂ ∂
= =

∂ ∂ 	 (17)

позволяют определить зависимость параметров 

порядка от долей компонент в смеси и параметров 

взаимодействий.

Критическая температура смешения и соот-

ветствующее значение состава компоненты A 

определяются следующими выражениями [18]:

	
( )

, .

2

A B B

A B A B
2c c

N N N
X

N N N N

+
c = =

+
	 (18)

Помимо бинодалей, определяемых в результате 

минимизации свободной энергии двухфазной 

системы (14), интерес представляет и положение 

спинодалей I1 + I2 и I + N. Спинодаль фазового 

разделения типа жидкость–жидкость (I1 + I2) опре-

деляет границу абсолютной неустойчивости од-

нофазного раствора по отношению к образованию 

двухфазной системы и определяется известным 

соотношением [35]:

	 ,
2

2
0

F

X

∂
=

∂
	  (19)

где функция F определена в (1). В свою очередь, 

спинодаль I + N отвечает пределу устойчивости 

однородного нематического состояния и может 

быть определена из условий [36, 37]

Рис. 2. Фазовые диаграммы смеси полимер/V-образный ЖК при φ = 1/2 и различных внешних углах между сегментами 

ЖК: a – a = 0, б – a = 0.524 рад, в – a = 0.611 рад, г – a = 0.6106. Бинодали показаны сплошными линиями, спинодаль 

жидкость–жидкость – точечной линией, спинодаль жидкость – нематическая фаза – штрих-пунктирной линией. 

Буквы C, E и P обозначают соответственно критическую точку, точку эвтектики и точку, отвечающую наименьшему 

значению X состава смеси, при котором реализуется однофазное нематическое состояние N.
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где Mk(k = 1, 2, 3) есть главные миноры следующей 

матрицы вторых производных:
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3. ФАЗОВЫЕ ДИАГРАММЫ

Фазовые диаграммы рассматриваемой смеси 

определяются решениями системы уравнений 

(16), (17) с учетом положительной определенности 

соответствующей матрицы вторых производных 

функции (14) по переменным X1, X2, p, s.

Для моделирования системы “V-образный ЖК 

+ гибкий полимер” мы вначале выберем следу-

ющий набор внешних параметров NA = 4, NB = 10, 

TIN = 60 °C, Ac = -0.34 и Bc = 225. Фазовые диа-

граммы для системы симметричный (φ = 1/2) “V-

образный ЖК + гибкий полимер” с указанными 

параметрами для различных значений внешнего 

угла α между сегментами представлены на рис. 2.

Для молекул стержнеобразной архитектуры 

(a = 0) фазовая диаграмма, представленная на 

рис. 2а, содержит области устойчивости изотроп-

ной фазы нематической фазы NU
+ и двухфазного 

состояния 1 + N. При увеличении угла α до 

a = 0.524 рад (рис. 2б) происходит понижение тем-

пературы перехода из изотропного в нематическое 

состояние и появляется область устойчивости двух 

сосуществующих изотропных фаз: I1+I2, а об-

ласти, занятые состояниями NU
+ и I + N, умень-

шаются. При дальнейшем росте угла α до 

a = 0.61 рад (рис. 2в) увеличивается область устой-

чивости двухфазного (I1+I2)-состояния, в то время 

как области устойчивости состояния NU
+ и I + N 

продолжают уменьшаться. При достижении зна-

чения a = 0.7 рад (рис. 2г) наблюдается значитель-

ный рост области двухфазного (I1+I2)-состояния. 

Приведенные выше фазовые диаграммы (рис. 2) 

содержат области устойчивости каламитной не-

матической фазы (обозначенной символом N). 

Согласно фазовой диаграмме расплава V-образ-

ных молекул, приведенной в работе [32], в интер-

вале углов a = 0.23...1.91 рад имеется область 

устойчивости дискотической нематической фазы 

NU
–. На рис. 3а приведена фазовая диаграмма для 

смеси полимера с симметричными V-образными 

молекулами при a = 1.32 рад. Нематическая фаза 

в этом случая является дискотической, о чем сви-

детельствует поведение собственных значений 

тензора (2), показанное на рис. 3б.

