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ВВЕДЕНИЕ 
При подготовке данного раздела диссертации использованы материалы семинара ИТЭБ РАН, в которых, согласно Положению о 

присуждении ученых степеней в МГУ, автором были апробированы основные результаты, положения и выводы его исследования: 

Пеньков Н.В. Молекулярная организация водных растворов биомолекул. Автореф. дисс.. д.ф.-м.н. (ПРОЕКТ) 

https://iteb.ru/news/zasedanie-sektsii-teoreticheskaya-biofizika-i-mode-202205/ 

Актуальность темы исследования 

К настоящему моменту накоплен большой объем знаний о молекулярной организации 

водных растворов небольших молекул и ионов. При этом растворы, содержащие биологические 

макромолекулы, изучены явно недостаточно. Для такой системы можно выделить следующие 

основные направления исследования: гидратные оболочки биомолекул; структура биомолекул в 

водном окружении; характеристики гетерогенности раствора биомолекул.  

В растворе биомолекулы, взаимодействуя с водой близлежащего слоя, изменяют её 

структурно-динамические характеристики. Эту водную фазу с изменённым состоянием обычно 

называют гидратной оболочкой. Несмотря на длительный период изучения гидратации 

биомолекул разными методами, многое ещё не ясно. Один из последних импульсов развития 

данного направления обусловлен появлением метода терагерцовой (ТГц) спектроскопии. ТГц 

диапазон по частотам, временам, и энергиям идеально соответствует межмолекулярной 

структуре и динамике воды, что делает данный метод чрезвычайно эффективным. Было введено 

понятие динамической гидратной оболочки, толщина которой для биомакромолекул достигает 

нескольких нанометров. В живых системах это сопоставимо со средним расстоянием между 

биомолекулами, что может играть важную роль в регуляции их взаимодействия, но об этом 

почти ничего не известно. Отметим, что даже на уровне структурно-динамических 

характеристик указанные гидратные оболочки изучены мало. Поэтому актуальным является 

развитие эффективных подходов на основе ТГц спектроскопии с целью получения качественно 

новых данных о гидратации биомолекул. 

Хорошо известно, что не только биомолекулы модифицируют прилегающий слой воды, 

но и наоборот. Закономерности модификации структуры биомолекул под влиянием гидратации 

до сих пор не полностью ясны. Для изучения структуры биомолекул применяют различные 

методы, каждый из которых даёт информацию, полезную для понимания общей картины. Один 

из наиболее информативных методов, позволяющий анализировать структурные 

характеристики биомолекул в нативном состоянии в растворе – инфракрасная (ИК) 

спектроскопия. При этом обращает на себя внимание, что одна из разновидностей ИК 

спектроскопии – спектроскопия собственного излучения или эмиссионная спектроскопия – 

практически не применяется. Данный метод удаётся успешно использовать только при сильном 

нагреве образцов, что неприменимо для растворов биомолекул. Развитие данного типа 

https://iteb.ru/news/zasedanie-sektsii-teoreticheskaya-biofizika-i-mode-202205/
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спектроскопии с устранением необходимости нагрева объекта и иных типов агрессивного 

возбуждения может расширить методический арсенал исследования структуры биомолекул в 

растворах, что актуально для молекулярной биофизики и биоинженерии. 

Гетерогенность водных растворов биомолекул также является фундаментальным 

аспектом их молекулярной организации, поскольку в зависимости от условий биомолекулы в 

растворе могут находиться в форме мономера или в виде различных молекулярных комплексов. 

Основополагающей характеристикой гетерогенных систем является распределение по 

размерам. По мере агрегации, мицеллообразования, межмолекулярного и внутримолекулярного 

связывания биомолекул меняются их распределения по размерам, анализ которых может 

предоставить важную информацию об изменениях, происходящих с биомолекулами в растворе. 

Однако имеются фундаментальные особенности водных растворов, приводящие к появлению 

артефактов в измеряемых характеристиках гетерогенности, что особенно критично при малых 

концентрациях биомолекул. Так, вода обладает естественной гетерогенностью, обусловленной 

наличием пузырьков газа субмикронных размеров (нанопузырьков). Этот фактор часто служит 

источником неоднозначности анализируемых характеристик гетерогенности растворов 

биомолекул, особенно с применением оптических методов. Поэтому разработка подходов для 

обнаружения фракции нанопузырьков в распределениях по размерам биомолекул является 

актуальной задачей.  

Таким образом, для изучения молекулярной организации водных растворов биомолекул, 

следует рассматривать следующие три взаимосвязанных аспекта: (1) гидратация биомолекул, 

(2) строение биомолекулы в водном окружении, (3) характеристики гетерогенности раствора. 

