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СОКРАЩЕНИЯ
Ad – адамантан
AUC – площадь под кривой
Bzl – бензильная группа
DCC – N,N′-дициклогексилкарбодиимид
Dox – доксорубицин
КФ номер – классификационный номер фермента
FDA  – Управление по контролю качества пищевых 

продуктов и лекарственных средств, или Управле-
ние по санитарному надзору за качеством пище-
вых продуктов и медикаментов, США

GBR12909 – ваноксерин
LА–ОН – лауриновая кислота
PEP – пролиновая эндопептидаза
PGP – Pro-Gly-Pro
RХ – R – аргинин, Х – количество одинаковых ами-

нокислотных остатков
Z – бензилоксикарбонильная группа
АКТГ – адренокортикотропный гормон
АКТГ(6-9)PGP – His-Phe-Arg-Trp-Pro-Gly-Pro
АПФ – ангиотензинпревращающий фермент
Вос – трет-бутилоксикарбонильная группа
ВЭЖХ  – высокоэффективная жидкостная хромато-

графия
ГЭБ – гематоэнцефалический барьер
ММР – матриксные металлопротеиназы
МР – молярная радиоактивность
МФМК – микросомальная фракция мозга крысы
нАХР – никотиновый ацетилхолиновый рецептор
Селанк – Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro
Семакс – Met-Glu-His-Phe-Pro-Gly-Pro
Тафцин – Thr-Lys-Pro-Arg
Хс-ЛПНП  – холестерин липопротеинов низкой 

плотности
ЦНС – центральная нервная система

I. ВВЕДЕНИЕ

Современное развитие науки о живом вклю-
чает использование фрагментов белков, син-
тетических пептидов и  их различных аналогов. 
Например, активность α‑конотоксинов зави-
сит от природы аминокислотных остатков [1]. 

Если этими пептидными фрагментами являлись 
поли- или олигоаргинины (R6–R18), то подоб-
ные пептиды ингибируют различные рецепто-
ры  (нАХР), повышают селективность (напри-
мер, R8) и влияют на сродство (например, R16) 
к различным подтипам нАХР.

Свойства аминокислотных остатков можно 
использовать в  самых различных ситуациях: 
и  для транспортировки лекарственных соеди-
нений в живые клетки, и для повышения устой-
чивости, например, дофаминергических нейро-
нов, которые интенсивно погибают при болезни 
Паркинсона [2].

Пептидные соединения способны регулиро-
вать функционирование ионных каналов в ней-
ронах, что очень важно для нормальной деятель-
ности центральной и  периферической нервной 
системы. В  результате могут быть купированы 
патологии, связанные с  болевыми и  воспали-
тельными процессами. Нейропептиды (напри-
мер, ноцистатин) могут быть использованы 
в  процессах, связанных с  обучением, памятью 
и,  следовательно, с  регулированием высшей 
нервной деятельности [3].

Проблему транспортировки противораковых 
лекарств можно решить, создав условия, при 
которых биологически активное соединение на-
чинает взаимодействовать с чужеродными клет-
ками в  момент своего высвобождения  [4–7]. 
То  есть, либо в  этих клетках происходит раз-
рушение липосом, в  которые заключено дей-
ствующее вещество, либо в чужеродных клетках 
эффективно функционирует фермент, который 
разрушает связи действующего вещества с пеп-
тидным фрагментом.

Широкое разнообразие природных и  искус-
ственных пептидных фрагментов делает необ-
ходимым четкое определение конкретных объ-
ектов и методов их тестирования.
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II. ПОИСК ПЕРСПЕКТИВНЫХ 
ГИБРИДНЫХ СОЕДИНЕНИЙ

Природные аминокислоты и  пептиды на их 
основе, как правило, не цитотоксичны. Они 
позволяют использовать более высокие дозы 
лекарственного средства по сравнению со сред-
ствами, состоящими из неприродных фрагмен-
тов, при лечении патологий. Поэтому работа над 
созданием лекарственных средств на их основе 
является актуальной задачей. В  этом обзоре не 
ставится задача перечисления всех достижений 
в каждом из рассматриваемых направлений ис-
следований, а дается некая перспектива исполь-
зования этих достижений.

Для того, чтобы избежать многолетних трудо-
емких исследований в поиске новых лекарствен-
ных препаратов, часто исходят из природного 
объекта, обладающего активностью, интересую-
щей медиков. Сначала вычленяют пептидную 
последовательность, которая определяет иско-
мую биологическую активность (фармакофор). 
Затем для повышения стабильности этого пеп-
тида его модифицируют пролинсодержащими 
фрагментами. Например, семакс был получен из 
Met-Glu-His-Phe (фармакофор) и Pro-Gly-Pro.

II.1. Модифицированные фармакофоры – 
фрагменты АКТГ

Фрагменты АКТГ стабилизировали Pro-Gly-
Pro (PGP) [8]. Наиболее перспективным в плане 
ноотропной и  анксиолитической активности 
среди различных фрагментов адренокортико-
тропного гормона оказался АКТГ(6-9)PGP. Со-
зданное направление повышения устойчивости 
пептидов позволило изготовить ряд лекарствен-
ных средств [9–13]. Среди них получены широ-
ко известный в  медицинской практике семакс 
и аналог тафцина – селанк [10–17].

II.2. Пептидные производные доксорубицина 
и биогенных аминов

Для деградации чужеродных клеток исполь-
зуют доксорубицин (Dox). Сложность введения 
Dox пациентам заключается в  высокой цито-
токсичности этого вещества [18–20]. Поиск 
производных Dox с меньшей цитотоксичностью 
привел к  синтезу пептидных производных док-
сорубицина типа Boc-Gly-Pro-Dox (рис. 1).

Для большей устойчивости к действию фер-
ментов амин глицинового фрагмента (рис.  1) 

модифицировали, используя кроме Вос-защиты 
и Z-защиту.

Использованием защищенных по амино-
группе пептидов повышали устойчивость и дру-
гих биологически активных соединений (Boc-
Gly-Pro-DOPA, Boc-Gly-Pro-5-НТ) (рис. 2).

Эти защищенные конъюгаты пролина и гли-
цилпролина с  дофамином и  серотонином ока-
зались устойчивы в  присутствии амино- и  кар
боксипептидаз. Следовательно, они могут быть 
перспективны в качестве эффективных нецито-
токсических транспортных форм для этих био-
генных аминов [21]. В  силу этого такой подход 
является многообещающим для доставки мо-
ноаминов для лечения патологии при болезни 
Паркинсона и депрессии.

II.3. Ацильные производные биологически 
активных соединений

Использование жирных кислот для ацили-
рования аминогруппы в  пептидном производ-
ном биологически активного соединения вы-

Рис. 1. Структура Boc-Gly-Pro-Dox.
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звано рядом причин. Как показывает практика, 
у  гибридных соединений из биогенного амина 
и  пептидного фрагмента при ацилировании 
последнего жирными кислотами появляются 
новые свойства, полезные для создания лекар-
ственных препаратов. Возможность такого эф-
фекта отмечена при ацилировании жирными 
кислотами дофамина. Оказалось, что образо-
вавшийся N-ацилдофамин препятствует раз-
витию симптомов болезни Паркинсона [22, 23].

В МГУ разработана программа, которая по-
зволяет оценить проникающую способность 
молекул через ГЭБ [24, 25]. Использование 
этой программы позволило, например, оце-
нить, какие из соединений будут иметь более 
высокую вероятность проникновения из крово-
тока в головной мозг. Другими словами, эта про-
грамма позволяет рассчитать отношение AUCмозг 
к AUCкровь. Естественно, чем больше это отноше-
ние, тем выше проницаемость ГЭБ для данного 
соединения. На основании расчетных данных 
установлено, что проницаемость гибридных со-
единений из ацильных производных аминокис-
лот или пептидов и  дофамина или серотонина 
через ГЭБ значительно выше, чем для соедине-
ний, в  которых в  качестве защитных групп ис-
пользовали Вос- или Z-защиту. В то время как 
расчетные данные по проницаемости соедине-
ний с  Вос- или Z-защитой отличались незна-
чительно. Для LА-Gly-Pro-DOPA и  LА-Gly-
Pro-5-НТ расчетные данные по проницаемости 
равнялись 0.44 и 0.43 соответственно. Для Вос-
Pro-DOPA и  Z-Pro-DOPA или Вос-Pro-5-НТ 
и Z-Pro-5-НТ – только 0.13 и 0.09 или 0.12 и 0.08 
соответственно [26].

Для установления более четкой картины, име-
ют ли преимущества соединения с Boc-защитой 
перед соединениями с Z-защитой для преодоле-
ния ГЭБ, проведены эксперименты с использо-
ванием метода PAMPA (parallel artificial membrane 
permeability assay). Этот метод основан на при-
менении искусственно сконструированных 
мембран на основе додекана и  смеси додекана 
с  полярными липидами [27]. В  результате воз-
никает возможность определить, какое из син-
тезированных соединений легче преодолеет ГЭБ 
и, следовательно, может быть перспективно для 
дальнейших исследований [27–29].

Проведенные исследования с  использова-
нием метода PAMPA показали, что полученные 

данные не противоречат расчетным. Проницае-
мость через мембрану соединений с Boc-защи-
той выше, чем соединений с Z-защитой [28].

II.4. Фосфинатные аналоги эндогенных пептидов

Фосфинатные пептиды являются мощными 
ингибиторами бактериальных коллагеназ [30]. 
Также оказалось, что фосфинатные псевдопеп-
тиды (соединения 3–5) ведут себя как сильно-
действующие ингибиторы матричных металло-
протеиназ (ММР) (рис. 3).

Известно, что ММР играют важную роль при 
экстравазации опухолевых клеток с  высокой 
метастатической активностью, а также причаст-
ны к  патологиям, вызываемым остеопорозом, 
ревматоидным артритом, заболеваниями паро-
донта, атеросклерозом или застойной сердечной 
недостаточностью.

Рис. 3. Структуры ингибиторов ММР.
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АПФ (кининаза II, пептидил-дипептидаза  A, 
КФ 3.4.15.1) является сегодня, вероятно, наиболее 
важной мишенью с  точки зрения медицинского 
применения ингибиторов фосфината Zn-метал-
лопротеиназ. То обстоятельство, что АПФ может 
участвовать в  регуляции гемопоэтических ство-
ловых клеток путем постоянного разложения 
Ac-Ser-Asp-Lys-Pro, инициировало разработку 
ингибиторов АПФ (соединения 6–9) (рис. 4).

Кроме того, ингибирование АПФ блокирует 
образование ангиотензина II, а  также расщеп-
ление брадикинина, что приводит к  снижению 
артериального давления.

Таким образом, перечисленные выше инги-
биторы не только повышают ферментативную 
стабильность модифицированных пептидов 
[30–34], но и перспективны при поиске эффек-
тивных нейропротекторов.

III. ОБЩИЕ МЕТОДЫ ПОЛУЧЕНИЯ 
ОБЪЕКТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ

III.1. Основные подходы для синтеза пептидов 
и пептидных производных

В данном разделе приведены только хорошо 
изученные методики. В  более полном объеме 
с  методиками синтеза пептидов и  пептидных 
производных можно ознакомиться в  моногра-
фиях [35, 36].

Если реагенты растворимы в  неполярных 
средах, существует множество методов, позво-

ляющих проводить синтезы с  использованием 
DCC и других реагентов для конденсации защи-
щенных аминокислот, пептидов и производных 
биогенных аминов и  т.д. Но более часто при-
ходится использовать методики, в которых один 
из компонентов растворим или в метаноле, или 
водном метаноле.

Для работы с  такими соединениями как до-
фамин, доксорубицин или серотонин сначала 
готовят N-оксисукцинимидный эфир реакцией 
с  защищенными по аминогруппе аминокисло-
тами или пептидами в присутствии DCC. Затем 
соответствующий N-оксисукцинимидный эфир 
растворяют в  метаноле, водном метаноле или 
этаноле и конденсируют с дофамином, доксору-
бицином или серотонином в присутствии Et3N. 
Выход гибридных соединений  – около 65–86% 
[37, 38].

При работе с жирными кислотами, как пра-
вило, получали хлорангидрид (с использованием 
хлористого тионила) (соединение 10), из кото-
рого получали производное по глицину (соеди-
нение 12), дальнейшие стадии проводили, как 
описано выше, с получением соединений 13–16 
(схема 1) [26].

III.2. Получение флуоресцентномеченных 
органических соединений

Флуоресцентные аналоги пептидов и амино-
кислот получали для более точного расчета со-
держания их в  пробах, особенно в  тех случаях, 
когда они присутствуют там в  микроколиче-
ствах  [39]. Точность определения можно повы-
сить после добавления в  пробы соответствую-

Рис. 4. Строение ингибиторов АПФ.
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щего меченного тритием аналога и  обработки 
пробы реагентом для получения флуоресцент-
ного производного. Если в  объекте исследова-
ния присутствует аналогичное добавленному 
меченому пептиду соединение, то уменьшение 
молярной радиоактивности добавленного ме-
ченного тритием пептида будет зависеть от ко-
личества немеченного соединения.

Особенно интересными являются специфи-
ческие реакции на определенные аминокис-
лоты, например, тирозин, триптофан, аргинин 
(соединения 17–24) [40] (рис. 5).

Но есть работы, где специально синтези-
руют флуоресцентные аналоги для проведения 
биологических исследований [2]. Такой синтез 
проводят тогда, когда есть недостаток информа-
ции о процессах регулирования ингибирования 
и  транспорта биологических объектов в  живых 
организмах.

Среди ранее описанных ингибиторов обрат-
ного захвата дофамина эталонным является 

производное N-замещенного пиперазина  – 
GBR12909, селективное по отношению к дофа-
миновому транспортеру (рис. 6) [40].

Использование флуоресцентного аналога 
GBR12909 необходимо было для получения но-
вых сведений о  влиянии этого ингибитора на 
функционирование трансмембранного белка-
транспортера (DAT). Флуоресцентный аналог 
GBR12909 синтезировали по схеме 2 (соедине-
ния 25–30) [40].