Фазовые диаграммы, отвечающие увеличению 

длины NB полимера или увеличению длины NA 

жидкого кристалла при сохранении прочих 

внешних параметров неизменными, показывают, 

что значение критической температуры возрас-

Рис. 3. а – Фазовая диаграмма для смеси симметричных V-образных молекул при a = 1.32 рад, NA = 4, NB = 10; б – 

поведение собственных значений тензора (2) в зависимости от температуры. Сплошная линия отвечает наименьшему 

СЗ, отличному от двух других совпадающих СЗ (показаны точечной линией).
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тает, область устойчивости двухфазных состояний 

увеличивается. Область однофазного нематиче-

ского состояния уменьшается при росте длины 

полимера NB и увеличивается при росте длины NA 

жидкого кристалла. 

Рассмотрим теперь, как асимметрия V-образ-

ных молекул (т.е. изменение доли φ мономерных 

звеньев одного из сегментов V-образной моле-

кулы) влияет на фазовую диаграмму. Для этого 

мы рассмотрим модельную смесь полимер/V-об

разный ЖК, характеризуемую следующими внеш-

ними параметрами NA = 6, NB = 12, TA = 433 K, 

Ac = –0.34, Bc = 200 и фиксированным внешним 

углом a = p/6 между жесткими сегментами.

Фазовые диаграммы для смесей с указанными 

параметрами при различных значениях параметра 

φ представлены на рис. 4. Фазовая диаграмма на 

рис. 4а отвечает стержнеобразному (φ = 0) ЖК и 

содержит области устойчивости изотропного, од-

нофазного нематического и двухфазного (I + N)-

состояний. Для сильно асимметричной (φ = 1/6) 

V-образной молекулы на фазовой диаграмме до-

полнительно появляется небольшая область 

устойчивости двухфазного (I1 + I2)-состояния, 

увеличивается область устойчивости двухфазного 

(I + N)-состояния, понижается температура пе-

рехода в однофазное нематическое состояние 

(рис. 4б). Уменьшение асимметрии молекул ЖК 

до j = 1/3 приводит к дальнейшему понижению 

температуры перехода в однородное нематическое 

состояние и увеличению области устойчивости 

двухфазного (I1 + I2)-состояния, в то время как 

область устойчивости нематической фазы умень-

шается (рис. 4в). В симметричном случае (φ = 1/2), 

представленном на рис. 4г, область устойчивости 

Рис. 4. Фазовые диаграммы смеси полимер/V-образный ЖК при фиксированном значении угла между сегментами 

(a = p/6) для различных степеней асимметрии φ жидкого кристалла: (a) φ = 0, (б) φ = 1/6, (в) φ = 1/3 и (г) φ = 1/2. Обо-

значения те же, что и на рис. 2.
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двухфазного состояния I1 + I2 продолжает расти, 

а область устойчивости нематической фазы – 

уменьшаться.

4. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе исследовано фазовое по-

ведение смеси V-образного жидкого кристалла и 

гибкого полимера в зависимости от архитектуры 

молекул ЖК, которая, в рамках данной модели, 

определяется внешним углом α между жесткими 

сегментами V-образной молекулы и долей моно-

мерных звеньев φ в одном из сегментов. В иссле-

довании использовалась комбинация теории по-

лимерных растворов Флори–Хаггинса и теории 

ориентационного упорядочения Ландау – де 

Жена. Коэффициенты разложения свободной 

энергии Ландау – де Жена расплава V-образных 

молекул были ранее найдены из микроскопиче-

ской модели V-образной частицы. Настоящий 

подход упрощает расчеты фазовых диаграмм по 

сравнению с традиционно используемым сочета-

нием теорий Флори–Хаггинса и теории немати-

ческого упорядочения Майера–Заупе. Получен-

ные фазовые диаграммы свидетельствуют, что как 

при увеличении внешнего угла между сегментами 

в симметричной (φ = 1/2) V-образной молекуле, 

так и при уменьшении асимметрии молекул при 

фиксированном значении α область устойчивости 

двухфазного (I1 + I2)-состояния растет, в то время 

как области устойчивости однофазного немати-

ческого состояния NU
+ и двухфазного состояния 

I + N уменьшаются. Эти изменения в архитектуре 

молекул ЖК также приводят к снижению темпе-

ратуры перехода из изотропного в однофазное 

нематическое состояние.