Такой комплексный подход позволит углубить понимание процессов, лежащих в основе 

взаимодействий биомолекул. В молекулярной биологии, биохимии и некоторых других 

разделах науки основным источником знаний являются исследования in vitro, которые проводят 

с биомолекулами в водных растворах. В связи с этим развитие новых исследовательских 

подходов и получение новых фундаментальных знаний о водных растворах биомолекул на всех 

их уровнях молекулярной организации является актуальным научным направлением. 

Научная новизна 

Разработан новый подход для изучения гидратации любых типов биомолекул в 

растворах на основе ТГц спектроскопии временного разрешения. Это позволило выявить 

отличия молекулярных релаксационных параметров гидратных оболочек белка в различных 

конформациях. Обнаружены особенности гидратации фосфолипидных липосом в зависимости 

от их фазового состояния, причём оказалось, что наиболее сильные изменения гидратации 
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происходят в результате предперехода, а не основного перехода фосфолипида. Показано, что 

влияние липосомы на воду простирается на расстояние более 5 нм от её поверхности. Получены 

новые данные о строении гидратной оболочки АТФ, демонстрирующие существенные отличия 

в зависимости от связывания АТФ с ионом Mg2+. Впервые показано, что гидратная оболочка 

ДНК отличается от невозмущённой воды наличием трёх фракций молекул воды: более сильно 

связанные, фракция с большим количеством свободных молекул и фракция с большим числом 

водородных связей. Показаны различия влияния ионов Mg2+ и K+ на гидратацию ДНК. Получен 

ряд новых данных, вскрывающих корреляции между структурой сахаров и характеристиками 

их гидратных оболочек. Показано, что гидратация ДНК выражена сильнее, чем у отдельных 

нуклеотидов, тогда как гидратация полисахаридов, наоборот, слабее, чем у моносахаридов.  

Впервые получена теоретическая модель эффективной среды для двухфазных 

диэлектриков с нитевидными включениями, применимая для анализа водных растворов 

протяжённых биополимеров в терагерцовой и более низкочастотной области. 

Описан новый метод ИК спектроскопии собственного излучения с использованием 

холодного фона. Он не требует какого-либо возбуждения образца и может использоваться для 

неинвазивного структурного анализа биомолекул в водных растворах. 

Впервые предложен алгоритм, позволяющий идентифицировать наличие фракции 

нанопузырьков, как правило, присутствующих в водных растворах биомолекул, и создающих 

затруднения в интерпретации распределений по размерам. 

Степень разработанности темы 

В середине ХХ века сформировалось современное представление о молекулярной 

организации воды и водных растворов. К наиболее фундаментальным публикациям на эту тему 

можно отнести: «Структура воды и ионных растворов» (Берналь и Фаулер, 1934 г.) и 

«Структура водных растворов электролитов и гидратация ионов» (Самойлов, 1957). В ряду 

классических трудов следует отметить также работы «Статистическая теория жидкостей» 

(Фишер, 1961) и «Кинетическая теория жидкостей» (Френкель, 1975). При рассмотрении 

структуры водного раствора важно учитывать его динамические свойства на различных 

временных интервалах. Для каждого метода характерен определённый временной интервал 

анализа молекулярной структуры, что может приводить к отличиям в интерпретации 

результатов. 

Гидратные оболочки биомолекул изучаются достаточно давно, однако основная масса 

данных относится к первичным гидратным оболочкам, ограничивающихся единичными 

молекулами воды в ближайшем контакте с биомолекулой. С развитием в 2000-х годах метода 
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ТГц спектроскопии и применением её для исследования гидратации биомолекул, к гидратным 

оболочкам стали относить не только ближайшие один-два слоя молекул воды, но и более 

отдалённые молекулы воды. Главным образом, эти работы ограничены изучением гидратации 

белков и сахаров на основе анализа спектров поглощения. Одним из основных недостатков 

применяющихся подходов является слишком упрощённое рассмотрение спектральных данных. 

Во-первых, современные модификации ТГц спектроскопии (ТГц спектроскопия временного 

разрешения) позволяют определять не только спектры поглощения, но и спектры комплексных 

диэлектрических проницаемостей водных растворов, информативность которых намного выше. 

Во-вторых, полноценное изучение гидратации биомолекул в растворе требует вычитания 

вклада биомолекул из экспериментального спектра диэлектрической проницаемости их 

раствора. Для этого необходимо использовать модели эффективной среды, однако такой подход 

практически не применялся. Отметим, что существующие модели эффективной среды 

(Максвелла Гарнетта, Бруггемана и некоторые другие) применимы для анализа растворов 

компактных биомолекул, при этом отсутствуют модели для растворов протяжённых 

биополимеров. Настоящее диссертационное исследование направлено на выработку 

теоретических и экспериментальных подходов, преодолевающих указанные недостатки и 

позволяющих получать надёжную информацию о гидратации биомолекул, в том числе, 

протяжённых биополимеров на основе ТГц данных. 