Конденсацией третичного амина 25 с йодпро-
изводным 26 получали соединение 27 с выходом 
98%. После удаления Вос-защиты с  соедине-
ния 27 образовывалось соединение 28, которое 
затем в  присутствии Et3N конденсировали со 
смешанным ангидридом 29 и в результате полу-
чали флуоресцентный аналог GBR12909 (30) 
c выходом 32%. Полученные данные о влиянии 
этого ингибитора на DAT свидетельствовали 
о  полной блокировке захвата флуоресцентного 
аналога GBR12909 клетками, которая проис-
ходила при участии DAT. Убедившись в  том, 
что полученное соединение соответствует необ-
ходимым требованиям для проведения исследо-
вания, его использовали для получения более 
детальной информации. Данные, полученные 
при использовании флуоресцентного аналога, 
полностью согласуются с гипотезой об интерна-
лизации GBR12909 дофаминовым транспорте-
ром [2].

III.3. Синтез фосфинатных аналогов пептидов

Синтезы различных фосфинатных аналогов 
эндогенных пептидов разрабатываются дав-
но [41]. На схеме 3 показан один из таких синте-
зов. Синтез фосфинатного пептида из исходных 
компонентов проводят, когда все реакционные 
группы закрыты этиловой, Ad- и  Z-группами 
(соединение 31). Затем последовательно щелоч-

Схема 3. Фосфинатные аналоги пептидов [41].
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ным катализом (32), каталитическим гидриро-
ванием (33) и кислотным катализом (34) удаля-
ют защитные группы.

До настоящего времени путем замены амид-
ной связи метиленфосфорильным фрагментом 
[–(POOH)–CH2–] получают все новые и новые 
фосфоизостеры пептидов.

Разработанная схема позволяет наращивать 
фосфоизостеры пептидов аминокислотными 
остатками (соединения 35–38). Например, 
получать Pro-(POОН)-Gly-Pro (фосфинатный 
аналог Pro-Gly-Pro) (38) из Z-Pro-(POОAd)-
Gly (35) (рис. 7) [42].

Конденсацией Z-Pro-(POОAd)-Gly (35) 
с HCl•Pro-OBzl в присутствии DCC и Et3N по-

лучали фосфинатный аналог Pro-Gly-Pro (36). 
Z- и  Bzl-защиты снимали каталитическим гид-
рированием, адамантан удаляли трифторуксус-
ной кислотой. Выход Pro-(POОН)-Gly-Pro (38) 
составил 64%.

IV. ВВЕДЕНИЕ ТРИТИЯ 
В СИНТЕЗИРОВАННЫЕ СОЕДИНЕНИЯ

Синтез меченных изотопами водорода орга-
нических соединений необходим для проведе-
ния экспериментов in vivo при определении 
устойчивости введенного в  организм соедине-
ния, образования из него метаболитов, или для 
определения специфического связывания со-
единений с мембранами мозга [43].

Схема 2. Синтез флуоресцентного аналога GBR12909 [2].
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IV.1. Жидкофазный метод

При использовании жидкофазного метода 
тритий вводили гидрированием ненасыщенного 
аналога аминокислотного остатка. В этом случае 
распределение трития в  молекуле соединения 
после восстановления было очевидным (при 
восстановленных двойных связях). Целый набор 
меченных тритием пептидов можно получить, 
исходя из дегидропролина (схема 4).

При гидрировании двойных связей исполь-
зовались растворы ненасыщенных пептидов 
в  протонных и  апротонных растворителях. 
После обработки газообразным тритием в при-
сутствии гетерогенного катализатора меченные 
тритием восстановленные аналоги использова-
лись как таковые или их конденсировали с  до-
фамином, серотонином и доксорубицином, как 
описано выше. В таблице 1 приведена молярная 
радиоактивность полученных препаратов (вы-
ход меченых соединений достигал 80–95%).

IV.2. Твердофазный метод

Тритий удалось ввести в  различные пепти-
ды при использовании твердофазного метода 
[43–47]. Получены His-Phe-Arg-Trp-Pro-Gly-Pro 
[44], Pro-Gly-Pro-Leu [45], 5-охо-Pro-Arg-Pro 
[46], 5-охо-Pro-His-Pro-NH2 [47] с  молярной 
радиоактивностью 26, 135, 60 и  75 Ки ммоль–1 
соответственно. Так как тритий вводили изотоп-
ным обменом, то необходимо было определить 
распределение метки между аминокислотными 

Схема 4. Использование дегидропролина и меченого пролина при синтезе пептидов.
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Рис. 7. Структуры исходного (35), промежуточных (36, 37) 
и конечного (38) соединений.
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остатками. Знание о  распределении трития не-
обходимо, чтобы при экспериментах in vivo точ-
но рассчитать не только содержание исходного 
пептида в  пробах, но и  содержание в  них его 
метаболитов. Распределение метки в  препара-
тах определяли с использованием масс-спектро-
метрии после проведения аналогичных реакций 
с дейтерием. Установлено, что для His-Phe-Arg-
Trp-Pro-Gly-Pro это распределение составило 
37 : 6 : 20 : 32 : 1 : 1 : 3, для Pro-Gly-Pro-Leu – 
66 : 17 : 8 : 9, для 5-охо-Pro-Arg-Pro – 11 : 58 : 31, 
для 5-охо-Pro-His-Pro-NH2 – 18 : 66 : 16 [44–47].

V. ИССЛЕДОВАНИЕ ЦИТОТОКСИЧНОСТИ 
ГИБРИДНЫХ ПРЕПАРАТОВ

Для оценки цитотоксичности гибридных пре-
паратов (т.е. препаратов, составленных из не-
скольких биологически активных соединений) 
использовались методы, которые давали воз-
можность одновременно оценивать пролифе-
рацию, остановку деления и гибель клеток [48]. 
Жизнеспособность клеток оценивали по соот-
ношению оптической плотности в  пробах без 
вещества и в пробах с веществом.

V.1. Сравнение влияния дофамина 
и серотонина и их пептидных производных 

на жизнедеятельность клеток

Тестирование дофамина (серотонина) 
и  Z-Gly-Pro-DOPA, Z-Gly-Pro-5-НТ, Boc-Gly-
Pro-DOPA, Boc-Gly-Pro-5-НТ, Boc-Pro-5-НТ 
и  Boc-Pro-DOPA проводили с  использовани-
ем нескольких линий клеток (SH-SY5Y, A549, 
U-87MG и BJ-5ta) [49–52]. Полученные данные 
позволили сделать вывод о том, что в тестах на 
пролиферацию клеток, содержащих дофами-
новые и серотониновые рецепторы, активность 
пептидных производных моноаминов относи-

тельно активности дофамина и  серотонина из-
менялась незначительно [53]. Таким образом, 
пролинсодержащие производные биогенных 
аминов и  в  плане цитотоксичности, и  в  плане 
влияния на клеточные ответы сопоставимы 
с  данными, полученными при использовании 
свободных дофамина и  серотонина [53]. Более 
показательным было изменение цитотоксич-
ности доксорубицина по сравнению с  пролин-
содержащими производными доксорубицина 
при использовании культуры одноклеточных 
эукариотов Tetrahymena pyriformis [54].

V.2. Оценка цитотоксичности пептидных 
производных доксорубицина

Первичный скрининг на цитотоксичность 
можно провести с  использованием инфузории 
Tetrahymena pyriformis. В  культуру инфузорий 
добавляли раствор доксорубицина или его про-
изводных Boc-Gly-Pro-Dox и  Z-Gly-Pro-Dox 
в  диапазоне концентраций 1–100  мкМ. В  кон-
трольные пробы добавляли такой же объем ди-
стиллированной воды. Сравнивали динамику 
гибели или размножения клеток относительно 
контроля. Полученные результаты показали, что 
уже через десять минут разница в отрицательном 
воздействии на клетки между модифицирован-
ным и  свободным Dox становится очевидной. 
Модифицированные молекулы доксорубицина 
обладают значительно меньшей способностью 
вызывать гибель клеток, чем свободный доксору-
бицин. Цитотоксичность Z-Gly-Pro-Dox и Boc-
Gly-Pro-Dox несколько отличается, но в  обоих 
случаях выживаемость инфузории Tetrahymena 
pyriformis, по сравнению с Dox, выше. Выживае-
мость инфузории во времени для Dox и Z-Gly-
Pro-Dox, Boc-Gly-Pro-Dox заметно отличается. 
В то время как Dox со временем повышает отри-
цательное воздействие на клетки, под действием 

Таблица 1. Молярные радиоактивности (МР) производных дофамина, доксорубицина и серотонина, получен-
ные из Boc-Gly-[3H]Pro, LA-Gly-[3H]Pro и Boc-[3H]Pro [26]

Предшественник, МР 
(Ки ммоль–1) Производное, МР (Ки ммоль–1)

BocGly-[3H]Pro, 
48

BocGly-[3H]Pro-DOPA, 
48

BocGly-[3H]Pro-5-НТ, 
48

BocGly-[3H]ProDox, 
48

LA-Gly-[3H]Pro, 
41 LA-Gly-[3H]Pro-DOPA, 41 LA-Gly-[3H]Pro-5-НТ, 

41 LA-Gly-[3H]Pro-Dox, 41

Boc[3H]Pro, 
46

Boc[3H]Pro-DOPA, 
46 (27а)

Boc[3H]Pro-5-НТ, 
46 (26а)

Boc[3H]Pro-Dox, 
46

а Получены гидрированием BocΔPro-DOPA или BocΔPro-5-НТ в метаноле.
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производных Dox зависимость от времени более 
сложная. Количество инфузории после десяти-
минутного падения начинает заметно расти [54]. 
Аналогичная закономерность обнаружена и при 
тестировании этих соединений на мышах.

На основании вышеприведенных данных 
можно предположить, что использование пеп-
тидов является перспективным направлением 
для понижения цитотоксичности используемых 
в качестве лекарств соединений.

VI. ИССЛЕДОВАНИЯ УСТОЙЧИВОСТИ 
СОЗДАННЫХ СТРУКТУР

VI.1. Исследование устойчивости пептидов 
в экспериментах in vitro

Для экспериментов in vitro использовали лей-
цинаминопептидазу (КФ 3.4.11.1), карбокси-
пептидазы Y (КФ 3.4.16.1) и В (КФ 3.4.17.2), про-
линовую эндопептидазу (РЕР) (КФ 3.4.21.26), 
назальную слизь, микросомальную фракцию 
мозга (МФМК) и плазму крови крыс, получен-
ные из самцов крыс Wistar [55]. Работы про-
водили по методикам, описанным в  работах 
[14, 55, 56]. В  качестве субстрата использовали 
АКТГ(6‑9)-PGP, Pro-Gly-Pro-Leu, Boc-Gly-Pro-
DОPА, Z‑Gly-Pro-DОPА, LA-Gly-Pro-DОPА, 
Boc-Gly-Pro-5-НТ, Z-Gly-Pro-5-НТ и  фосфи-
натный аналог Pro-Gly-Pro. Изменение содер-
жания исходных субстратов определяли мето-
дами ВЭЖХ и масс-спектрометрии [55, 57].

При исследовании устойчивости АКТГ(6‑9)-
PGP в  присутствии лейцинаминопептидазы 
установлено, что через два часа в  инкубацион-
ной среде присутствует около 23% исходного 
пептида [58]. В  присутствии карбоксипепти-
дазы Y уже через час только 9% АКТГ(6-9)-PGP 
остается в инкубационной среде.

Устойчивость АКТГ(6-9)-PGP в присутствии 
аминопептидазы выше, чем карбоксипептида-
зы. Устойчивость АКТГ(6-9)-PGP в присутствии 
ферментов крови и МФМК примерно одинако-
вая и,  по-видимому, определяется действием 
карбоксипептидаз. Данные, полученные при 
использовании ферментной системы назальной 
слизи, указывают на большее влияние амино-
пептидаз в этом случае на протеолиз АКТГ(6-9)-
PGP [58].

В присутствии аминопептидаз из АКТГ(6-9)-
PGP могут образоваться Phe-Arg-Trp-Pro-Gly-
Pro, Trp-Pro-Gly-Pro и  Arg-Trp-Pro-Gly-Pro. 

В течение первых 90 мин в присутствии лейцин-
аминопептидазы содержание метаболита без 
His  (28%) превалирует перед Trp-Pro-Gly‑Pro 
(без His-Phe-Arg, 18%). Но уже через 4  ч  по-
сле начала реакции количество метаболита без 
His  (2%), а  Trp-Pro-Gly-Pro (12%) [58]. Таким 
образом, со временем соотношение метаболи-
тов меняется.

Карбоксипептидаза Y  в основном гидро-
лизует С-концевой пролин. При этом содержа-
ние His-Phe-Arg-Trp-Pro-Gly за 90 мин растет до 
83%, затем начинает снижаться. Через 4 ч после 
начала реакции содержание His-Phe-Arg-Trp-
Pro-Gly уменьшается до 66% [58].

Устойчивость Pro-Gly-Pro-Leu к лейцинами-
нопептидазе, МФМК, назальной слизи и плазме 
крови показала другие закономерности. В при-
сутствии лейцинаминопептидазы уже через 
2 ч количество исходного пептида уменьшается 
до 2.1%. В  то время как с  МФМК его количе-
ство составляет 71.2%. Еще выше количество 
Pro-Gly-Pro-Leu в присутствии назальной слизи 
и плазмы крови – 97.7% и 87.4%, соответствен-
но [59].

VI.2. Исследование устойчивости производных 
биогенных аминов в экспериментах in vitro

Пептидные производные дофамина и  серо-
тонина более устойчивы, чем DOPA или 5-НТ 
с  незащищенной аминогруппой. Особенно это 
касается DOPA, который окисляется легче, чем 
5-НТ. В этих гибридных соединениях наблюда-
ется взаимное влияние пептидного фрагмента 
и биогенного амина на их общую устойчивость 
в инкубационной среде [60]. По-видимому, на-
личие пролинового остатка и  защитных групп 
на N-концевой аминокислоте ожидаемо увели-
чивает устойчивость DOPA и 5-НТ, а DOPA или 
5-НТ, в  свою очередь, защищают пептидный 
фрагмент от действия пептидаз. Не удивительно, 
что эти соединения устойчивы к  действию как 
индивидуальных ферментов (лейцинаминопеп-
тидазы, карбоксипептидазы Y  и В), так и  фер-
ментов плазмы крови [21].