Работа выполнена при финансовой поддержке 

Министерством науки и высшего образования 

Российской Федерации в рамках госзадания (тема 
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PHASE BEHAVIOUR OF V-SHAPED LIQUID  

CRYSTAL/POLYMER MIXTURE 
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The phase behavior of mixtures of linear flexible polymers and V-shaped liquid crystals is inspected using a com-
bination of Flory – Huggins theory of polymer solutions and Landau – de Gennes theory of nematic ordering. 
The influence of the architecture of V-shaped molecules on the system’s phase diagrams is examined.

Keywords: V-shaped liquid crystals, linear polymers, liquid crystal/polymer mixtures, nematic phase, phase dia-
grams.
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Синтезированы гибридные наносистемы на основе магнитных наночастиц оксидов железа (НЧОЖ) 
и человеческого сывороточного альбумина (ЧСА). Полученные наносистемы ЧСА@НЧОЖ были 
охарактеризованы по размеру и составу с помощью спектрофотометрии УФ-видимой области (в 
частности, с использованием метода Брэдфорда), динамического светорассеяния и электронного 
магнитного резонанса. Выполнено исследование темновой и фотоиндуцированной цитотоксич-
ности данных систем с использованием метиленового синего как модельного фотосенсибилизатора. 
Проведенный анализ выживаемости культивируемых опухолевых клеток линии MCF-7 аденокар-
циномы молочной железы человека показал увеличение фотоиндуцированной цитотоксичности 
при возбуждении фотосенсибилизатора, накопленного клетками при доставке наносистемами, по 
сравнению со свободным фотосенсибилизатором в эквивалентных концентрациях. Обсуждается 
применение наносистем ЧСА@НЧОЖ в качестве перспективной платформы для направленной 
доставки фотосенсибилизатора в опухолевые клетки.

Ключевые слова: человеческий сывороточный альбумин, наночастицы оксидов железа, магнитные 
наночастицы, фотодинамическая терапия, гибридные наносистемы, метиленовый синий, клеточ-
ная линия MCF-7.
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1. ВВЕДЕНИЕ

Гибридные наносистемы на основе магнитных 

наночастиц (МНЧ), в том числе наночастиц ок-

сидов железа и/или сывороточного альбумина, 

активно исследуются для целей современной те-

раностики. Наночастицы с биосовместимыми 

функциональными покрытиями, в частности из 

сывороточного альбумина, синтезируются и ис-

следуются для диагностики различных заболева-

ний, в первую очередь онкологических, а также в 

качестве платформ для доставки терапевтических 

веществ в клетки-мишени [1–16]. Магнитные 

наночастицы в составе наносистем влияют на 

контрастность при визуализации опухолей, могут 

аккумулироваться (в том числе за счет своих маг-

нитных свойств) в целевой области и обеспечи-

вают локальный нагрев под действием СВЧ, а 

сывороточный альбумин способствует повыше-

нию биосовместимости и увеличению длитель-

ности нахождения нагруженных препаратом на-

носистем в организме для достижения достаточ-

ной дозы препарата в биологической мишени. 

На рис. 1 представлено изменение числа пуб-

ликаций по годам в базе PubMed с 1996 года по 

наночастицам оксидов железа, являющихся объ-

ектом нашего интереса, и/или сывороточному 

альбумину. Как видно из этого рисунка, несмотря 

на значительное количество исследований в об-

ласти интересующих нас наночастиц (рис. 1, за-

штрихованные столбцы) и исследований, посвя-

щенных одновременно наночастицам и сыворо-

точному альбумину (рис. 1, белые столбцы), ко-

личество работ, посвященных одновременно 

использованию наночастиц оксидов железа и 

ХИМИЧЕСКАЯ ФИЗИКА, 2024, том 43, № 11, с. 112—120

ХИМИЧЕСКАЯ ФИЗИКА НАНОМАТЕРИАЛОВ



сывороточного альбумина, относительно неве-

лико. Стоит отметить, что такие исследования 

могут быть посвящены не только синтезу гиб-

ридных наносистем на основе МНЧ и альбумина, 

но и исследованию формирования белковой ко-

роны на наноразмерных материалах, в состав 

которой входит сывороточный альбумин как наи-

более представленный белок плазмы крови 

[17–19].