Для изучения структуры биомолекул, в том числе в растворах, достаточно широко 

применяют метод ИК спектроскопии. Существуют различные модификации данного метода: 

поглощение, зеркальное отражение, нарушенное полное внутреннее отражение, диффузное 

отражение, фотоакустическая спектроскопия и другие. Однако одна из разновидностей данного 

метода – ИК спектроскопия собственного излучения, до сих пор практически не применяется 

для анализа молекулярной структуры. В литературе описано развитие этого подхода и показаны 

его преимущества перед классическим вариантом спектроскопии пропускания, заключающиеся 

в больших достижимых значениях чувствительности и сигнал/шум. Однако известные 

варианты реализации этого метода сопряжены с созданием таких условий (нагрев, мощное 

облучение), при которых невозможно нативное состояние биомолекул. Диссертационное 

исследование направлено на разработку соответствующей модификации метода и его 

апробацию на примере анализа структурных характеристик различных биомолекул в растворах. 

Анализ биомолекул в растворах на основании их распределений по размерам является 

одним из стандартных подходов описания состояния биомолекул. Это позволяет делать 

множество выводов о взаимодействиях биомолекул друг с другом и их конформационных 

изменениях. Известно также, что водные растворы практически всегда содержат 
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самопроизвольно образующиеся нанопузырьки. При этом их вклад в определяемые 

распределения по размерам биомолекул обычно не учитывается. Вопросы образования 

нанопузырьков, их стабилизации, влияние на это растворённых газов и различных ионов 

изучены неполно. Диссертационное исследование также направлено на исследование этих 

вопросов. 

Цель диссертационного исследования – разработка и применение новых подходов для 

комплексного изучения молекулярной организации водных растворов биомолекул по трём 

основным направлениям: гидратация биомолекул, структура биомолекул в водном окружении, 

характеристики гетерогенности растворов биомолекул. 

Для достижения цели были поставлены и решены следующие задачи: 

1) Разработка подходов на основе терагерцовой спектроскопии временного разрешения для 

исследования гидратации биомолекул в водных растворах. 

2) Теоретическая разработка модели эффективной среды, применимой для разделения вкладов 

протяжённых биополимеров и водной фазы в спектры комплексной диэлектрической 

проницаемости растворов. 

3) С использованием результатов пп. 1 и 2 определение характеристик гидратных оболочек 

биомолекул (белков, фосфолипидов, АТФ, ДНК, моно- и полисахаридов) в водных растворах. 

4) Развитие метода ИК спектроскопии собственного излучения, не нуждающегося в 

возбуждении образца, и проверка его применимости для определения структурных 

характеристик различных биомолекул в водных растворах.  

5) Анализ распределений по размерам различных биомолекул и нанопузырьков в водных 

растворах при различных условиях методом динамического светорассеяния и выработка 

алгоритма, позволяющего разделять их вклады. 

Объект и предмет исследования 

Объектом исследования являются водные растворы биомолекул (белков, фосфолипидов, 

АТФ, ДНК, моно- и полисахаридов). Предметом исследования являются структурные 

характеристики биомолекул, их гидратных оболочек, характеристики гетерогенности 

растворов. 

Теоретическая и практическая значимость работы 

Разработана теоретическая модель эффективной среды для двухфазного диэлектрика с 

нитевидными включениями. Данная модель может применяться для анализа комплексных 
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диэлектрических проницаемостей водных растворов протяжённых биополимеров (нуклеиновых 

кислот, фибриллярных белков и фибриллярных белковых агрегатов, полисахаридов) в ТГц 

диапазоне, а также при более низких частотах. 

Описана методология на основе ТГц спектроскопии временного разрешения, 

позволяющая изучать гидратацию биомолекул в растворах и интерпретировать полученные 

данные с использованием параметров межмолекулярной структуры и динамики воды. 

Описанная модификация метода ИК спектроскопии, позволяющая измерять 

характеристические спектры собственного излучения изучаемых образцов, расширяет 

возможности применения данного метода с использованием стандартных спектрометров с 

Фурье-преобразованием. Спектроскопия собственного излучения в ряде случаев обладает 

большей чувствительностью по сравнению с абсорбционным аналогом. Для измерения 

спектров не требуется возбуждение образца, что имеет значение для чувствительных к 

различным внешним факторам (в том числе, ИК излучению) объектов исследования. Метод 

может применяться для анализа структуры биомолекул в растворах. 

Метод динамического светорассеяния широко применяется для изучения биомолекул в 

водных растворах, однако при этом возможно наличие артефакта, обусловленного 

присутствием нанопузырьковой фазы. Предложенный в работе алгоритм позволяет 

идентифицировать упомянутый артефакт. 