Известно, что пролиназы присутствуют, на-
пример, в элементах крови, в мозге, они участву-
ют в процессе переваривания пролинсодержащих 
пептидов [60–70]. В качестве примера пролино-
вых пептидаз можно привести аминопептидазу Р 
(КФ 3.4.11.9) [61–64], пептидазу D  (КФ 3.4.13.9, 
иминопептидаза) [64, 66], дипептидилпептида-
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зу  IV (КФ 3.4.14.5, DPP-IV) [64,  67–69], дипеп-
тидилпептидазу II (КФ 3.4.14.2, DPP-II)  [70], 
пролиновую эндопептидазу (КФ 3.4.21.26) [64]. 
Различное содержание пролиновых пептидаз 
в  разных тканях и  органах организма приводит 
к образованию разных количеств дофамина и се-
ротонина в них. В результате можно ожидать из-
бирательное действие гибридных соединений из 
пептидов и биогенных аминов в разных органах 
и тканях организма.

Для того, чтобы выяснить, происходит ли 
образование свободных биогенных аминов при 
деградации этих гибридных соединений, про-
водили протеолиз в присутствии РЕР. Установ-
лено, что при соотношении соединение/PEP 
10 мкмоль ед–1 содержание соединений с Вос-за-
щитой в течение 4 ч составило 80–85%. В то вре-
мя как с  Z-защитой  – в  количестве 0–5%. Для 
более эффективного протеолиза соединений 
с Вос-защитой нужно увеличить концентрацию 
PEP в  10 раз. В  этом случае за 4  ч  содержание 
Boc-Gly-Pro-DOPA снизилось до 1%, а Boc-Gly-
Pro-5-НТ  – до 14%. Для оценки устойчивости 
LA-Gly-Pro-DOPA, где защиту глицинового 
фрагмента осуществляли жирной кислотой, 
концентрацию PEP пришлось увеличить еще 
в 10 раз. И даже при этом через 4 ч содержание 
LA-Gly-Pro-DOPA было более 60% [21].

Установлено, что под действием РЕР Z-Gly-
Pro-DОPА, Вос-Gly-Pro-DОPА и  Z-Gly-
Pro-5-НТ, Вос-Gly-Pro-5-НТ являются источ-
никами DOPA и 5-НТ [21]. За 4 ч выход DOPA 
составляет 75–80%, а  5-НТ  – 90–92%. По ре-
зультатам этого исследования можно сделать вы-
вод, что, используя производные DOPA и 5-НТ 
с  разными защитными группами, можно регу-
лировать образование этих биогенных аминов 
в живом организме.

VI.3. Исследование устойчивости фосфинатного 
аналога PGP

Для использования в  качестве ингибиторов 
фосфинатных аналогов пептидов их протести-
ровали на цитотоксичность и  на устойчивость 
к  действию протеаз по приведенной выше ме-
тодике с  использованием линии человеческой 
глиобластомы U-87MG и  иммортализованных 
фибробластов BJ-5ta с помощью МТТ-теста [42]. 
При этом оказалось, что фосфинатный аналог 
PGP в концентрациях от 0.1 до 100 мкМ на жиз-
неспособность глиобластомы и  фибробластов 

не влияет. Кроме того установлено, что эти со-
единения ингибируют активность протеаз [42].

VI.4. Исследование устойчивости пептидов 
в экспериментах in vivo.

Ход проведения исследований по оцен-
ке устойчивости пептидов в  экспериментах 
in  vivo можно продемонстрировать при работе 
с АКТГ(6-9)-PGP и Pro-Gly-Pro-Leu.

Для проведения работ in vivo равномерно-
меченный Pro-Gly-Pro-Leu интраназально 
(ИВ) или внутривенно (ВВ) вводили в организм 
крыс и определяли содержание Pro-Gly-Pro-Leu 
в крови и в тканях мозга [57, 71–73] (табл. 2).

Полученные результаты показали, что при 
ВВ содержание в крови Pro-Gly-Pro-Leu в тече-
ние часа снижается почти в 15 раз. В ткани мозга 
при этом попадает менее 1% от содержащегося 
в крови Pro-Gly-Pro-Leu. За час содержание пеп-
тида в мозге крыс уменьшается в 4 раза. При ИВ 
Pro-Gly-Pro-Leu наблюдается другая картина: 
в  крови количество Pro-Gly-Pro-Leu проходит 
через максимум. В  первые 20  мин содержание 
пептида в крови возрастает в 9 раз, а в мозге оно 
практически не меняется в течение 40 мин. Та-
кое различие объясняется тем, что при ИВ био-
логически активные соединения могут попадать 
в кровь и мозг более сложными путями, чем при 
ВВ, когда пептид проникает в мозг практически 
только из кровотока. ИВ основано на способно-
сти пептидов всасываться в слизистую оболочку 
носовой полости и поступать постепенно в мозг 
и  в  системный кровоток одновременно. Таким 
образом, использование ИВ дает возможность 
введения пептидов напрямую в ЦНС, что может 
обеспечить высокую биодоступность [74,  75]. 
Помимо попадания препаратов в  ЦНС через 
слизистую оболочку носовой полости установ-
лены еще два пути их проникновения в  ткани 

Таблица 2. Зависимость содержания Pro-Gly-Pro-Leu 
в крови и мозге крыс от времени при ВВ или ИВ.

Время, 
мин

ВВ ИВ
Содержание, пмоль г –1

Мозг Кровь Мозг Кровь
2 3.3 	 608.2 1.0 	 7.4
5 4.9 	 359.3 1.1 	 10.9

20 3.7 	 98.0 1.0 	 67.4
40 2.3 	 73.4 0.9 	 1.2
60 1.2 	 41.6 0.5 	 1.1
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мозга – через зону обонятельного нерва и через 
зону средней ветви тройничного нерва. Т.е. ИВ, 
в отличии от ВВ, позволяет обойти богатое раз-
личными протеазами кровеносное русло. Но при 
ИВ нельзя избежать деградации Pro-Gly-Pro-
Leu под действием ферментов носовой полости 
и  образование тритиевой воды под действием 
оксидоредуктазы, деаминазы, цитохрома Р450 
и  др., разрушающих аминокислотные остатки 
в пептидах [76]. Очевидно, что, если пептид вса-
сывается из слизистой оболочки носовой поло-
сти в  кровь и  мозг постепенно, это объясняет 
появление максимумов на кинетических кривых 
и  продолжительное постоянство Pro-Gly-Pro-
Leu в тканях мозга.

Аналогичные закономерности обнаружены 
при определении концентрации АКТГ(6-9)-
PGP в крови после ИВ и ВВ (табл. 3) [77, 78].

Так как при ИВ адсорбированный в носовой 
полости АКТГ(6-9)-PGP переходит в  крове-
носное русло постепенно, падение содержа-
ния АКТГ(6-9)-PGP в крови оказывается более 
плавным, чем при использовании ВВ.

Возникает вопрос, почему пептиды, которые 
очень быстро деградируют в  живом организме, 
оказывают продолжительное действие после 
введения? По-видимому, механизм этого фено-
мена заключается в том, что в носовой полости 
достаточно рецепторов, через которые реали-
зуется нужное воздействие на ткани мозга для 
достижения необходимого клеточного ответа. 
Например, нейроны обонятельного рецепто-
ра (ОРН), аксоны которого заканчиваются на 
митральных клетках обонятельных луковиц, 
передают сенсорную информацию в  ЦНС  [79]. 
Передача этой информации заключается в  по-
глощении сигнальных молекул в  ОРН пассив-

ной диффузией с  последующим медленным 
переносом ее вдоль нервных волокон, что может 
занимать время от нескольких часов до несколь-
ких дней. В результате влияние этого препарата 
на функционирование жизненно важных систем 
может тоже быть продолжительным [39].

VI.5. Фармакокинетические параметры 
АКТГ(6‑9)PGP и Pro-Gly-Pro-Leu

При исследовании фармакокинетических 
параметров при ВВ и ИВ АКТГ(6‑9)-PGP и Pro-
Gly-Pro-Leu установлено, что распределение 
Pro-Gly-Pro-Leu и  его элиминация из крови 
и из организма в целом происходит быстрее, чем 
АКТГ(6-9)PGP (табл. 4) [73, 78, 80].

При ИВ АКТГ(6-9)-PGP и  Pro-Gly-Pro-Leu 
максимальная концентрация АКТГ(6-9)PGP 
в  ткани отличается от соответствующего зна-
чения для Pro-Gly-Pro-Leu в  1.7 раза (табл.  4). 
Расчетное время полной абсорбции АКТГ(6-9)-
PGP из носовой полости отличается от Pro-Gly-
Pro-Leu более чем в  4 раза. Особенно впечат-
ляет разница в абсолютной биодоступности, для 
АКТГ(6-9)-PGP она более, чем в 200 раз выше, 
чем в случае Pro-Gly-Pro-Leu.

При сравнении фармакокинетических свойств 
Pro-Gly-Pro-Leu и АКТГ(6‑9)PGP оказалось, что 
как процесс распределения Pro-Gly-Pro-Leu, так 
и его элиминации из крови происходит намного 
быстрее, чем АКТГ(6-9)PGP. Среднее время пре-
бывания Pro-Gly-Pro-Leu в  организме (MRT) 
также оказалось ниже, чем у  АКТГ(6-9)PGP. 
Таким образом, АКТГ(6‑9)-PGP и  Pro-Gly-Pro-
Leu существенно отличаются по ряду фармако-
кинетических показателей. В целом, при внутри-
венном введении АКТГ(6‑9)-PGP демонстрирует 
более длительное пребывание в  кровотоке, но 
в гораздо меньших концентрациях, чем Pro-Gly-
Pro-Leu. Это позволяет сделать вывод, что моле-
кула АКТГ(6‑9)-PGP, в  отличие от молекулы 
Pro-Gly-Pro-Leu, обладает способностью встраи-
ваться в  элементы крови и  относительно долго 
ими удерживаться, предохраняя АКТГ(6‑9)-PGP 
от быстрой деградации протеазами.

Проведенный по методу, описанному в  ра-
боте [81], расчет показал, что при интраназаль-
ном способе введения около 33% и  АКТГ(6-9)
PGP, и  Pro-Gly-Pro-Leu поступают из носовой 
полости в мозг крыс путем прямого транспорта, 
а  около 67% опосредованно, после всасывания 
в кровь.

Таблица 3. Концентрация АКТГ(6-9)-PGP в  крови 
крыс при разных способах введения пептида

Время, 
мин

Содержание, пмоль мл –1

ИВ ВВ
5 0.4 2.1
10 0.6 1.5
30 0.7 0.9
60 1.0 0.5
120 1.1 0.5
180 0.6 0.2
300 0.1 0.1
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VII. СПЕЦИФИЧЕСКОЕ СВЯЗЫВАНИЕ 
СИНТЕЗИРОВАННЫХ ПЕПТИДОВ, 

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ С РЕЦЕПТОРНЫМИ 
СИСТЕМАМИ

Меченные тритием препараты имеют суще-
ственные преимущества при исследовании 
лиганд-рецепторного связывания. Высокая мо-
лярная радиоактивность, практическое отсут-
ствие изотопных эффектов при специфическом 
связывании с рецепторами позволяют добиться 
высокой чувствительности определения степени 
связывания, что необходимо для изучения меха-
низма действия биологически активных препа-
ратов [82].

Одним из ключевых этапов молекулярного 
механизма действия биологически активных 
препаратов являются специфические взаимо-
действия этих молекул с  функционально зна-
чимыми специализированными белками, лока-
лизованными на поверхности клеток-мишеней. 
В  основном такими структурами являются 
G-белки, рецепторы, сопряженные с  G-белком 
(GPCR), ионные каналы, активируемые ней-
ромедиаторами, или другие типы рецепторов, 
а  также различные моно- и  гетеромерные бел-
ки  – рецепторные комплексы, представленные 
на внешних плазматических мембранах нервных 
клеток [83].

В основе системы скрининга лежит коли-
чественный анализ изменений, вызванных 
введением пептида, а  именно: характер специ-

фических взаимодействий меченных тритием 
лигандов  – различных эффекторных молекул 
(в том числе аналогов эндогенных нейромедиа-
торов) с  соответствующими им рецепторными 
комплексами, локализованными на внешней 
мембране клеток головного мозга [82, 84, 85]. 
При помощи этой методики можно количе-
ственно оценить степень влияния исследуемых 
пептидов на молекулярно-функциональную ак-
тивность клеточных рецепторных систем.

Известно, что дерморфин (Tyr-D-Ala-Phe-
Gly-Tyr-Pro-Ser-NH2) обладает сильнейшим 
анальгетическим действием. Встал вопрос, 
какой фрагмент этой молекулы ответственен 
за взаимодействие с опиоидной системой орга-
низма? Для этого были синтезированы Tyr-Pro-
Ser-NH2 и  Tyr-D-Pro-Ser-NH2 и  исследована 
способность данных трипептидов связываться 
с дерморфиновыми рецепторами головного моз-
га крыс [86–88]. Изучали вытеснение [3H]-дер-
морфина из мест специфического связывания 
дерморфина с  МФМК немечеными Tyr-Pro-
Ser-NH2 и Tyr-D-Pro-Ser-NH2 в зависимости как 
от изменения концентрации [3H]дерморфина, 
так и  от изменения концентрации немеченных 
лигандов. При этом оказалось, что характер 
связывания [3H]дерморфина с  МФМК в  при-
сутствии Tyr-Pro-Ser-NH2 и Tyr-D-Pro-Ser-NH2, 
которые рассматривались как фрагменты моле-
кулы дерморфина, изменяется только на одном 
участке насыщения >5 нМ [88].