В настоящее время интенсивно проводятся 

исследования, направленные на использование 

магнитных наночастиц в качестве средств до-

ставки фотосенсибилизаторов (ФС) для фотоди-

намической терапии (ФДТ) [13, 20–23]. В боль-

шинстве случаев ФС ковалентно связывают с по-

верхностью доставляющих его наночастиц [24–

27], тем самым обеспечивая высокую стабиль-

ность полученных гибридных наносистем. Однако 

в последнее время подходам к нековалентной 

функционализации МНЧ стали уделять большее 

внимание, поскольку нековалентное связывание 

позволяет гибко управлять процессом доставки 

фотосенсибилизатора к клеточным мишеням в со-

ответствии с константами связывания с ними и 

с носителем, стабильностью наносистем при из-

менениях pH и температуры или других воздей-

ствиях окружающей среды. Используя специаль-

ные платформы доставки, можно доставить фо-

тосенсибилизатор в большее количество клеточ-

ных компартментов, обеспечив более масштабные 

повреждения опухолевой клетки при ФДТ [28–

33]. Так, некоторые гидрофобные и заряженные 

ФС эффективно связываются с альбумином [34–

38], что позволяет использовать покрытые альбу-

мином МНЧ для иммобилизации ФС на их по-

верхности. В литературе описано увеличение 

эффективности доставки фотоактивной молекулы 

для тераностики в опухолевые клетки и ткани с 

помощью магнитных наночастиц и сывороточного 

альбумина за счет принципа направленной до-

ставки красителей в клетку на примере как ком-

мерчески доступного цианинового красителя IR-

780 для фотовизуализации опухолевых клеток [39], 

так и новых синтезированных бактериохлоринов 

и фталоцианинов с последующей ФДТ [28, 40, 

41]. Повышение эффективности доставки краси-

теля с помощью таких систем по сравнению с его 

свободной формой зависит от выбора конкретного 

состава и технологии получения наноразмерной 

композиции. В настоящей работе в качестве мо-

дельной системы впервые описано применение 

для ФДТ in vitro иммобилизации известного ка-

тионного фотосенсибилизатора метиленового 

синего (МС) на поверхность покрытых альбуми-

ном магнитных наночастиц оксидов железа с от-

рицательным поверхностным зарядом. 

Метиленовый синий является широко изучен-

ным и коммерчески доступным ФС с отличными 

фотохимическими и фотофизическими свой-

ствами для фотодинамической терапии опухоле-

вых клеток за счет высокой квантовой эффектив-

ности выхода синглетного кислорода и интенсив-

ного поглощения света в красной области спектра, 

соответствующей наибольшей проницаемости 

биологических тканей [42]. В исследованиях in 

vitro, in vivo и в клинической практике МС про-

являл себя как эффективный и безопасный ФС 

для ФДТ, вызывая селективную гибель опухоле-

Рис. 1. Количество публикаций в базе данных PubMed по годам, по ключевому слову “наночастицы” (“nanoparticles”) 

и дополнительным ключевым словам, указанным на рисунке: “сывороточный альбумин” (“serum albumin”), “оксид 

железа” (“iron oxide”), “оксиды железа” (“iron oxides”), “магнетит” (“magnetite”).
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вых, но не здоровых клеток [42, 43]. Метиленовый 

синий вводили в составе различных наносистем, 

включая частицы мезопористого диоксида крем-

ния, покрытые бычьим сывороточным альбуми-

ном (БСА) [44], и наночастицы оксидов железа 

(НЧОЖ), покрытые оболочкой из диоксида крем-

ния [45–47]. В зависимости от структуры и ком-

понентов наносистем на основе НЧОЖ фотохи-

мические свойства МС могут изменяться, приводя 

к усилению [47], ослаблению [45] или аналогич-

ной способности к генерации синглетного кисло-

рода [46]. Цели настоящей работы – синтез и 

определение свойств гибридной наносистемы на 

основе НЧОЖ, покрытых человеческим сыворо-

точным альбумином (ЧСА) и функционализиро-

ванных МС. На наш взгляд, отрицательный заряд 

молекул ЧСА и поверхности НЧОЖ должен спо-

собствовать нековалентному связыванию поло-

жительно заряженной молекулы МС с формиро-

ванием фотоактивной гибридной наносистемы 

МС–(ЧСА@НЧОЖ), и такой подход может быть 

перспективен при разработке фотоактивных гиб-

ридных наноразмерных носителей в ФДТ. 