Методология и методы диссертационного исследования 

В рамках данной диссертационной работы использовались три основных 

экспериментальных метода:  

1) Метод терагерцовой спектроскопии временного разрешения – для изучения гидратации 

биомолекул в водных растворах; 

2) ИК спектроскопия с Фурье-преобразованием в режиме измерения поглощения, а также 

разработанный в данном исследовании подход измерения собственного ИК излучения – для 

определения структурных характеристик биомолекул в растворах; 

3) Метод динамического светорассеяния – для анализа распределений по размерам биомолекул 

и нанопузырьков в растворах. 

Также использовались вспомогательные методы: вискозиметрия – для корректного учёта 

вязкости образцов при их исследовании методом динамического светорассеяния; 

вакуумирование – для высушивания плёнок биомолекул и дегазации растворов; лазерная 

сканирующая микроскопия в режиме отражения – для измерения толщин плёнок биомолекул; 
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дифференциальная сканирующая калориметрия – для определения температур фазовых 

переходов фосфолипидов в растворе; измерение рН и dc-проводимости. 

Кроме того, на основании базовых закономерностей электродинамики сплошных сред 

теоретически разработана модель эффективной среды, применимая для анализа растворов 

протяжённых биополимеров, которая использовалась при анализе их гидратации. 

Положения, выносимые на защиту 

1) Разработанная теоретически модель эффективной среды может применяться для водных 

растворов протяжённых биополимеров при анализе их комплексных диэлектрических 

проницаемостей в области ТГц частот. 

2) Разработан подход на основе ТГц спектроскопии временного разрешения, предназначенный 

для исследования гидратации биомолекул в водных растворах в терминах межмолекулярной 

структуры и динамики воды. С его помощью были установлены новые характеристики 

гидратации следующих типов биомолекул: белка в различных конформациях; фосфолипидных 

липосом в различных фазовых состояниях; АТФ и комплекса Mg∙АТФ; ДНК в релаксированной 

форме в воде и при наличии ионов Mg2+ и K+; моно- и полисахаридов.  

3) Разработан метод эмиссионной ИК спектроскопии с холодным фоном, не требующий какого-

либо возбуждения исследуемых образцов. Данный подход является альтернативой 

классической абсорбционной ИК спектроскопии, позволяя проводить молекулярный анализ, в 

том числе, биомолекул в растворе. Метод покрывает область основных частот молекулярных 

колебаний и в несколько раз превосходит традиционную ИК спектроскопию поглощения по 

чувствительности. Не требуя источника возбуждения, метод может применяться для анализа 

любых образцов, в том числе и чувствительных к ИК излучению. 

4) При измерении распределений по размерам биомолекул в водных растворах методом 

динамического светорассеяния возможно появление артефактной фракции с субмикронными 

размерами, относящейся к нанопузырькам, обычно присутствующим в водных растворах. 

Впервые предложен алгоритм, позволяющий определить принадлежность данной фракции к 

нанопузырькам на основе сравнения её интенсивности рассеяния с интенсивностью рассеяния 

растворителя. 

Степень достоверности и апробация результатов 

Достоверность результатов диссертационного исследования подтверждается 

использованием проверенных методов исследования и теоретических подходов, а также их 

множественными публикациями в рецензируемых журналах, входящих в международные 
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системы Web of Science и Scopus. Все эксперименты проводились в достаточном количестве 

независимых повторов; использовались необходимые контроли. Анализ данных проводился с 

применением адекватных методов статистической обработки. Статистическая значимость 

отличий параметров оценивалась по не перекрытию 95% доверительных интервалов средних. 

Результаты работы представлены на 13 конференциях (13 тезисов, 5 устных докладов) и на 

семинаре кафедры биофизики физического факультета МГУ имени М.В. Ломоносова. 

Личный вклад автора 

Все результаты, изложенные в диссертации, получены автором лично. Описанные в 

диссертации идеи экспериментальных и теоретических работ, а также методологии 

исследований полностью принадлежат автору диссертации. Пробоподготовка большинства 

растворов биомолекул для исследований методом динамического светорассеяния, описанных в 

Главе 2, была проведена с помощью д.б.н. К.Н. Белослудцева (ИТЭБ РАН), к.б.н. А.Г. Бобылёва 

(ИТЭБ РАН). Образцы ДНК для исследования, описанного в разделе 2.9, были приготовлены и 

охарактеризованы д.б.н. М.Г. Шараповым (ФИЦ ПНЦБИ РАН). 