Таблица 4. Значения фармакокинетических параметров, рассчитанных из данных по ВВ и  ИВ, пептидов 
АКТГ(6-9)PGP и Pro-Gly-Pro-Leu

Фармакокинетический параметр
АКТГ(6-9)PGP Pro-Gly-Pro-Leu

ВВ ИВ ВВ ИВ
D, мкг кг–1 72.3 73.5 200 190
Cmax, нг мл–1 1.90 1.0 137.5 0.6
Kabs, мин–1 35 × 10–3 22 × 10–3 0.27 89 × 10–3

Kel, мин–1 12 × 10–3 0.01 0.14 83 × 10–3

t1/2,abs, мин–1 5.3 32.2 1.51 7.8
t1/2,е1, мин–1 84.5 71.4 19.3 8.4
AUC∞, нг мл–1 мин–1 125 198 2428 18.9
MRT, мин 108 131 21.5 12.1
V1, мл кг–1 25090 33830 589 121310
Vss, мл кг–1 62690 52460 1768 121310
Cl, мл мин–1 кг–1 579 371 82.4 10050



16 ШЕВЧЕНКО и др.

ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. ХИМИЯ, НАУКИ О МАТЕРИАЛАХ  том 518  2024

Таким образом, получено еще одно свиде-
тельство, что один из механизмов анальгетиче-
ского действия С-концевых аналогов дермор-
фина связан с возможностью их взаимодействия 
с опиоидной системой организма. Значение по-
добных исследований не ограничивается поис-
ком соединений, которые могут быть использо-
ваны для разработки лекарственных средств для 
решения конкретной задачи, но и  приближают 
биологов и  медиков к  пониманию общих зако-
нов пептидной регуляции [89–92].

К сожалению, использование методики, ос-
нованной на специфических взаимодействиях 
меченных тритием препаратов с  соответствую-
щими им рецепторными комплексами, лока-
лизованными на внешней мембране клеток 
головного мозга, как правило, имеет целый ряд 
методических ограничений, возникающих при 
попытке использования стандартной, общепри-
нятой в рамках метода техники постановки экс-
периментов. Фактически, условия проведения 
серии опытов для каждого радиоактивно мече-
ного лиганда и группы немеченых пептидов тре-
буется подбирать заново, корректировать и при-
водить к  единому стандарту. Основная часть 
указанных выше затруднений связана с  про-
явлением индивидуальных физико-химических 
свойств каждого конкретного пептида и  явля-
ется следствием особенностей молекулярного 
механизма его действия. К  последним можно 
отнести:

–  быструю деградацию пептидов под дей-
ствием протеолитических ферментов, содержа-
щихся в биологических жидкостях или на мем-
бранах клеток мозга;

–  большое число неспецифических взаимо-
действий пептидных лигандов на мембранах 
клеток мозга;

–  стремление некоторых пептидов к образо-
ванию нестабильных комплексов со свободны-
ми (не закрепленными на мембране) белками;

–  специфическую локализацию мест лиганд-
рецепторных взаимодействий молекул нейро-
пептидов (связанную с  конкретным отделом 
мозга);

–  возможное существование на мембранах 
клеток мозга сразу нескольких мест специфи-
ческих взаимодействий, характеризующихся 
довольно высокими константами диссоциации 
лиганд-рецепторного комплекса;

–  существование конкуренции за места свя-
зывания нативного пептида со стороны корот-
ких фрагментов, образованных в  ходе протео-
лиза исходной молекулы.

Кроме того, существует целый ряд других 
фактов, отражающих сложную организацию 
механизма действия пептидных регуляторов. 
Например, поиск мест специфического связы-
вания некоторых меченных тритием пептидов – 
семакса, His-Phe-Pro-Gly-Pro, Pro-Gly-Pro – на 
плазматических мембранах клеток спинного 
и различных отделов головного мозга крысы по-
зволил сделать выводы о существовании на по-
верхности нервных клеток мест специфических 
взаимодействий биологически активных пепти-
дов данной группы, а также некоторых пептид-
ных продуктов деградации изучаемых молекул. 
Несмотря на существование отличий в  лока-
лизации мест специфического взаимодействия 
пептидов этой группы, установлено, что все ука-
занные выше глипролины меланокортинового 
ряда имеют места специфического связывания 
на плазматических мембранах клеток гиппо-
кампа. Так, как специфическое связывание на 
клетках гиппокампа у  АКТГ(4-7)-Pro-Gly-Pro 
(Met-Glu-His-Phe-Pro-Gly-Pro) и  АКТГ(6-7)-
Pro-Gly-Pro (His-Phe-Pro-Gly-Pro) отличается 
всего в  1.3 раза, эти пептиды способны за них 
взаимно конкурировать [56].

В целом необходимо отметить ряд функцио-
нально важных особенностей молекулярного 
механизма действия глипролинов меланокор-
тинового ряда группы. Во-первых, все биологи-
чески активные молекулы группы имеют места 
специфических взаимодействий на поверхности 
нервных клеток, при этом нельзя полностью 
исключать существование соответствующих 
пептидам орфановых рецепторов. Во-вторых, 
помимо центров связывания с высокой аффин-
ностью, возможно существование центров свя-
зывания с более низким сродством, но достаточ-
ным для возникновения конкуренции за места 
связывания со стороны пептидов по отноше-
нию к  эффекторным молекулам уже извест-
ных нейрорецепторов. В-третьих, все исследо-
ванные пептиды группы, модифицированные 
глипролинами, имеют места специфических 
взаимодействий на мембранах нервных клеток 
гиппокампа крыс, что позволило скорректиро-
вать и, в дальнейшем, стандартизировать мето-
дику проведения сравнительных экспериментов 
на выбранном биологическом объекте.
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Приведенные данные носят достоверный 
количественный характер, но не дают каче-
ственную оценку мест специфического взаимо-
действия меченых пептидов, позволяя лишь 
с  некоторой долей вероятности предполагать 
существование у  изучаемого пептида сродства 
к тому или иному типу известных нейрорецеп-
торов. Для того чтобы сделать качественную 
оценку этим взаимодействиям, необходимо ис-
пользовать и  другие схемы проведения экспе-
риментов. Для реализации этих новых подходов 
учитываются данные о  физиологических эф-
фектах исследуемых пептидов, об их влиянии 
на культуры клеток, на изменение активности 
генов и  т.п. (известно, например, о  способно-
сти семакса оказывать влияние на нейрохими-
ческие показатели дофамин- и серотонинерги-
ческих систем мозга животных, увеличивать 
скорость оборота серотонина, активировать 
гены раннего ответа в  ядрах ряда нейронов, 
влиять на уровень циклического аденозинмо-
нофосфата, концентрацию ионов Са2+ в  цито-
плазме), а также используются результаты экс-
периментов по вытеснению меченых пептидов 
немечеными лигандами. В результате оказыва-
ется возможным дать как количественную, так 
и  качественную характеристики пептидного 
взаимодействия с  определенными рецептор-
ными структурами.

VIII. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

При конструировании лекарственных средств 
одним из перспективных направлений этого 
процесса является поиск материала, содержа-
щего фрагмент, который обладает необходимой 
биологической активностью. После идентифи-
кации этого фрагмента становится возможным 
получение положительного результата. Удачным 
примером такого направления является полу-
чение таких лекарственных препаратов, как се-
макс или селанк.

Другими перспективными направлениями 
могут быть следующие:

1.  Синтез ингибиторов, необходимых для ре-
гулирования процессов, определяющих жизне-
деятельность живых клеток. Они являются ос-
новным механизмом контроля в биологических 
системах, влияя на функционирование фермен-
та. Здесь, как правило, используют неприродные 
пептиды типа олигоаргининовых или фосфи-
натных пептидов.

2.  Использование гибридных соединений. 
Например, пролинсодержащие биологически 
активные вещества, такие как производные до-
фамина, серотонина, доксорубицина, которые 
с одной стороны более устойчивы в живых орга-
низмах, с  другой  – приобретают дополнитель-
ные свойства, полезные при лечении патологий.

3.  Формирование набора меченных тритием 
аналогов пептидов и/или пептидных производ-
ных, содержащих флуоресцентные зонды, для 
проведения экспериментов in vivo и для определе-
ния специфического связывания. Без фармако-
кинетических исследований нельзя определить 
параметры, которые важны для использования 
на практике лекарственных препаратов.

4.  Необходимо подчеркнуть, что, хотя ис-
пользование дейтерия для отработки условий 
введения трития в органические соединения но-
сит вспомогательный характер, но в тоже время 
он необходим для оценки распределения метки, 
и  эта предварительная работа часто занимает 
основное время. По-видимому, весьма уместно 
здесь уделить несколько строчек направлению, 
связанному с  получением дейтерированных 
препаратов, которые могут использоваться и как 
лекарственные средства. Особенно это стало ак-
туальным в последнее время, когда FDA (США) 
одобрило дейтерированные препараты в  каче-
стве лекарств, после чего начались клинические 
испытания большого количества дейтерирован-
ных препаратов. Именно получению дейтери-
рованных препаратов посвящено в  последнее 
время много работ [93–99].

Только опираясь на знания, перечисленные 
выше, можно достаточно подробно разобрать-
ся, как взаимодействует кандидат в лекарствен-
ные препараты с  рецепторными системами 
клетки, приблизиться к пониманию молекуляр-
ной основы формирования клеточного ответа 
[100,  101]. И  только потом станет возможным 
проведение доклинических процедур, проведе-
ние клинических исследований, оформление 
разрешительной документации на лекарствен-
ное средство и внедрение препарата в клиниче-
скую практику.
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SPECIAL APPROACHES FOR THE SYNTHESIS AND USE OF PEPTIDE 
FRAGMENTS AND THEIR ANALOGUES IN THE DESIGN OF MEDICINES

V. P. Shevchenkoa,#, Т. V. Vyunovaa, L. A. Andreevaa, I. Yu. Nagaeva, 
K. V. Shevchenkoa, Academician of the RAS N. F. Myasoedova

a National Research Centre “Kurchatov Institute” (NRC “Kurchatov Institute”), 123182 Moscow, Russian Federation
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A number of modern methods for the preparation of hybrid compounds using peptide fragments are described. 
Biologically active compounds were modified using organic acids, proline (Pro-Gly-Pro) and phosphinate 
fragments. The methods of synthesis of hybrid compounds that can be used to obtain organic compounds 
labeled with hydrogen isotopes are shown. Cytotoxicity, specific binding of synthesized compounds to receptor 
systems and other characteristics of these compounds have been studied.
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Настоящая работа посвящена систематическому исследованию преимуществ и ограничений метода 
магнетронного распыления, являющегося удобным и перспективным способом получения нанораз-
мерных частиц напрямую из массы металла, при его использовании для приготовления наночастиц 
металлов первого переходного ряда. В ходе работы проведено варьирование сред для напыления на 
основе ионных жидкостей, эвтектических растворителей, низко- и высокомолекулярных органиче-
ских соединений. Получены частицы меди, никеля, а  также медно-никелевого и  медно-цинкового 
сплавов. На примере реакции активации связи сера–сера в  дифенилдисульфиде показано, что до 
96% распыленной меди может быть эффективно использовано в катализе, тогда как в случае никеля 
и цинка порядка трех четвертей металла может выводиться из системы в неактивной форме, при этом 
легкоокисляемые компоненты могут выступать в  качестве жертвенных стабилизаторов для частиц 
умеренно активных металлов в случае напыления двухкомпонентных сплавов.

Ключевые слова: наночастицы металлов, тиоляты металлов, магнетронное распыление, электронная 
микроскопия, ионные жидкости
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ВВЕДЕНИЕ

Каталитические методы органического син-
теза играют важную роль в современной химии, 
поскольку являются удобным и  доступным 
инструментом создания связей углерод–угле-
род и  углерод–элемент при конструировании 
сложных органических молекул, служащих ос-
новой полимеров, лекарственных препаратов, 
агрохимикатов и  других широко востребован-
ных синтетических материалов [1–5]. Одним из 
наиболее распространенных типов катализато-
ров для лабораторных и  промышленных при-
ложений являются наночастицы переходных 
металлов благодаря возможности варьирования 
их свойств путем изменения формы, размера, 
структуры поверхности, а также их допирования 
атомами других элементов [6–10]. Повышенный 
интерес к созданию металлсодержащих катали-
заторов данного типа привел к разработке мно-
жества методов получения наночастиц, среди 
которых особняком стоят подходы, основанные 

на прямом получении наноразмерной металли-
ческой фазы из массы металла. К таким методам 
можно отнести, например, электрохимическое 
травление [11–14], лазерную абляцию [15–18] 
и магнетронное распыление [19–23].

Метод магнетронного распыления зареко-
мендовал себя как быстрый и  универсальный 
способ получения высокодисперсных частиц 
металлов различной природы и  их сплавов за 
счет непосредственной бомбардировки соот-
ветствующей металлической мишени ионами 
аргона без необходимости использования хи-
мических восстановителей и  вытравливающих 
агентов. Частицы металлов и сплавов, получен-
ные методом магнетронного распыления, на-
шли широкое применение в  химии, например, 
в электрокатализе в процессах окисления мети-
лового и этилового спиртов [24–27], восстанов-
ления кислорода [28–30] и углекислого газа [31]. 
Стоит отметить, что, несмотря на практическую 
привлекательность метода, в литературе найдено 
лишь небольшое число отдельных не системати-
зированных примеров использования данной 
техники получения наноразмерных катализато-

1  Институт органической химии им. Н.Д. Зелинского 
Российской академии наук, 119991 Москва, Россия 
*E-mail: a.kashin@ioc.ac.ru
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ров для реакций органического синтеза. В дан-
ных работах описаны синтез частиц на основе 
благородных металлов  – золота и  палладия  – 
и их использование в реакциях Сузуки [32], гид-
рирования 1,3-циклогексадиена [33], окисления 
1‑фенилэтанола [34] и восстановления 4‑нитро-
фенола [35]. Кроме того, в работе [36] изложены 
результаты исследования взаимодействия рас-
пыленных в ионную жидкость наночастиц пал-
ладия с  иодбензолом при помощи in situ элек-
тронной микроскопии.