2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение наносистемы ЧСА@НЧОЖ

Магнитные НЧОЖ были синтезированы ме-

тодом соосаждения и электростатически стаби-

лизированы 0.1 М фосфатно-цитратным буфером 

(0.05 М NaCl) с pH 4.3, как описано в предыдущих 

исследованиях [12,43]. Гидрозоль НЧОЖ хранили 

в герметично закрытой посуде. Для приготовления 

образцов гидрозоль НЧОЖ разбавляли в 20 раз 

в 0.05 М фосфатном буфере с pH 6.3 и инкубиро-

вали на магнитах Nd–Fe–B для удаления наи-

более крупных частиц, после чего к НЧОЖ с кон-

центрацией 0.4 мг/мл в буфере при перемешива-

нии на приборе Vortex V-1 plus производства 

компании Biosan (Latvia) добавляли водный рас-

твор ЧСА (каталожный номер А1653, Sigma-

Aldrich(USA)) в количестве 10 об.% до конечной 

концентрации 3 мг/мл и инкубировали смесь в 

течение 30 ч при температуре 25 °С на ротаторе 

Multi Bio RS-24 (Biosan, Latvia). После инкубации 

для отделения буфера и несвязавшегося с НЧОЖ 

белка использовали процедуру магнитной сепа-

рации. Вода для инъекций с 5 мМ NaCl была ис-

пользована в качестве дисперсионной среды для 

наночастиц ЧСА@НЧОЖ (рис. 2). Удаление из-

бытка белка подтверждали и количество белка на 

поверхности НЧОЖ оценивали с применением 

метода Бредфорда, как было описано ранее [6]. 

Спектры в УФ- и видимой области регистриро-

вали на планшетном спектрофотометре 

SPECTROstar Nano производства компании BMG 

(Germany) в 96-луночном планшете фирмы 

Greiner. Устойчивость покрытия из ЧСА на 

НЧОЖ подтверждали в соответствии с методикой, 

описанной ранее [6, 48, 49], с применением рас-

твора иммуноглобулина G производства НПО 

“Микроген” (Россия). Данные о размере частиц 

в образцах на различных стадиях приготовления 

определяли с использованием динамического 

светорассеяния на оборудовании Zetasizer Nano-

ZS производства компании Malvern (Great Britain) 

при температуре 25 °C. Метод электронного маг-

нитного резонанса (ЭМР) был использован для 

оценки концентрации НЧОЖ в различных образ-

цах в сравнении с эталоном с известной концен-

трацией МНЧ. Cигналы ЭМР образцов регистри-

ровали на спектрометре EMX-8/2.7 X-диапазона 

производства компании Bruker (Germany). Мате-

матическую обработку спектров ЭМР проводили 

с применением программного обеспечения 

WINEPR и SimFonia фирмы Bruker (Germany). 

Рис. 2. Схематическое отображение стадий подготовки образцов гибридных наносистем МС–(ЧСА@НЧОЖ): по-

лучение наночастиц в альбуминовом покрытии и нековалентное связывание наночастиц с метиленовым синим.
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12 ч30 ч n
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НЧОЖ

ЧСА@НЧОЖ

ЧСА
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Приготовление наносистемы  
МС–(ЧСА@НЧОЖ)

Метиленовый синий растворяли в диметил-

сульфоксиде (ДМСО) для приготовления раствора 

с концентрацией 5 · 10-3 М. Затем 1 мкл этого рас-

твора добавляли к 500 мкл коллоидного раствора 

ЧСА@НЧОЖ и смесь инкубировали при комнат-

ной температуре в течение 12 ч. После этого дис-

персии МС–(ЧСА@НЧОЖ) и контрольного 

образца (т.е. образца без МС) были получены 

методом магнитной сепарации частиц для удале-

ния несвязанного МС и редиспергированием вы-

деленных частиц в воде для инъекций (рис. 2). 