Вклад соискателя в работы, опубликованные в соавторстве (согласно списку 

«Публикаций автора по теме диссертации в журналах, индексируемых в базах данных Web of 

Science, Scopus, RSCI») характеризуется следующим образом. В работах [1-3, 7-10, 17-18, 21-23, 

28, 41, 49] вклад автора является основополагающим; идеи исследования, получение 

результатов, анализ данных и подготовка статей к публикации были реализованы автором 

лично. В работе [43] вклад автора составляет 1/2 и заключается в написании 50% обзорной 

статьи. В работе [40] вклад автора составляет 1/2 и заключается в проведении исследования 

гидратных оболочек диклофенака натрия в водных растворах методом НПВО-ИК 

спектроскопии. В работах [5, 11-14, 20, 24-26, 29-30, 33-38, 44-45, 47-48, 50-54] вклад автора 

составляет 1/3 и заключается в проведении экспериментов с использованием метода 

динамического светорассеяния, анализе полученных данных распределений по размерам 

биомолекул и нанопузырьков. В работах [32, 39] вклад автора составляет 1/3 и заключается в 

проведении физико-химического анализа растворов пероксиредоксинов методами 

динамического светорассеяния и дифференциальной сканирующей калориметрии. В работах 

[4,6,31] вклад автора составляет 1/5 и заключается в проведении исследований методами 

оптической и лазерной сканирующей микроскопии клеток, пузырьков и образующихся 

кристаллов в исследуемых образцах. В работе [15] вклад автора составляет 1/5 и заключается в 

проведении анализа полученных данных по ИК и КР спектроскопии водных растворов ацетата 

европия, интерпретации данных. В работах [16, 19, 27, 42, 46] вклад автора составляет 1/5 и 

заключается в проведении исследований методом динамического светорассеяния размерных 
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характеристик белков и наночастиц при различных модифицирующих воздействиях. Автором 

проведена значительная работа над текстом статей, с последующей перепиской с редакторами и 

рецензентами.  

Внедрение результатов работы 

По результатам работы получены 3 патента РФ на изобретения. Часть результатов, 

описанных в диссертационной работе, были получены в рамках исследования по проекту 

Фонда перспективных исследований «Разработка технологии криоконсервации тканей и 

органов», 2015-2018 гг. 

Публикации 

Всего опубликовано 59 статей. По теме диссертации опубликовано всего 54 статьи, из 

них 54 статьи в рецензируемых научных изданиях, индексируемых в базах Web of Science, 

Scopus, RSCI. 

Структура и объём диссертации 

Диссертация состоит из введения, четырёх глав, заключения, выводов и списка 

литературы. Отдельно приводится список публикаций автора. Работа изложена на 210 

страницах, включает 55 рисунков и 11 таблиц. Библиография включает 555 источников. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 
При подготовке данного раздела диссертации использованы материалы семинара ИТЭБ РАН, в которых, согласно Положению о 

присуждении ученых степеней в МГУ, автором были апробированы основные результаты, положения и выводы его исследования: 

Пеньков Н.В. Молекулярная организация водных растворов биомолекул. Автореф. дисс.. д.ф.-м.н. (ПРОЕКТ) 

https://iteb.ru/news/zasedanie-sektsii-teoreticheskaya-biofizika-i-mode-202205/ 

1.1. Типы структур в водных растворах 

Водный раствор представляет собой систему, в которой реализуется большинство 

процессов, относящихся к молекулярной биофизике, биохимии, молекулярной биологии и 

многим другим естественнонаучным дисциплинам, связанным с изучением биомолекулярных 

взаимодействий.  

Под структурой водных растворов исходно понимали структурно-динамические 

характеристики воды на межмолекулярном уровне. Полноценное рассмотрение этого вопроса 

складывается из двух аспектов: пространственного и временного. Это означает, что, говоря о 

какой-либо структуре в плане пространственном, необходимо уточнять на каких временах она 

реализуется. Такой подход является вполне естественным в физике конденсированного 

состояния [1,2]. Можно выделить три основных типа структуры воды в зависимости от 

временного масштаба [2,3]: мгновенная (<<10-13 с), не обладающая упорядоченностью, которая 

может исследоваться с помощью молекулярного моделирования; колебательно-усреднённая 

(10-13 – 10-11 с), обладающая ближним порядком, которая не учитывает молекулярных 

колебаний, а рассматривает их усреднённые положения; и диффузионно-усреднённая (>>10-11 

с), которая описывается функциями радиального распределения и может быть получена, 

например, с помощью рентгеноструктурного анализа. 