В настоящей работе впервые проводится 
систематическое исследование возможностей 
использования метода магнетронного распы-
ления для получения частиц высокоактивных 
металлов – меди и никеля – как потенциальных 
катализаторов различных процессов в  тонком 
органическом синтезе. В  результате проведен-
ной работы было показано, что высокоактив-
ные и  стабильные частицы меди могут быть 
получены путем распыления в  среду пириди-
ниевой ионной жидкости [C4Py][BF4] или поли-
этиленгликоля. Распыление же высокоактивных 
металлов представляет собой более сложную 
задачу, однако в  случае биметаллических си-
стем легкоокисляемый компонент может быть 
использован в качестве жертвенного для стаби-
лизации частиц умеренно активного металла, 
что было показано на примере сравнения хими-
ческого поведения наночастиц, полученных из 
чистой меди и медно-цинкового сплава, в реак-
ции активации связи сера–сера в  дифенилди-
сульфиде.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Методы анализа. Исследование методом ска-
нирующей просвечивающей электронной ми-
кроскопии (СПЭМ) проводили с  использова-
нием микроскопа Hitachi SU8230 (Regulus 8230). 
Запись изображений проводили в режиме свет-
лого поля при ускоряющем напряжении 30  кВ. 
Перед проведением измерений жидкие образцы 
в исходном виде наносили на медные сетки (200 
mesh) с ячеистой пленкой углерод/формвар. Для 
изучения порошкообразных материалов мето-
дом рентгеноспектрального микроанализа их 
приклеивали к  алюминиевому столику диаме-
тром 1 дюйм при помощи электропроводящего 
углеродного скотча и напыляли на них слой уг-
лерода толщиной 20 нм. Измерения проводили 
на электронном микроскопе Hitachi SU8000, 

оснащенном энергодисперсионным рентгенов-
ским спектрометром Oxford Instruments X-Max 
80, при ускоряющем напряжении 20 кВ.

Подготовка сред для магнетронного распыле-
ния. Все исходные индивидуальные соедине-
ния (ионные жидкости [C4mim][BF4], [C4mim]
[OTf], [C4mim][OAc] и  [C4Py][BF4]; хлорид хо-
лина, диметилформамид, диметилсульфоксид, 
мочевина и  полиэтиленгликоль) были полу-
чены из коммерческих источников. Глубокий 
эвтектический растворитель готовили смеши-
ванием хлорида холина с  мочевиной в  чашке 
Петри в мольном отношении 1 : 2 с последую-
щим периодическим перемешиванием в  тече-
ние 1  ч  при 80°С. Перед напылением металла 
1 мл жидкости помещали в одноразовую чашку 
Петри диаметром 55 мм, предварительно обра-
ботанную аргоновой плазмой для увеличения 
смачиваемости. Непосредственно перед поме-
щением заполненной чашки Петри в  камеру 
устройства магнетронного распыления ее вы-
держивали при температуре 80°С и  давлении 
0.15  мбар с  целью дегазации жидкости, удале-
ния абсорбированной воды и  первичной про-
верки устойчивости жидкости при пониженном 
давлении. Аналогичную процедуру для сред, 
содержащих летучие компоненты, проводили 
при комнатной температуре.

Распыление частиц металлов и сплавов. Чаш-
ку Петри диаметром 55  мм, содержащую 1  мл 
предварительно подготовленной жидкой сре-
ды, помещали в  камеру устройства магнетрон-
ного распыления Cressington 208HR. Воздух из 
камеры откачивали до достижения давления 
0.01  мбар, а  затем заполняли камеру аргоном 
чистотой 99.9999% (марка 6.0). Процедуру по-
вторяли трижды, после чего переводили камеру 
в режим постоянной продувки аргоном при дав-
лении 0.03  мбар. Распыление металла прово-
дили бомбардировкой металлической мишени 
ионами аргона при силе тока 40–60 мА. В каче-
стве источника металла использовали мишень 
в  форме диска диаметром 57  мм и  толщиной 
0.2  мм. Чистота материала мишени (медь, ни-
кель, мельхиор или латунь) составляла более 
99.5%. Количество наносимого в жидкость ме-
талла контролировали при помощи кварцевых 
микровесов по величине толщины напыляемого 
слоя, которая составляла 60, 56, 59 и 63 нм для 
меди, никеля, мельхиора и латуни соответствен-
но, в расчете на 0.02 М концентрацию металла 
в  готовом образце. После окончания напыле-
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ния камеру заполняли аргоном, содержимое 
чашки Петри перемешивали при помощи одно-
разового пластикового шпателя, затем чашку 
Петри закрывали крышкой и  герметизировали 
парафиновой лентой, не вынимая ее из каме-
ры и  не прекращая продувку камеры аргоном. 
Полученные материалы использовали для ана-
лиза методом СПЭМ и проведения химических 
превращений сразу же после разгерметизации 
чашки Петри. Контрольное напыление на алю-
миниевую фольгу проводили при аналогичных 
параметрах.

Реакция наночастиц металлов с  дифенилди-
сульфидом. 200 мкл дисперсии наночастиц ме-
таллов (4  мкмоль металла) в  ионной жидкости 
[C4Py][BF4] помещали в пластиковую микропро-
бирку объемом 1.5 мл и добавляли к ней 43.6 мг 
(200  мкмоль) дифенилдисульфида. Реакцион-
ную смесь нагревали при периодическом пере-
мешивании в течение 30 мин при 120°С. После 
окончания реакции небольшую порцию реакци-
онной смеси (порядка 1 мкл) отбирали для ана-
лиза методом СПЭМ, а  оставшуюся массу раз-
бавляли 2  мл ацетонитрила. Выпавший осадок 
отделяли центрифугированием (14500 об. мин–1, 
3  мин), а  затем промывали ацетонитрилом 
(3 раза по 1 мл) с промежуточным центрифуги-
рованием (14500 об. мин–1, 3 мин). Полученный 
продукт сушили в  токе воздуха, а  затем иссле-
довали методом рентгеноспектрального микро-
анализа.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Одним из ключевых вопросов при разработке 
и  оптимизации методики приготовления ката-
лизаторов с использованием метода магнетрон-

ного распыления является выбор растворителя, 
который должен соответствовать следующим 
критериям: (1) устойчивость в  вакууме камеры 
устройства для магнетронного распыления, т.е. 
при давлениях порядка 10–2 мбар; (2) инертность 
растворителя по отношению к субнано- и нано-
частицам металлов, формирующимся в газовой 
фазе в  процессе магнетронного распыления; 
(3)  минимальное содержание примесей воды, 
растворенного кислорода и продуктов деграда-
ции самого растворителя, способных вступать 
в  реакцию с  частицами металлов; (4) возмож-
ность дальнейшего использования раствори-
теля в  качестве среды для проведения катали-
тических превращений с участием напыленных 
частиц или в роли среды для последующего на-
несения наноразмерных частиц металла на под-
ложки.

В соответствии с  вышесказанным, первым 
этапом работы по нанесению частиц реакци-
онноспособных переходных металлов из массы 
металла стал подбор подходящей среды (рис. 1).

В серии проведенных экспериментов части-
цы меди, используемой в  качестве модельного 
металла, распыляли на поверхность различных 
жидкостей под действием аргоновой плазмы 
в  атмосфере разреженного аргона при комнат-
ной температуре (рис.  1а), данная техника ис-
пользовалась и  в  дальнейшем при приготовле-
нии частиц никеля и  сплавов на основе меди. 
Одним из важнейших типов растворителей, 
использованных в  работе, были ионные жид-
кости. Эти органические соли являются устой-
чивыми даже в  условиях высокого вакуума 
и, кроме того, зарекомендовали себя в качестве 
удобной среды для проведения различных ката-

Жидкость в чашке Петри

Держатель Ar плазма

Металлическая мишень
Cu, Ni, Cu/Ni 

или Cu/Zn

Частицы
M(0)

N N N N N N

NN OH
HO O H

n
CO(NH2)2 BF4

OAcOTf

Cl

BF4

[Ch][Cl]/CO(NH2)2

[C4mim][BF4]

[C4Py][BF4]

[C4mim][OTf] [C4mim][OAc]

ПЭГ-400

(а) (б)

Рис. 1. (а) Принципиальная схема устройства магнетронного распыления. M(0) – металл в нулевой степени окисления. 
(б) Жидкие вещества, использованные в качестве среды. Красным цветом отмечены жидкости, совместимые с вакуумом 
камеры для напыления, но взаимодействующие с распыляемыми частицами; зеленым – инертные устойчивые среды, при-
годные для использования в синтезе наночастиц.
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литических превращений. Существенным недо-
статком ионных жидкостей является их высо-
кая гигроскопичность и  склонность к  распаду 
благодаря наличию подвижного атома водорода 
в  гетероцикле. В  работе были использованы 
три имидазолиевые ионные жидкости общей 
формулы [C4mim][A] с  различными анионами 
([A] = [BF4], [OTf], [OAc]), а также пиридиние-
вая ионная жидкость [C4Py][BF4], характеризу-
ющаяся большей устойчивостью к  разложению 
с  элиминированием атома водорода, находя-
щегося во втором положении пиридинового 
кольца, по сравнению с имидазолиевыми анало-
гами. В  качестве альтернативы ионным жидко-
стям были рассмотрены глубокие эвтектические 
растворители на примере смеси хлорида холина 
и  мочевины. Высококипящие низкомолекуляр-
ные растворители, такие как диметилформамид 
и  диметилсульфоксид, оказались непригодны-
ми к  применению в  условиях вакуума камеры 
магнетронного распыления, поскольку наличие 
даже минимальных испарений вызывало некон-
тролируемую ионизацию всего объема камеры. 
Высокомолекулярные же растворители, такие 
как полиэтиленгликоль ПЭГ-400, были успешно 
использованы в  эксперименте (рис.  1б). Визу-
альный анализ результатов напыления частиц 
меди во все рассмотренные среды показал, что 
задействованные в  работе имидазолиевые ион-
ные жидкости, а  также эвтектика на основе 
хлорида холина и мочевины активно реагируют 
с  металлической медью с  образованием про-
зрачных растворов зеленого цвета, содержащих 
ионы Cu2+, что может быть объяснено высокой 
кислотностью этих жидкостей, обусловленной 
описанными выше причинами. В полном соот-
ветствии с  данным предположением пириди-
ниевая ионная жидкость, обладающая меньшей 
склонностью к разрыву связи C(2)–H, оказалась 
более инертной по отношению к  напыляемым 
частицам. Отличные результаты продемонстри-
ровал и  полиэтиленгликоль ПЭГ-400, несмо-
тря на свою гигроскопичность. Металлическая 
фаза, напыленная в  данную среду, также ока-
залась устойчива в условиях проведения экспе-
римента (рис.  1б). На основании полученных 
данных можно заключить, что примеси воды 
и кислорода, характерные как для ионных жид-
костей, так и  для ПЭГ-400, являются не столь 
критичными и могут быть удалены при предва-
рительном вакуумировании. Наличие же приме-
сей кислотного характера, а именно кислот HA, 
в ионных жидкостях типа [C4mim][A], является 

более существенным фактором, влияющим на 
устойчивость металлических частиц.

Несмотря на то, что проведенные экспери-
менты позволили осуществить предварительную 
подборку сред для напыления, более детальное 
изучение стабильности получаемых частиц ме-
таллов в жидкой среде требовало введения коли-
чественной оценки их активности. В  качестве 
такого критерия в  настоящей работе предлага-
ется выход соответствующего металлоорганиче-
ского продукта  – тиолята металла  – в  реакции 
активации связи сера–сера, являющейся ключе-
вой стадией многих каталитических методов по-
лучения сложных сераорганических соединений 
[37–40]. При проведении данного эксперимента 
полученные частицы металлов вводили в  реак-
цию с  избытком дифенилдисульфида (Ph2S2), 
а  затем осаждали получающуюся металлсодер-
жащую фазу, представляющую собой целевой 
тиолят металла с примесью различных соедине-
ний  – оксидов, гидроксидов и  солей, образую-
щихся в  побочных процессах,  – и  анализиро-
вали ее состав методом рентгеноспектрального 
микроанализа (табл. 1, рис. 2). В качестве мате-
риалов для напыления использовали медь, ни-
кель, а также сплавы на основе меди – мельхи-
ор (сплав меди и  никеля) и  латунь (сплав меди 
и  цинка); в  качестве среды  – пиридиниевую 
ионную жидкость [C4Py][BF4]. Сплавные систе-
мы изучали для оценки взаимного влияния ме-
таллов в целевом процессе окислительного при-
соединения дисульфида, а также с точки зрения 
возможности использования более активного 
металла в сплаве как жертвенного, позволяюще-
го снизить интенсивность побочных процессов 
с  участием менее активного металла (в данном 
случае  – меди). Состав систем на основе спла-
вов дополнительно контролировали на различ-
ных этапах эксперимента (табл. 1).

Среди всех использованных металлических 
систем наибольшую активность в реакции окис-
лительного присоединения дисульфида пока-
зали наночастицы чистой меди: выход продукта 
реакции составил 96%, что указывает на отсут-
ствие заметной деградации металлических ча-
стиц в ходе напыления и использования в реак-
ции разрыва дисульфидной связи (табл. 1, № 1). 
Совершенно иная картина наблюдалась в случае 
частиц никеля. Их заметно более высокая актив-
ность, по сравнению с  частицами меди, при-
вела к тому, что соответствующий тиолят обра-
зовывался лишь с  выходом 24%, остальные же 



27ПОЛУЧЕНИЕ НАНОЧАСТИЦ НА ОСНОВЕ МЕДИ И НИКЕЛЯ…

ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. ХИМИЯ, НАУКИ О МАТЕРИАЛАХ  том 518  2024

частицы достаточно быстро превращались в ни-
кельсодержащие соединения, не проявляющие 
активности в  процессе активации связи сера–
сера (табл. 1, № 2).