Эффективность инкапсуляции (EE, %) и загру-

зочная способность (LC, %) полученных нано-

частиц рассчитывались по следующим формулам:

	 EE ( – 100) %,input supernatant inputA A A  ⋅= ÷

	 ( )IONPsLC EE ,inputm m= × ÷

где Ainput – оптическая плотность МС во введенной 

концентрации, Asupernatant – оптическая плотность 

МС в надосадочном растворе после магнитной 

сепарации (рис. 3), minput – масса добавленного 

к наночастицам МС, mIONPs – масса наночастиц 

оксидов железа. Оптическая плотность растворов 

МС была измерена при длине волны l = 660 на 

спектрофотометре UV3101RS производства ком-

пании Shimadzu (Japan).

Культивируемые клеточные линии

Для экспериментов использована клеточная 

линия человека MCF-7 (аденокарцинома молоч-

ной железы), протестированная в American Type 

Culture Collection (USA). Клетки MCF-7 культи-

вировали в среде DMEM (Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium). В культуральную среду добавляли 

следующие компоненты до конечных концентра-

ций: 5%-ной эмбриональной телячьей сыворотки, 

2мМ L-глутамина, 100 ЕД/мл пенициллина и 

100 мкг/мл стрептомицина (среды и добавки про-

изводства компании ПанЭко, Россия). Инкуба-

цию проводили при 37 °С 5%-ной СО2 в увлаж-

ненной атмосфере. В экспериментах использована 

культура в логарифмической фазе роста. Для про-

филактики микоплазменного заражения исполь-

зовался препарат Mycokill (GE, USA). Перед на-

чалом экспериментов проводили не менее трех 

пассажей на свободной от антимикоплазменного 

препарата среде.

Исследование цитотоксичности 
синтезированных НЧОЖ

Клетки аденокарциномы молочной железы 

человека MCF-7 в 96-луночных планшетах марки 

Nunc (Denmark) в количестве 5000 клеток 

в 190 мкл клеточной среды были обработаны 

20 мкл ЧСА@НЧОЖ и МС–(ЧСА@НЧОЖ) c ко-

нечной концентрацией МС 6 · 10-7 М в течение 3 ч 

при 37 °C. В качестве контрольного раствора фо-

тосенсибилизатора был использован водный рас-

твор МС, добавленный в клеточную среду в эк-

вивалентной концентрации. В конце инкубации 

клеточную среду убирали и заменяли на 200 мкл 

новой порции культуральной среды. Для иссле-

дования фотоиндуцированной цитотоксичности 

клетки были облучены лазером с λ = 660 нм (АФС 

Полироник, Москва, Россия) с плотностью мощ-

ности облучения 21 мВт/см2 до конечной дозы 

облучения в 120 Дж/см2 и инкубированы допол-

нительно в течение 24 ч при 37 °C. 

Затем 20 мкл раствора МТТ с концентрацией 

5 мг/мл, ПанЭко, Россия вносили в каждую лунку 

и инкубировали 1 ч при 37 °C. По окончании ин-

кубации культуральную среду отбирали и добав-

ляли 100 мкл ДМСО для солюбилизации форма-

зана. Оптическую плотность растворов формазана 

измеряли при длине волны λ = 540 нм на микро-

планшетном спектрофотометре MultiscanFC 

(ThermoScientific, USA). Выживаемость клеток A 

рассчитывали как Aexpt /Acontrol · 100%. Результаты 

приведены как среднеарифметическое значение 

Рис. 3. Спектры поглощения метиленового синего в 

воде (1) и в надосадочном растворе после магнитной 

сепарации МС–(ЧСА@НЧОЖ) (2).
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± стандартное отклонение по трем независимым 

экспериментам.

3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристика полученных гибридных 
наночастиц

Средние гидродинамические диаметры частиц, 

вносящих максимальный вклад в численные рас-

пределения частиц по размеру составляют ~ 

(33 ± 2) нм для НЧОЖ без покрытия и ~ (52 ± 5) нм 

для ЧСА@НЧОЖ. Толщина белкового покрытия 

на НЧОЖ, рассчитанная по средним гидродина-

мическим диаметрам частиц (при условии, что 

покрытие формируется на НЧОЖ, не вызывая их 

дополнительной агрегации), составляет ~10 нм 

(рис. 4).