Колебательно-усреднённые типы структуры воды являются наиболее важными для 

изучения, поскольку именно на этих временах реализуются межмолекулярные взаимодействия 

в водных растворах. Наиболее выраженной характеристикой молекулярного взаимодействия в 

водных растворах является водородное связывание [4]. Молекула воды способна образовывать 

до четырёх, а иногда и более того [5], водородных связей. Характерные времена флуктуаций 

водородных связей в воде порядка 0.1-1 пс [6–8]. После получения молекулой воды энергии 

активации, происходит разрыв всех водородных связей и молекула может совершить поворот 

или трансляционное перемещение [9–12]. Среднее время жизни молекулы воды между двумя 

указанными событиями составляет 1-10 пс [11–13] и с ростом температуры имеет тенденцию к 

уменьшению. Сама переориентация или смещение молекулы воды происходит за время 

порядка 0.1 пс [9]. Динамика молекул в жидкой воде также может рассматриваться с 

использованием понятия времени оседлой жизни [2] без явного учёта водородного связывания. 

https://iteb.ru/news/zasedanie-sektsii-teoreticheskaya-biofizika-i-mode-202205/
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Похожий подход использовал О.Я. Самойлов [14], анализируя степень связанности молекул 

воды в растворах по их трансляционной подвижности.  

Очень важным фактором, определяющим связанность (или подвижность) молекул воды 

является гидратация. В водных растворах реализуется воздействие растворённых молекул (или 

ионов) на молекулы воды. Это приводит к изменению молекулярной организации воды в 

близлежащем слое, который обычно называют гидратной оболочкой. В зависимости от 

распределения заряда в растворённых молекулах или ионах, близлежащие молекулы воды 

могут становиться как более, так и менее связанными. На основании этого принципа 

гидратацию простых ионов делят на положительную и отрицательную. Ионы с положительной 

гидратацией иногда называют космотропами, а с отрицательной – хаотропами. Ионы могут 

быть выстроены в ряды Хофмейстера [15,16], по принципу усиления или ослабления их 

взаимодействия с молекулами воды (рисунок 1.1). 

 

Рисунок 1.1. Ряды Хофмейстера катионов и анионов, построенные по принципу усиления 

гидратации. 

Интересно, что изначально в 1888 году Ф. Хофмейстером был построен ряд анионов [17] 

по принципу ослабления их высаливающей способности белковых растворов. Впоследствии 

было установлено, что эти ряды имеют более общий смысл, связанный с воздействием на 

структуру воды [18].  

Подобные ряды однозначно могут быть сформированы для небольших ионов по 

принципу изменения их плотности поверхностного заряда. Чем меньше радиус иона и больше 

заряд, тем больше плотность поверхностного заряда и тем сильнее он структурирует воду 

вокруг себя. Более сильное структурирование в данном контексте означает более сильное йон-

дипольное взаимодействие и большее гидратационное число. Однако в случае, когда речь идёт 

о сложных молекулах, таких как крупные органические или тем более биологические 

макромолекулы, то взаимодействие воды с ними вряд ли может быть однозначно 

охарактеризовано как космотропное или хаотропное. Разные участки поверхности таких 

молекул могут проявлять разные типы взаимодействия с водой, что создаёт уникальную для 
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данной молекулы гидратную оболочку со своими структурно-динамическими 

характеристиками.  

 Взаимодействие биологических молекул с водой обычно приобретает чрезвычайно 

сложный характер, обладающий, в том числе, и биологическим смыслом. Структура 

биомолекул в нативном состоянии, реализующимся обычно в водном окружении, может 

радикально отличаться от структуры в дегидратированном виде, а способность биомолекул 

реализовывать свои биологические функции находится в прямой зависимости от гидратации 

[19–21]. При изучении молекулярной организации водных растворов не менее важным, чем 

структура самой воды, является вопрос структуры растворённых молекул, ведь они являются 

частью раствора. В итоге для полноценного анализа строения растворов биомолекул 

необходимо учитывать взаимодействие двух указанных типов структур. 

 Поскольку водные растворы биомолекул являются гетерогенными системами, их важной 

характеристикой является пространственное распределение растворённого вещества в объёме 

или, другими словами, характеристики гетерогенности раствора. Биомолекулы в растворе могут 

находиться как в мономолекулярной форме, так и в виде молекулярных комплексов. Могут 

наблюдаться эффекты агрегации, полимеризации, мицеллообразования, ковалентного или 

водородного межмолекулярного связывания, гидрофобные типы взаимодействия между 

биомолекулами и внутри крупных биополимеров. Все эти явления приводят к изменению 

характеристик гетерогенности раствора.  

 Очевидно, что все три выделенные аспекта молекулярной организации водных растворов 

биомолекул – гидратация, структура биомолекул в водном окружении и характеристики 

гетерогенности – взаимосвязаны. Наиболее полное описание строения растворов биомолекул 

возможно только при учёте всех перечисленных аспектов. Однако такой обобщённый подход к 

анализу водных растворов биомолекул до сих пор не рассматривался в литературе. 