Аналогичное поведение никеля наблюдалось 
и  в  случае сплавных частиц. Добавка никеля 
к меди привела к заметному уменьшению коли-
чества поглощаемой серы в  расчете на суммар-
ное содержание металлов. Общий выход тио-
лятов меди и никеля составил 73% и, вероятно, 
в  первую очередь обусловлен вкладом тиолята 
меди в  смешанный продукт. Примечательно, 
что соотношение металлов оставалось постоян-
ным как при напылении на инертную подложку 
(алюминиевую фольгу) в  контрольном экспе-
рименте, так и  при напылении в  среду ионной 
жидкости с  последующей реакций с  дифенил-
дисульфидом, и  соответствовало соотношению 
металлов в исходном сплаве (табл. 1, № 3).

Суммарный выход тиолятов металлов при ис-
пользовании сплава меди и цинка был несколько 
выше, чем при использовании сплава меди и ни-
келя, и составил 82%. Стоит, однако, учитывать, 
что проведение серии описанных превращений 
способствовало потере цинка в  виде раствори-
мых соединений. Если содержание данного ме-
талла в исходном сплаве и в покрытии, напылен-
ном на инертную подложку, составляло порядка 
30 мол. %, то в  выделенном продукте это зна-
чение уменьшилось до 11 мол. % (табл. 1, № 4). 
Таким образом, полученные данные указывают 
на то, что цинк действительно может служить 
в качестве жертвенного металла, который посте-

Таблица 1. Основные характеристики металлических частиц, получаемых методом магнетронного распыле-
ния, и продуктов их реакции с дифенилдисульфидом

M1/M2/[C4Py][BF4] +
120oC, 
30 мин

M1(SPh)n + M2(SPh)m

CuSPh, Ni(SPh)2 
или Zn(SPh)2

+ Неактивные
примеси

Неактивные
примеси

Ph2S2

M1/M2 = Cu, Ni,
Cu/Ni, Cu/Zn

O2, H2O, HF, HBF4

№ Напыляемый металл
Соотношение М1 : М2а

Выход тиолята,в %
Мишень Покрытиеб Продукт

1 Медь 	 100 : 0 	 100 : 0 	 100 : 0 96
2 Никель 	 100 : 0 	 100 : 0 	 100 : 0 24
3 Мельхиор (Cu/Ni) 	 79 : 21 	 82 : 18 	 82 : 18 73
4 Латунь (Cu/Zn) 	 70 : 30 	 69 : 31 	 89 : 11 82

а Атомное соотношение по данным рентгеноспектрального микроанализа. б Покрытие, полученное при помощи магне-
тронного распыления на инертную подложку. в В расчете на продукт состава M1(SPh)n + M2(SPh)m по  соотношению 
(M1 + M2)/сера.

Рис. 2. Энергодисперсионные рентгеновские спектры 
в диапазонах 2–3 кэВ и 7–10 кэВ для образцов металлсодер-
жащей фазы, выделенной после реакции между дифенил-
дисульфидом и  частицами меди (черная кривая), никеля 
(красная кривая), медно-никелевого сплава (синяя кривая) 
или медно-цинкового сплава (зеленая кривая) в среде пи-
ридиниевой ионной жидкости.
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пенно удаляется в ходе приготовления и исполь-
зования металлических наночастиц меди. Более 
детально поведение частиц меди и латуни в ходе 
реакции с  дифенилдисульфидом было изучено 
при помощи жидкостной электронной микро-
скопии (рис. 3).

Для сравнения морфологии и  химического 
поведения частиц меди и латуни в реакции с ди-
фенилдисульфидом образцы исходных диспер-
сий металлических частиц в  ионной жидкости 
и  образцы реакционных смесей после завер-
шения процесса были исследованы методом 
сканирующей просвечивающей электронной 
микроскопии в  нативном состоянии без пред-
варительной обработки (рис. 3). Чистая медная 
фаза представляла собой слабо агломерирован-
ные наночастицы слегка искаженной сфери-
ческой формы, имеющие размер 2.7  ±  0.8  нм 
(рис. 3а,б). Наличие цинка в распыляемом спла-
ве привело, во-первых, к уменьшению среднего 
размера наночастиц до 1.6 ± 0.7 нм, а, во-вторых, 
к заметной их агломерации, вызванной, по всей 
видимости, не столько слипанием самих частиц, 
сколько формированием оболочки из инертной 
цинксодержащей фазы (рис. 3г,д). Электронная 
микроскопия также позволила выявить замет-
ные различия в  строении продукта реакции 

медьсодержащей фазы с  дифенилдисульфидом. 
Тиолят меди CuSPh, полученный из чистого ме-
талла, представлял собой длинные игольчатые 
кристаллы правильной формы шириной поряд-
ка 10–20  нм, что, вероятно, свидетельствует об 
относительно медленном протекании реакции, 
способствующем росту упорядоченной тиолят-
ной фазы (рис.  3в). Более быстрое протекание 
реакции в  случае частиц меди с  добавкой цин-
ка привело в результате к образованию тиолята 
с  менее упорядоченной структурой, представ-
ляющей собой плотные сгустки тонких ните-
видных частиц неправильной формы, имеющих 
толщину порядка 5–7 нм, в отдельных случаях – 
несколько десятков нанометров (рис.  3е). На 
основании данных электронной микроскопии 
и  рентгеноспектрального микроанализа можно 
заключить, что частицы меди, получаемые из 
чистого металла, являются достаточно устойчи-
выми в жидкой среде и могут эффективно всту-
пать в реакции окислительного присоединения, 
например, с дифенилдисульфидом. Использова-
ние же сплава меди с более активным металлом 
(цинком), способствует уменьшению размера 
получаемых частиц и,  вероятно, дополнитель-
ной стабилизации медьсодержащей фазы за счет 
более интенсивного расходования цинка в  по-
бочных процессах.

Рис. 3. СПЭМ-изображения частиц меди и  медно-цинкового сплава в  среде пиридиниевой ионной жидкости (а) и  (г) 
и  соответствующие гистограммы распределения частиц по размерам (б) и  (д); СПЭМ-изображения реакционных сме-
сей, полученных после обработки частиц меди и медно-цинкового сплава дифенилдисульфидом в среде ионной жидкости 
(в) и (е).
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе проведено система-
тическое исследование возможности исполь-
зования метода магнетронного распыления 
для приготовления жидкофазных дисперсий 
наночастиц активных переходных металлов, 
таких как медь и никель. Было показано, что 
наиболее подходящими средами для распыле-
ния металлов являются полиэтиленгликоль 
и ионные жидкости на основе катиона пири-
диния. Несовместимость же других аналогич-
ных сред, например, имидазолиевых ионных 
жидкостей, с условиями и требованиями экс-
перимента вызвана не столько наличием при-
месей воды и кислорода, которые содержатся 
во всех испробованных средах, сколько их вы-
раженным кислотным характером, обуслов-
ленным наличием подвижных атомов водо-
рода в структуре.

На примере чистых меди и  никеля, а  также 
медьсодержащих сплавов  – мельхиора и  лату-
ни – показано, что частицы меди в любой форме 
являются устойчивыми в  отношении побочных 
процессов и имеют высокую активность в реак-
циях окислительного присоединения, в  част-
ности, в  реакции разрыва связи сера–сера, 
имеющей важное значение для каталитических 
реакций синтеза серасодержащих органических 
соединений. Количество доступной для реакции 
напыленной меди превышает 95%. В то же время 
заметно более высокая активность никеля при-
водит к  деградации порядка 3/4 металла в  ходе 
синтеза и  последующего использования нано-
частиц.

Несмотря на склонность высокоактивных 
металлов к  деградации в  условиях экспери-
мента по магнетронному распылению, такие 
металлы могут быть использованы в  качестве 
жертвенных с  целью повышения стабильности 
одновременно напыляемых частиц менее актив-
ного металла. Сравнение данных электронной 
микроскопии для частиц меди и латуни в среде 
ионной жидкости, а также частиц тиолята меди, 
образующихся в результате реакции металличе-
ской меди с дифенилдисульфидом показало, что 
введение добавки цинка при напылении соот-
ветствующего сплава приводит к  уменьшению 
размера частиц меди и,  как следствие, может 
способствовать повышению их активности в ре-
акции разрыва связи сера–сера.
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PREPARATION OF COPPER AND NICKEL BASED NANOPARTICLES 
BY MAGNETRON SPUTTERING AND THEIR USE IN SULFUR–SULFUR 
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The present work is devoted to a systematic study of the advantages and limitations of the magnetron sputtering 
method, which is a convenient and promising way to obtain nanosized particles directly from the bulk metal, 
when it is used to prepare nanoparticles of the first-row transition metals. In the course of the study, variation of 
sputtering media based on ionic liquids, eutectic solvents, low and high molecular weight organic compounds 
was carried out. Particles of copper, nickel, a copper-nickel alloy and a copper-zinc alloy were obtained. Using 
the example of the activation reaction of the sulfur–sulfur bond in diphenyl disulfide, it has been shown that up 
to 96% of the sputtered copper can be effectively used in catalysis, whereas in the case of nickel and zinc about 
three quarters of the metal can be converted to an inactive form, at the same time readily oxidizable components 
can act as sacrificial stabilizers for moderately active metal particles in sputtering two-component alloys.

Keywords: metal nanoparticles, metal thiolates, magnetron sputtering, electron microscopy, ionic liquids
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Предложен способ синтеза двух новых видов пленок на основе полисилоксана: с введенным хитоза-
ном и с введенным гидрокарбонатом натрия с последующим его удалением. Установлено, что полу-
ченные пленки обладают разветвленной внутренней структурой каналов, пригодной для дальней-
шего наполнения биологически активными веществами. Исследование гидрофобности полученных 
пленок, в  сравнении с  пленками чистого полисилоксана, показало незначительное (не более 6%) 
снижение равновесного краевого угла смачивания, а также выравнивание его значений с внешней 
и внутренней сторон, по сравнению с пленками без модификации. Комплексное исследование in vitro 
показало перспективность использования пленок полисилоксана с введенным хитозаном, поскольку 
они не оказывают достоверного токсического действия на исследуемые клетки. Пленки чистого по-
лисилоксана и полисилоксана, изготовленного с использованием гидрокарбоната натрия, проявили 
токсическое воздействие на изучаемые клетки и закисляли среду. Установлено, что все образцы обла-
дают неадгезивностью для клеток.

Ключевые слова: силоксан, хитозан, гидрокарбонат натрия, цитотоксичность, смачиваемость, поли-
мерные пленки
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ВВЕДЕНИЕ

Эволюция стентов, устройств для расши-
рения сузившихся полых органов организма, 
имеет длительную историю. Еще в  1977  г. Ан-
дреасом Грюнцигом была проведена первая ко-
ронарно-баллонная ангиопластика, направлен-
ная на лечение основной причины смертности 
в  мире  – ишемической болезни сердца [1,  2]. 
Первые стенты изготавливались из чистого ме-
талла и  имели целый ряд послеоперационных 
осложнений, например: высокая пролиферация 
клеток, неоинтимальная гиперплазия и рестеноз 

и  т.д. [3, 4]. Процесс совершенствования стен-
тов шел и  до сих пор идет различными путями 
с одной целью – повышение биосовместимости 
и устранение послеоперационных осложнений. 
Стенты покрывались биологически активными 
веществами [5, 6], антителами [7], менялся мате-
риал изготовления стентов (нержавеющая сталь, 
титан, кобальт/хром, платина [8]) и способы его 
обработки [9, 10]. Разрабатывались различные 
наружные и внутренние полимерные покрытия 
стентов с  возможностью и  без доставки лекар-
ственных препаратов. Стенты изготавливались 
целиком из биоразлагаемых полимеров [8, 11], 
например, из поли-L-молочной кислоты или 
поли-DL-молочной кислоты [12, 13]. Однако все 
разработки имеют свои плюсы и минусы, и ис-
следования в этой области медицины до сих пор 
продолжаются, так как на кону стоят человече-
ские жизни.

Не последней проблемой при показаниях 
к  имплантации стентов является наличие у  па-
циентов онкологических заболеваний, при ко-
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торых происходит неконтролируемое деление 
клеток, что может вызывать деформацию стента 
или рестеноз [14].

В данной работе рассмотрено получение по-
лимерных пленок на основе силоксана для даль-
нейшего создания предотвращающего рестеноз 
внешнего покрытия для металлических стентов 
с  возможностью доставки биологически актив-
ных веществ за счет сети взаимосвязанных кана-
лов, а также исследование смачиваемости и ци-
тотоксичности полученных пленок.

Кремнийорганические силиконовые мате-
риалы активно применяются в  различных сфе-
рах производства, медицине, косметологии [15]. 
Медицинский силикон должен проходить госу-
дарственную сертификацию, а в России должен 
иметь свидетельство государственной регистра-
ции Роспотребнадзора.

В первую очередь материалы, контактирую-
щие или длительно присутствующие в  орга-
низме пациента и выполняющие определенные 
функции, должны быть нетоксичными, неим-
муногенными, нетромбогенными, неонкоген-
ными, не вызывающими раздражения и  т.п. 
И первое из требований – непричинение вреда 
здоровью. Принято считать, что цитотоксич-
ность, определяемая как свойство химических 
веществ оказывать токсическое действие на 
клетки, затрагивает различные аспекты кле-
точной функции, такие как жизнеспособность, 
пролиферация, адгезия и  морфология клетки 
[16]. Изучение данных характеристик при куль-
тивировании клеток in vitro позволяет прово-
дить оценку токсикологических рисков исполь-
зования тестируемого материала.