Согласно оценке методами Бредфорда и ЭМР, 

в результате 30-часовой инкубации с поверхно-

стью 1 мг НЧОЖ исходно связывается ~530 мкг 

ЧСА. Затем, в результате смены дисперсионной 

среды при неоднократном редиспергировании, 

происходит снижение детектируемого количества 

ЧСА до ~110 мкг на 1 мг НЧОЖ, что может объ-

ясняться частичной десорбцией ЧСА с по

верхности НЧОЖ в процессе приготовления 

гибридных наносистем. Концентрация НЧОЖ 

в  образце ЧСА@НЧОЖ составляла около 

340 мкг/мл.

Исследование темновой и фотоиндуцированной 
цитотоксичности гибридных наносистем

Для исследования возможности гибридных 

наносистем доставлять ФС в клетки in vitro мы 

выбрали известный фотосенсибилизатор – мети-

леновый синий с высоким квантовым выходом 

синглетного кислорода (ΦΔ = 0.50 в воде [50]). 

Катионная природа МС позволяет ввести его в 

покрытые альбумином наночастицы, обладающие 

отрицательным зарядом [51], поскольку большую 

роль в связывании (в частности, в случае МС и 

ЧСА) играют электростатические взаимодействия 

[52, 53]. Возможность введения метиленового 

синего в качестве модельного ФС также обуслов-

лена его способностью связываться с ЧСА в сай-

тах I (субдомен IIA) и II (субдомен IIIA) [54, 55] 

с константой связывания (4÷5) · 104 M-1 [52, 54, 

55], что сопоставимо с константами связывания 

для перспективных классов гидрофобных ФС – 

бискарбоцианинов, BODIPY, фталоцианинов 

[34–36]. Реакцию связывания МС с гибридными 

наночастицами ЧСА@НЧОЖ мы проводили 

по модифицированной методике [56] с исполь

зованием магнитной сепарации. Согласно рас

четам  синтезированные частицы содержали 

(5.8 ± 0.6) мкг МС на 1 мг НЧОЖ (EE составляет 

(61.5 ± 1.5)%, LC – (0.58 ± 0.06)%) или около 

11 молекул МС на 1 молекулу ЧСА гибридной 

системы, что в 10 раз превышает известные из 

литературы данные по количеству сайтов связы-

вания МС с ЧСА при комнатной температуре [52, 

55]. Это может свидетельствовать о значительном 

вкладе электростатического взаимодействия 

в связывание МС с белковой оболочкой МНЧ.

Мы анализировали темновую и фотоиндуци-

рованную цитотоксичность гибридных нано-

частиц с нековалентно связанным метиленовым 

синим после их накопления клетками линии 

MCF-7 в течение 3 ч с дальнейшей заменой кле-

точной среды и последующим фотовозбуждением 

остаточного внутриклеточного фотосенсибили-

затора. По результатам МТТ-теста выявлено, что 

синтезированные наносистемы не обладают тем-

новой цитотоксичностью на клетках MCF-7 

(рис. 5). Наносистема МС–(ЧСА@НЧОЖ) и МС 

в равной степени повреждали клетки MCF-7, тем 

самым подтверждая возможность введения фото-

сенсибилизатора в гибридную наносистему для 

ФДТ. Было обнаружено увеличение фотоиндуци-

рованной цитотоксичности при возбуждении фо-

тосенсибилизатора, связанного с наносистемами, 

по сравнению со свободным фотосенсибилиза-

Рис. 4. Объемные распределения частиц по размеру, 

полученные методом динамического светорассеяния 

в контрольном образце НЧОЖ (слева) и опытном 

образце ЧСА@НЧОЖ (справа).
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тором в эквивалентных концентрациях (см. 

рис. 5).

В клеточных экспериментах наносистема МС–

(ЧСА@НЧОЖ) вызывала аналогичную свобод-

ному МС гибель опухолевых клеток при облуче-

нии лазером с λ = 660 нм. Последнее говорит 

о том, что фотосенсибилизатор эффективно по-

глощал свет при данной длине волны, так как 

связался с белковым покрытием и не находился 

в агрегированных формах, которые наблюдались 

при синтезе МНЧ без белкового покрытия [45, 

46] и на спектре поглощения которых наблюдается 

существенный гипсохромный сдвиг. Таким обра-

зом, полученные результаты подтверждают воз-

можность введения фотосенсибилизатора в ги-

бридную наносистему ЧСА@НЧОЖ и использо-

вания ее в ФДТ.

4. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Предложена технология синтеза гибридных 

наносистем на основе магнитных наночастиц ок-

сидов железа с альбуминовым покрытием для 

направленной доставки ФС к опухолевым клет-

кам. Состав гибридных наносистем был охарак-

теризован физико-химическими методами, та-

кими как спектрофотометрия УФ-видимой об-

ласти, динамическое светорассеяние, элект-

ронный магнитный резонанс. Показано, что ис-

пользование белкового покрытия на магнитных 

наночастицах оксидов железа обеспечивает эф-

фективное связывание молекул фотоактивного 

соединения с гибридными наночастицами. Пред-

ложенный подход прямого нековалентного свя-

зывания требует значительно меньше времени и 

реагентов по сравнению с ковалентной пришив-

кой флуорофоров на поверхность наночастиц, а 

мягкие условия реакции не позволяют молекулам 

ФС разрушаться под воздействием агрессивных 

реагентов. В эксперименте на опухолевых клетках 

линии MCF-7 показано, что за короткое время 

инкубации магнитные наночастицы способны 

доставить в клетки модельный фотосенсибили-

затор, что ослабляет темновую цитотоксичность 

таких систем и дает возможность сохранить и 

несколько увеличить эффективность ФДТ по 

сравнению со свободным ФС. Полученные дан-

ные позволяют применить технологию некова-

лентного связывания подобных наносистем с дру-

гими фотосенсибилизаторами, обладающими 

сниженной биодоступностью, для более эффек-

тивной их доставки в клетки-мишени для реали-

зации ФДТ и рассматривать синтезированные 

гибридные наносистемы в качестве перспектив-

ных наноразмерных платформ для фотодинами-

ческой терапии в онкологии.

Работа по синтезу гибридных наносистем и их 

физико-химическому анализу была проведена за 

счет гранта Российского Научного Фонда (РНФ) 

№ 22-75-10150 (https://rscf.ru/project/22-

75-10150/). 

Определение размеров гибридных систем и 

регистрация спектров ЭМР, получение спект-

ральных характеристик и анализ цитотоксичности 

in vitro были осуществлены с использованием обо-

рудования ЦКП “Новые материалы и технологии” 

ИБХФ РАН (проекты №№ 122041400114-2, 

№122041300210-2, №122041300207-2). 
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NANOSIZED PLATFORM BASED ON MAGNETIC NANOPARTICLES 
FOR PHOTODYNAMIC THERAPY IN ONCOLOGY

A. V. Bychkova1*, A. A. Markova1, M. T. Nguyen1, M. A. Gradova2, M. G. Gorobets1,  
M. V. Motyakin1, M.I. Abdullina1, A. V. Toroptseva1, V. A. Kuzmin1

1 Emanuel Institute of Biochemical Physics Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

 2Semenov Federal Research Center for Chemical Physics of the Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia 

*E-mail: anna.v.bychkova@gmail.com

Hybrid nanosystems based on iron oxide nanoparticles (IONPs) and human serum albumin (HSA) have been 
synthesized. Size and composition of HSA@IONPs nanosystems were characterized using UV/visible spectro-
photometry (particularly, using the Bradford protein assay), dynamic light scattering and electron magnetic 
resonance. Methylene blue, as a model photosensitizer, was non-covalently bound to the nanosystems (5.8 µg 
per 1 mg of IONPs). The nanosystems were subjected to phototoxicity studies to confirm their suitability for 
photodynamic therapy, and the survival of cultured human breast adenocarcinoma MCF-7 tumor cells was ana-
lyzed. An increase in photoinduced cytotoxicity was observed when the photosensitizer was accumulated by cells 
upon delivery by the nanosystems, compared with a free photosensitizer at equivalent concentrations. HSA@
IONPs are discussed as a promising platform for targeted delivery of a photosensitizer to tumor cells.

Keywords: human serum albumin, iron oxide nanoparticles, magnetic nanoparticles, photodynamic therapy, 
hybrid nanosystems, methylene blue, MCF-7.
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