1.2. Гидратация биомолекул 

Наличие биомолекул в водном растворе приводит к изменениям в структуре, динамике и 

энергетическом состоянии близлежащего слоя воды, который называют гидратной оболочкой. 

Вопрос гидратации биомолекул является наименее изученным и наиболее сложным в контексте 

исследования строения водных растворов. На самом деле, проблема ещё глубже: на 

сегодняшний день нельзя даже сказать, что мы вполне понимаем молекулярную организацию 

чистой воды, не возмущённой наличием посторонних молекул. Получено множество надёжных 
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экспериментальных данных, однако их надёжность нивелируется наличием разных 

интерпретаций, порой совершенно не согласующихся друг с другом. Перечислим основные 

типы молекулярной динамики чистой воды, реализующиеся на разных временных масштабах, 

чтобы потом, опираясь на эту информацию, можно было предметно сравнивать 

невозмущённую воду с водой в гидратных оболочках. Поскольку динамика молекулярных 

процессов, в большей мере, анализируется различными спектроскопическими методами, часто 

для их описания используют не шкалу времени, а обратную величину – частоту. 

Самый медленный молекулярный процесс, зарегистрированный для чистой воды, 

реализуется за времена порядка пикосекунд, что по частотной шкале соответствует десяткам 

ГГц. Этот процесс называют дебаевской релаксацией. Наиболее признанная в мировой науке 

интерпретация данного процесса – это ориентационная релаксация молекул воды, связанных 

водородными связями, либо находящихся в поляризующем кулоновском поле ионов [11,12,22]. 

Связанная молекула «ожидает» энергию активации из теплового пула окружающего раствора, 

получив её, разрывает водородные связи, и совершает ориентационное движение, после чего 

образует водородные связи с другими молекулами воды. Время дебаевской релаксации 

описывается формулой:  

𝜏𝜏 = 𝜏𝜏0 ∗ 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 �
𝐸𝐸
𝑘𝑘𝑘𝑘
�,      (1.1) 

где Е – энергия активации, требующаяся для разрыва всех связей молекулы воды, kT – 

характерная тепловая энергия. Для молекул воды в гидратных оболочках, как правило, время 

дебаевской релаксации увеличивается, что свидетельствует о большей энергии связи с 

молекулами растворённого вещества по сравнению с межмолекулярным связыванием воды. По 

изменению времени релаксации и ширине его распределения можно делать количественные 

выводы об энергиях гидратации.  

Была высказана и альтернативная интерпретация данного релаксационного процесса в 

работах А.А. Волкова с соавторами [23–32], позволяющая удовлетворить всем математическим 

зависимостям, полученным из экспериментальных данных. Авторы выдвинули гипотезу, в 

основе которой лежит газо-твердотельная модель Френкеля, дополненная взаимопревращением 

молекул и ионов, предполагающая в воде смешанное трансляционно-колебательное движение 

молекул. Согласно данной концепции дебаевская релаксация обусловлена не ориентационной 

динамикой молекул воды, а трансляционным перемещением заряженных ионов H3O+ и OH-. 

Данная гипотеза, хотя и удовлетворяет экспериментальным данным по электродинамике воды, 
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испытывает трудности при рассмотрении с точки зрения термодинамики и не является 

общепризнанной. 

Особо стоит упомянуть, что в области дебаевской релаксации воды при наличии ионов, 

кроме дипольных потерь, обусловленных процессом дебаевской релаксации воды, 

существенный вклад в диэлектрическую проницаемость оказывают ионные потери, связанные с 

ионной проводимостью. При этом спектральные характеристики могут существенно отличаться 

для ионов с положительной и отрицательной гидратацией. В работе А.К. Лященко с соавторами 

[33] было показано, что, например, для основного внутриклеточного иона K+ и основного 

внеклеточного иона Na+ наблюдаются разнознаковые коэффициенты, описывающие как 

поглощение, так и излучение водных растворов в ГГц диапазоне. Ион K+ обуславливает 

пониженное излучение, по сравнению с водой, а ион Na+, наоборот, повышенное.  

Ещё один релаксационный процесс воды, зарегистрированный около 0.5 ТГц, обычно 

относят к ориентационной релаксации свободных или слабо связанных молекул воды [34–38]. 

В литературе его иногда называют высокочастотной релаксацией воды («fast relaxation»). 

Данная полоса надёжно регистрируется как область дисперсии диэлектрической проницаемости 

и иногда используется для оценки количества свободных молекул воды в растворе [39–42].  