Материалы для покрытия стентов, в  зави-
симости от зоны имплантации и  назначения, 
подбираются гидрофильными, гидрофобными 
или амфифильными. Поверхностная энергия 
гидрофобного полимера могла бы не давать вну-
тренней среде организма каким-либо образом 
деформировать внутренние сквозные каналы 
и  нарушать общую целостность покрытия [17]. 
С  учетом этого в  данной работе стояла задача 
исследования влияния наполнителей, исполь-
зуемых при синтезе полисилоксановых пленок, 
на их смачиваемость.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы и  оборудование. Для синтеза 
образцов использовали следующие реактивы 

и  материалы: каучук синтетический термо-
стойкий низкомолекулярный СКТН-А (ООО 
“Пента-91”, Россия), катализатор К-18 (ООО 
“Пента-91”, Россия), хитозан высокомоле-
кулярный высокой степени очистки (молеку-
лярная масса 310–375 кДа, степень деацетили-
рования более 75%; Sigma-Aldrich, Исландия) 
и  NaHCO3 99.9% (АО «Башкирская содовая 
компания», Россия).

Структуру полученных пленок определяли 
методом электронной микроскопии на сканиру-
ющем электронном микроскопе Hitachi TM4000 
(Япония).

Краевой угол смачивания (КУГ) образцов 
водой измеряли при помощи установки Lonroy 
SDC-350 (Китай) при угле наклона стойки 0°. 
На образец наносили каплю воды объемом 
6  мкл, снимок капли на образце делали спустя 
1  мин. Для расчета краевого угла смачивания 
форма капли описывалась моделью эллипса по 
5 точкам. Краевой угол исследовали с обеих сто-
рон пленки. Погрешность измерения составля-
ла 0.01°.

Синтез и  подготовка образцов. В  качестве 
контрольных образцов изготавливали пленки 
из чистого силоксана. В  стеклянном стакане 
смешивали 6 мл СКТН-А и 0.3 мл катализатора 
К-18. Раствор перемешивали в  течение 2  мин 
и разливали по чашкам Петри диаметром 80 мм. 
Снятие полученных пленок производили через 
сутки.

Пленки с использованием наполнителей двух 
видов готовили на основании ранее проведен-
ных исследований [18].

Первым видом образцов были пленки с до-
бавлением NaHCO3. В  стеклянном стакане 
смешивали 6  мл СКТН-А и  0.3  мл катализа-
тора К-18 и разливали по чашкам Петри. В них 
добавляли 3.0  г  NaHCO3 и  тщательно пере-
мешивали. Снятие пленок производили через 
сутки. Полученные пленки помещали в раствор 
4 г лимонной кислоты в 50 мл дистиллирован-
ной воды (концентрация лимонной кислоты 
в  пересчете на моногидрат не менее 99.8%) на 
одни сутки для растворения/удаления NaHCO3. 
В результате в структуре силоксановой пленки 
формировались каналы. После обработки рас-
твором лимонной кислоты пленки помещали 
2 раза на сутки в 50 мл дистиллированной воды 
для максимальной промывки от NaHCO3 и кис-
лоты.



34 БАИКИН и др.

ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. ХИМИЯ, НАУКИ О МАТЕРИАЛАХ  том 518  2024

Вторым видом были образцы пленок с добав-
лением хитозана. Хитозан является биосовме-
стимым и биодеградируемым полимером, обла-
дающим высокой биологической активностью. 
Хитозан может являться матрицей для введения 
лекарственных препаратов, тем самым замед-
ляя их вымывание из полимерной пленки, что 
может требоваться для обеспечения пролонги-
рованного выделения активного вещества [19, 
20]. Хитозан предварительно измельчали в фар-
форовой ступке в  течение минуты. В  стеклян-
ном стакане смешивали 6 мл СКТН-А и 0.3 мл 
катализатора К-18 и разливали раствор по чаш-
кам Петри. После этого добавляли 1.0 г измель-
ченного хитозана и  тщательно перемешивали. 
Снятие полученных пленок производили через 
сутки.

Исследования in vitro. Цитотоксичность поли-
силоксановых пленок исследовали с  исполь-
зованием экстрактов из образцов, погру-
женных в  модифицированную среду Игла 
Дульбекко (DMEM), в  соответствии с  ISO 
10993.5-2011 [21, 22]. Для получения экстрактов 
образцы выдерживали в  среде ДМЕМ в  тече-
ние 3 суток при температуре 37°С. Мышиные 
фибробласты NCTC clone L929 инкубировали 
в  экстрактах в  течение 24  ч. Испытания каж-
дого образца проводились в трех повторностях. 
Отношение площади поверхности материала 
к объему DMEM составляло 3 см2 мл–1. Клетки 
высевали в концентрации 30 000 кл см–2 в 96-лу-
ночный планшет. Через 24  ч  после посева кле-
ток культуральную среду заменяли экстрактами 
и культивировали при 37°С в течение 24 ч. Для 
оценки метаболической активности клеток про-
водили колориметрический МТТ-тест, осно-
ванный на восстановлении бесцветной соли 
тетразолия (3-[4,5-диметилтиазол-2-ил]-2,5-ди-
фенилтетразолия бромид, МТТ) митохондри-
альными и  цитоплазматическими дегидрогена-
зами живых метаболически активных клеток 
с образованием голубых кристаллов формазана, 
растворимого в  диметилсульфоксиде. Количе-
ство восстановленного формазана определяли 
по оптической плотности растворов на фото-
метре BIO-RAD 680 (США) при длине волны 
540 нм.

Постнатальные стволовые клетки пульпы 
зуба человека (DPCS) были выделены из руди-
мента третьего моляра, экстрагированного по 
ортодонтическим показаниям, как описано ра-
нее [23]. Клетки выращивали в среде DMEM/F12 

(ПанЭко, Россия) с  добавлением 10% феталь-
ной телячьей сыворотки FBS (HyClone, США) 
в  увлажненном инкубаторе при 37°C и  содер-
жании в атмосфере 5% CO2. Среду меняли через 
24  ч  в  первичной клеточной культуре. Клетки 
выдерживали до образования плотных остров-
ков роста или образования монослоя клеток, 
а затем пассировали для роста. Для этого иссле-
дования использовались клетки четвертого пас-
сажа.

Анализы жизнеспособности клеток в  при-
сутствии пленок проводили методом прямого 
контакта. Для этого в лунки 24-луночного план-
шета высевали клетки DPCS в  концентрации 
3 × 104 кл см–2 в среде ДМЕМ/F12 (1 : 1) с добав-
лением 10% эмбриональной телячьей сыворотки 
(FBS) и 100 Ед мл–1 пенициллин/стрептомицина 
и  2 ммоль L-глютамина и  культивировали при 
37°С в атмосфере с содержанием 5% СО2. Через 
24  ч  стерилизованные спиртом пленки поме-
щали в ячейки 24-луночного планшета и культи-
вировали при 37°С в атмосфере, содержащей 5% 
СО2, в течение 24 ч.

Оценку количества прикрепленных DPSC 
проводили через 1 сутки методом дифферен-
цированного флуоресцентного окрашивания 
живых и  мертвых клеток с  применением флуо-
ресцентных красителей. Микрофотосъемку 
проводили на инвертированном микроскопе 
Axiovert 200 (Zeiss, Германия). Флуоресцент-
ный краситель SYTO 9 в  режиме исследования 
λвозб = 450–490 нм, λэмисс = 515–565 нм окрашива-
ет в зеленый цвет ДНК и РНК живых и мертвых 
клеток. Интеркалирующий реагент иодид про-
пидия (PI) в режиме исследования λвозб = 546 нм, 
λэмисс = 575–640 нм окрашивает в красный цвет 
ядра погибших клеток. Флуоресцентный кра-
ситель Hoechst 33342 в  режиме исследования 
λвозб = 343 нм, λэмисс = 483 нм окрашивает в синий 
цвет ДНК живых и мертвых клеток.

Подсчет количества жизнеспособных клеток 
проводили на фиксированной площади поверх-
ности (микрофотографии) по числу клеток, 
окрашенных красителями Hoechst 33342 (все 
клетки) и PI (мертвые клетки).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Структура полученных пленок полисилокса-
на представлена на рис.  1. Толщина каждой из 
полученных пленок силоксана составляла по-
рядка 900 мкм. Пленки чистого полисилоксана 
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(рис. 1а) не имели включений и полостей. Мож-
но отметить гладкую, однородную структуру.

Использование гидрокарбоната натрия в про-
цессе изготовления пленок и  последующее его 
удаление приводит к формированию многочис-
ленных пор, хаотично пронизывающих пленку 
по всей толщине (рис. 1б). Сода в пленке поли-
силоксана распределяется таким образом, что 
в  результате вытравливания образуются поры, 
выходящие на поверхность. За счет этого воз-
можно удаление из пленки остатков соды и кис-
лоты при промывке.

При изготовлении полисилоксановых пле-
нок с использованием хитозана, он целенаправ-
ленно не удалялся. Исследование среза образцов 
с  хитозаном показало, что он оставался внутри 

пленки в  виде агломератов сложной формы, 
слои которых пересекались между собой и выхо-
дили на поверхность пленки (рис. 1в). Это пред-
полагает возможность использования хитозана 
в качестве матрицы для введения в него лекар-
ственных препаратов, обеспечивая впослед-
ствии их замедленное высвобождение.

Краевой угол смачивания измеряли с  двух 
сторон пленок: с  внешней стороны, контакти-
рующей с  воздухом в  процессе изготовления, 
и  внутренней, контактирующей с  дном чашки 
Петри. Данные измерений КУГ представлены 
в табл. 1. Примеры определения КУГ пленок по-
лисилоксана представлены на рис.  2. Согласно 
результатам измерений, внешняя сторона всех 
пленок остается гидрофобной: КУГ более 90°. 

Рис. 1. Изображение СЭМ среза пленок полисилоксана: без использования наполнителей [24] (а), изготовленных с использованием гидро-
карбоната натрия (б) [24], изготовленных с использованием хитозана (в).

Таблица 1. Значения краевого угла смачивания полученных пленок

Образец θ (внешняя сторона), град. θ (внутренняя сторона), град.
Пленки полисилоксана 
без наполнителей

101.85 ± 0.79 89.39 ± 0.73

Пленки полисилоксана, изготов-
ленные с использованием гидро-
карбоната натрия

100.31 ± 2.56 96.38 ± 6.95

Пленки полисилоксана, изготов-
ленные с использованием хитозана

94.04 ± 3.11 94.65 ± 5.81
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При этом в  пленках полисилоксана без напол-
нителя он составил 101.85°, и  использование 
гидрокарбоната натрия в  процессе изготовле-
ния на это значение существенно не повлияло 
(100.31°). Введение хитозана снизило это значе-
ние примерно на 6% (до 94.04°), что может быть 
связано с влиянием выходящей на поверхность 
пленки части хитозана, который обладает гидро-
фильными свойствами.

Иная ситуация происходила с  внутренней 
стороной пленок, обращенных при изготовле-
нии к  чашкам Петри. Наблюдалось значитель-
ное снижение КУГ примерно на 12% (до 89.39°), 
нехарактерное для полисилоксана. Скорее всего, 
это связано с формированием иной морфологии 
поверхности пленки при взаимодействии со 
стеклянным дном чашки Петри. Однако исполь-
зование гидрокарбоната натрия при изготовле-
нии полисилоксановых пленок вело к  мень-
шему снижению КУГ – всего на 4%, а в случае 
модификации пленок хитозаном значение КУГ 
сохранялось. Это можно объяснить тем, что при 
формировании пленок распределение по объему 
и  поверхностям хитозана или гидрокарбоната 
натрия было достаточно равномерным, что при-
водило к  единоообразию морфологии и  строе-
ния внешней и  внутренней сторон. Но также 
было отмечено, что при синтезе полисилокса-
новых пленок использование различных напол-
нителей ведет к  существенному (в несколько 
раз) увеличению разброса значений КУГ, что 
можно связать с  разницей строения и  морфо-

логии поверхностей отдельных участков пленок, 
на которых происходило измерение, а  именно, 
количества и  формы агломератов хитозана или 
пор после удаления гидрокарбоната натрия.

Результаты проведенного исследования пока-
зали, что вытяжки пленок полисилоксана без 
использования наполнителей и  изготовленных 
с использованием гидрокарбоната натрия, ока-
зывают токсическое воздействие на жизнеспо-
собность клеток (рис.  3). При этом мы наблю-

Рис. 2. Определение краевого угла смачивания пленок полисилоксана: без наполнителя (а), изготовленных с использова-
нием гидрокарбоната натрия (б), изготовленных с использованием хитозана (в).

Рис. 3. Метаболическая активность клеток NCTC L929 
по результатам МТТ-теста при инкубации в  течение 
24 ч с 3-суточными вытяжками из пленок полисилоксана: 
изготовленных с использованием хитозана (образец 1) без 
использования наполнителей (образец 2), изготовленных 
с использованием гидрокарбоната натрия (образец 3).
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дали слабое закисление среды, что говорит об 
экстракции из силиконов низкомолекулярных 
компонентов. Аналогичные результаты ранее 
были описаны в работе [25], в которой высказа-
но предположение, что за влияние силиконовых 
эластомеров на клетки могут отвечать разные 
механизмы. Такое воздействие на клеточные 
культуры можно объяснить активными и вымы-

ваемыми компонентами материалов. Также ток-
сические эффекты могут быть связаны с  влия-
нием катализатора, сшивающего агента, спирта 
или комбинацией этих элементов. Диффузия ка-
тализатора может частично способствовать ци-
тотоксическому поведению материалов. Чтобы 
идентифицировать вымываемые компоненты 
и определить, какие из них ответственны за из-

Рис. 4. Внешний вид мезенхимальных стволовых клеток (МСК) из пульпы зуба человека (клон Th44), при инкубации на 
материале через 24  ч  после посева. Образцы пленок полисилоксана: изготовленных с  использованием хитозана (обра-
зец 1), без использования наполнителей (образец 2), изготовленных с использованием гидрокарбоната натрия (образец 3). 
Образец К – Контроль. Окраска SYTO 9 (а), Hoechst 33342 (б) и PI (в). Линейка 100 мкм.

1(а) 1(б) 1(в)

2(а) 2(б) 2(в)

3(а) 3(б) 3(в)

К(а) К(б) К(в)
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менения в культивируемых клетках, необходимы 
серьезные аналитические исследования.

Пленки полисилоксана, изготовленные 
с  использованием хитозана, не оказали досто-
верного влияния на жизнеспособность клеток 
(рис. 3, образец 3). Закисление среды не наблю-
далось, что скорее всего объясняется природой 
хитозана, являющегося основанием. А возмож-
ная химическая модификация поверхности ча-
стиц хитозана полисилоксаном влияет, в  свою 
очередь, на их цитосовместимость [26]. После 
выдерживания в воде или в буферном растворе 
PBS (Phosphate Buffered Saline) в течение недели 
образцы пленок полисилоксана без использо-
вания наполнителей и изготовленных с исполь-
зованием гидрокарбоната натрия оставались 
закисленными.

Изучение адгезивных характеристик материа-
лов показало, что все образцы не адгезивны для 
клеток (рис. 4). Возможно, в случае пленок по-
лисилоксана, изготовленных с  использованием 
хитозана, это связано не только с токсичностью 
материала, но и с гидрофобностью поверхности, 
что было отмечено в результатах данной работы 
выше, а также в работе [25].

Оценка морфологии клеток под поверх-
ностью исследуемых материалов и определение 
их жизнеспособности показало, что под плен-
ками живые клетки практически отсутство-
вали. Пленки плотно прилегали ко дну лунки 
и,  по-видимому, отсутствовала достаточная 
диффузия питательной среды к культуре клеток.

ВЫВОДЫ

В работе предложен способ синтеза двух новых 
видов пленок на основе силоксана: с введенным 
хитозаном, а также с введенным гидрокарбона-
том натрия с последующим его удалением. Уста-
новлено, что полученные пленки обладают раз-
ветвленной внутренней структурой, пригодной 
для дальнейшего наполнения биологически ак-
тивными веществами. Проведено исследование 
гидрофобности полученных пленок в сравнении 
с  пленками чистого полисилоксана. Показано 
незначительное (не более 6%) снижение равно-
весного краевого угла смачивания у полученных 
пленок и выравнивание его значений с внешней 
и внутренней сторон, по сравнению с пленками 
без модификации. Комплексное исследование 
in vitro полученных пленок показало перспек-
тивность использования пленок полисилоксана 

с введенным хитозаном, не оказывающих досто-
верного токсического действия на исследуемые 
клетки. Пленки чистого полисилоксана и поли-
силоксана, изготовленного с  использованием 
гидрокарбоната натрия, проявили токсическое 
воздействие на изучаемые клетки и  закисляли 
среду. Все образцы показали неадгезивность для 
клеток, объясняемую гидрофобностью поверх-
ности. Таким образом, пленки с введенным хи-
тозаном могут быть перспективны для дальней-
шей разработки материала покрытия стентов, 
предотвращающего рестеноз, с  возможностью 
введения и  последующего высвобождения био-
логически активных веществ.
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STUDY OF THE INFLUENCE OF FILLERS ON THE WETTIBILITY 
AND CYTOTOXICITY OF POLYSILOXANE FILMS FOR MEDICAL USE
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A method for synthesis of two new types of polysiloxane-based films is proposed: with introduced chitosan 
and with introduced sodium bicarbonate with its subsequent removal. It was found that the obtained films 
have a branched internal structure of channels suitable for further filling with biologically active substances. 
The study of the hydrophobicity of the obtained films, in comparison with pure polysiloxane films, showed an 
insignificant (no more than 6%) decrease in the equilibrium wetting edge angle, as well as equalization of its 
values from the outer and inner sides, compared with films without modification. A comprehensive in vitro study 
demonstrated the promising use of polysiloxane films with introduced chitosan, since they do not have a reliable 
toxic effect on the studied cells. Films of pure polysiloxane and polysiloxane with the use of sodium hydrogen 
carbonate had a toxic effect on the investigated cells and acidified the medium. All samples were found to be 
non-adhesive to cells.

Keywords: siloxane, chitosan, sodium bicarbonate, cytotoxicity, wettability, polymer films
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Впервые показана возможность применения наноанионитов в качестве организованной среды для 
усиления люминесценции комплексов редкоземельных элементов (РЗЭ). При введении золя, обра-
зованного наночастицами анионита, в раствор, содержащий теноилтрифторацетон (ТТА) и следовые 
количества солей европия(III) или самария(III), анионы ТТА концентрируются в фазе ионита и свя-
зывают катионы РЗЭ с  образованием отрицательно заряженных комплексов, что сопровождается 
повышением интенсивности люминесценции на три порядка величины.
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Некоторые комплексы лантанидов харак-
теризуются высокой интенсивностью люми-
несценции, характерными структурными 
спектрами и  длительными временами жизни 
возбужденного состояния, что находит широкое 
применение в  химическом анализе и  сенсорах. 
Указанные свойства обусловлены внутримоле-
кулярным переносом энергии с ароматического 
лиганда на ион лантанида («эффект антенны»), 
при этом триплетный уровень лиганда должен 
быть немного выше резонансного уровня иона 
лантанида. Условием высокого квантового вы-
хода люминесценции комплексов редкоземель-
ных элементов (РЗЭ) также является удаление 
молекул воды из координационной сферы ка-
тиона. Кроме того, повышению интенсивности 
свечения способствует использование органи-
зованных сред (мицелл, модифицированных 
сорбентов), обеспечивающих жесткость окру-
жения люминесцирующих комплексов, что 
снижает вероятность безызлучательной дезак-
тивации возбужденного состояния [1, 2]. Пер-
спективным видом организованных сред могли 
бы стать гелевые иониты, представляющие со-
бой жесткие трехмерные сетки с  иммобилизо-
ванными ионами и полостями, доступными для 

противоионов. Однако промышленные иониты, 
образованные макроскопическими зернами, ха-
рактеризуются слишком медленной кинетикой 
обмена, что особенно существенно для громозд-
ких комплексов РЗЭ с  ароматическими лиган-
дами. Интересной альтернативой могут стать 
наноиониты – тонкие фракции продукта меха-
нического диспергирования промышленных 
ионобменных смол [3]. Например, золи нано-
частиц анионита (НИА) характеризуются высо-
кой стабильностью в водных растворах и низкой 
интенсивностью собственной люминесценции, 
что создает предпосылки для их применения 
в качестве организованной среды для усиления 
люминесценции [3–5].

Цель настоящей работы состояла в том, чтобы 
на примере люминесценции комплексов Eu(III) 
и Sm(III) с теноилтрифторацетоном (ТТА) в зо-
лях НИА продемонстрировать возможности 
диспергированных ионообменных смол в каче-
стве организованных сред.

Аквазоли НИА, состоящие из частиц разме-
ром от 100 до 300 нм, получали из полистироль-
ного высокоосновного анионита АВ-17-8 по ме-
тодике, описанной в  работе [3]. Концентрация 
исходного водного раствора НИА соответство-
вала содержанию 5 мМ групп четвертичного ам-
мония в гидроксидной форме. Водные растворы 
солей европия(III) и самария(III) готовили рас-

1  Институт геохимии и аналитической химии 
им. В.И. Вернадского Российской академии наук, 
119991 Москва, Россия 
*E-mail: olenin@geokhi.ru
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творением навесок EuCl3·6H2O и  SmCl3·6H2O 
в дистиллированной воде. ТТА растворяли в ди-
стиллированной воде при нагревании.

Образцы растворов помещали в  кварцевые 
кюветы с длиной оптического пути 1 см. Спектры 
возбуждения и люминесценции регистрировали 
при помощи спектрофлуориметра JobinYvon 3CS 
(Франция). Относительная суммарная погреш-
ность при регистрации оптических спектров не 
превышала 2%. Все измерения проводили при 
комнатной температуре.

Опыты проводили с  разбавленными золя-
ми НИА: во всех опытах концентрация ТТА 
многократно превышала концентрацию НИА 
(функциональных групп НИА). В этих условиях 
гидроксидная форма НИА переходит в теноил
трифторацетонатную (схема 1): этот процесс 
можно рассматривать как ионный обмен или как 
нейтрализацию слабой кислоты в фазе ионита.

На рис.  1 приведены спектры возбуждения 
и  люминесценции растворов, содержащих Eu3+ 
и  TTA в  отсутствие (рис.  1а) и  в  присутствии 
НИА (рис.  1б); условия измерений идентичны, 
значения интенсивности можно сравнивать. 
В спектрах люминесценции наблюдаются харак-
терные для иона Eu3+ полосы, соответствующие 
переходам с уровня 5D0 на подуровни 7Fj (j = 0, 1, 
2, 3, 4) [1] с глобальным максимумом при 613 нм 
(j = 2), причем введение золя НИА в  систему 
Eu3+–TTA вызывает повышение интенсивности 
люминесценции в 2000 раз.

Высокая интенсивность люминесценции 
в  системе НИА–ТТА–Eu3+ наблюдается только 
при большом избытке β-дикетона. При добав-
лении НИА равновесие между нейтральным 
и  анионным комплексами смещается вправо 
(схема 2), что подтверждается почти нулевой ин-
тенсивностью полосы, соответствующей пере-
ходу 5D0 → 7F0 в спектре люминесценции раство-
ра НИА–ТТА–Eu3+ (рис. 1б), что характерно для 
β-дикетонатных тетракис-комплексов Eu3+ [6].

Тысячекратное усиление люминесценции 
анионного комплекса, по сравнению с  ней-
тральным, по-видимому, вызвано вытеснением 
молекул воды из внутренней координационной 
сферы центрального иона, причем преимуще-
ственно повышается интенсивность полосы 
сверхчувствительного перехода 5D0 → 7F2, доми-
нирование которой над остальными компонен-
тами мультиплета в присутствии НИА проявля-
ется особенно ярко (рис. 1б).

Схема 1. Реакция ОН-формы НИА с водным раствором ТТА.

Рис. 1. Спектры возбуждения (кривая 1, λлюм = 613 нм) и лю-
минесценции (кривая 2, λвозб = 360 нм) водных растворов, 
содержащих 40  мкМ Eu(III) и  400  мкМ ТТА в  отсутствие 
НИА (а) и в присутствии 50 мкМ НИА (б).
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Аналогично, усиление люминесценции про-
исходит при введении НИА в растворы комплек-
сов, содержащих ионы Sm3+ и ТТА (рис. 2). В от-
сутствие НИА интенсивность сигналов слишком 
низкая, спектр сливается с осью абсцисс. В спек-
тре люминесценции комплекса самария(III) на-
блюдаются полосы, соответствующие переходам 
с уровня 4G5/2 на подуровни 6Hj (j = 5/2, 7/2, 9/2, 
11/2), характерные для иона Sm3+ [1], с глобаль-
ным максимумом при 647 нм (j = 9/2).

Таким образом, введение НИА в растворы ев-
ропия(III) и самария(III), содержащие большой 
(более порядка) избыток ТТА, приводит к  рез-
кому усилению люминесценции. ТТА обладает 

заметной кислотностью (для ТТА pKa = 6.2, [7]), 
что предотвращает образование слабо люминес-
цирующих гидроксокомплексов европия и сама-
рия. Небольшие добавки гидроксильной формы 
НИА на фоне избытка ТТА почти не вызывают 
подщелачивания (для всех использованных рас-
творов pH не превышало значения 5.2). При 
этом в  фазе НИА достигается высокая (око-
ло 1 М) локальная концентрация анионов ТТА–, 
что обеспечивает образование ярко люминесци-
рующих комплексов катионов РЗЭ с  четырьмя 
ароматическими лигандами.

На рис.  3 представлены зависимости интен-
сивности люминесценции от концентраций 

Схема 2. Равновесие реакции комплексообразования в системе НИА–ТТА–Eu3+.
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Рис. 2. Спектры возбуждения (кривая 1, λлюм = 647  нм) 
и люминесценции (кривая 2, λвозб = 380 нм) водных раство-
ров, содержащих 50 мкМ Sm(III) и 2 мМ ТТА в присутствии 
250 мкМ НИА.
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Рис. 3. Зависимость интенсивности люминесценции от 
концентрации Eu(III) и  Sm(III). Условия для Eu(III): 
λвозб = 360 нм, λлюм = 613 нм, 0.4 мМ ТТА и 50 мкМ НИА; для 
Sm(III): λвозб = 380 нм, λлюм = 647 нм, 2 мМ ТТА и 250 мкМ 
НИА.
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Eu(III) и  Sm(III) в  оптимальных для определе-
ния этих металлов условиях. Установлено, что 
линейность градуировочных графиков соблю-
дается в  широком диапазоне концентраций: 
(5 × 10–10)–(5 × 10–6) М с пределом обнаружения 
1 × 10–10 М для европия(III) и (5 × 10–8)–(5×10–6) М 
с  пределом обнаружения 1 × 10–8 М  для сама-
рия(III).

Представленные данные позволяют рассма-
тривать НИА в качестве перспективной органи-
зованной среды для усиления люминесценции 
комплексов РЗЭ, в частности, для определения 
самих металлов. Проведенные нами предвари-
тельные исследования свидетельствуют о  том, 
что возможности НИА не исчерпываются опи-
санными выше системами, сходные эффекты 
наблюдаются также для других РЗЭ и  других 
лигандов.
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LUMINESCENCE OF LANTHANIDE COMPLEXES 
IN NANO ANION EXCHANGERS

M. V. Korolevaa, V. V. Yagova, A. Yu. Olenina,#, A. M. Dolgonosova, 
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The possibility of using nanoanion exchangers as an organized medium for enhancing the luminescence of 
rare earth element complexes has been demonstrated for the first time. When a sol formed by anion exchanger 
nanoparticles is introduced into a solution containing thenoyltrifluoroacetone (TTA) and traces of europium(III) 
or samarium(III) salts, TTA anions concentrate in the ionite phase and bind rare earth cations into negatively 
charged complexes, which is accompanied by an increase in luminescence intensity by three orders of magnitude.

Keywords: luminescence, nanoanion exchangers, anionic ion exchange resins, rare earth element complexes, 
thenoyltrifluoroacetone, europium, samarium