Для полноты рассмотрения приведём альтернативные интерпретации. В упомянутых 

выше работах А.А. Волкова данный процесс соотносят с миграцией протона между молекулами 

воды. Ещё один подход описания межмолекулярной динамики воды был представлен в цикле 

работ А.К. Лященко с соавторами [43–48]. В указанных работах ориентационная динамика 

молекул воды описывается набором ограниченных ротаторов, характеризующихся дипольным 

моментом, моментом инерции, угловым диапазоном качаний, временем жизни ротатора и долей 

молекул воды, относящихся к каждому типу динамики. В рамках этого представления авторам 

не удалось подобрать такие параметры ротаторов, при которых можно было бы описать 

высокочастотную релаксационную полосу. Однако оказалось, что указанный процесс хорошо 

может быть описан ориентационным колебанием димера из молекул воды.  

Кроме двух указанных релаксационных процессов у воды и водных растворов выделяют 

также две колебательные полосы: очень слабая около 1.5 ТГц и сильная около 5 ТГц. Основная 

интерпретация – это поперечные и продольные трансляционные колебания молекул воды, 

связанных водородными связями [49–54]. В рамках концепции А.А. Волкова полоса около 5 

ТГц очень хорошо количественно объясняется при рассмотрении процесса осцилляций ионов 

гидроксония (H3O+). Работы А.К. Лященко с соавторами сопоставляют этому процессу 
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вращательно-трансляционное колебание молекулы воды относительно оси, проходящей через 

два собственных протона молекулы, участвующие в водородном связывании с соседними 

молекулами. Также была описана версия [55], согласно которой эта полоса соответствует 

достаточно сложной вращательно-поступательной комбинации молекулярных движений. 

В настоящей диссертационной работе для интерпретаций спектральных данных, 

относящихся ко всем описанным типам молекулярной динамики воды, используется наиболее 

широко признанные интерпретации, согласно которым: дебаевская релаксационная полоса 

около 20 ГГц описывает процесс ориентационной релаксации связанных молекул воды; 

высокочастотная релаксационная полоса около 0.5 ТГц обусловлена ориентационной 

релаксацией свободных (не связанных ни одной водородной связью и не находящихся в 

сильном кулоновском поле ионов) молекул воды; колебательная полоса около 5 ТГц относится 

к межмолекулярным продольным колебаниям молекул воды, связанным водородными связями. 

Ещё более высокочастотный процесс межмолекулярной динамики воды – либрационные 

колебания, наблюдаемые около 500-700 см-1 [49,56]. Это поворотные колебания молекул воды, 

связанных водородными связями, без их разрыва. На ещё бо́льших частотах уже не 

наблюдается межмолекулярная динамика воды, а начинают проявляться внутримолекулярные 

колебания: деформационные, валентные и их суммы и обертона. Данные колебания не имеют 

отношения к структуре воды, под которой обычно понимают межмолекулярный уровень 

организации. Однако внутримолекулярные частоты, как известно [49], чувствительны к 

межмолекулярному связыванию. По сдвигу внутримолекулярных частот часто определяют 

связанность молекул воды в разных системах методами ИК спектроскопии. Но заметим, что 

делается это, как правило, за неимением более прямых и чувствительных методов 

спектроскопии в терагерцовой или гигагерцовой области. 

Характеристики указанных типов межмолекулярной динамики воды зависят от 

физических факторов, таких как температура и давление, и конечно от химических, таких как 

взаимодействие с другими молекулами. Наличие биомолекулы в водном растворе приводит к 

изменению в структуре, динамике и энергетическом состоянии воды в гидратной оболочке. 

Имеется огромное количество данных, свидетельствующих о том, что гидратация играет 

существенную роль в стабилизации структуры биомолекул, необходимой для реализации их 

биологических функций [57–66]. В ряде работ даже использовали термин «биологическая вода» 

[65,67–70], подразумевая, что гидратная оболочка в некотором смысле является частью 

биомолекулы, поскольку взаимодействие биомолекул реализуется почти всегда в водном 
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окружении и первый контакт происходит именно на уровне гидратных оболочек. Очевидно 

также, что вода гидратной оболочки значимо влияет на лабильность, структуру и энергетику 

биомолекул.  

Если говорить о физических свойствах, то гидратная оболочка существенно отличается 

от невозмущённой воды. Например, сжимаемость воды гидратных оболочек биомолекул [71] 

оказывается на 15-35% меньше, а плотность на 5-30% больше [72–74], чем у невозмущённой 

воды. Такая плотность воды, самопроизвольно формирующаяся вблизи биомолекул, в чистой 

воде возможна лишь при давлении в несколько тысяч атмосфер. 

Перечислим основные факторы, способствующие столь сильной модификации свойств 

воды, относящейся к гидратным оболочкам биомолекул:  

1. Образование водородных связей между молекулами воды и поверхностными группами 

биомолекул. Энергия и распределённость формирующихся водородных связей с 

биомолекулами отличаются от собственной структуры воды, что приводит к её нарушению. 

2. Влияние поверхностных зарядов биомолекулы на молекулы воды через кулоновские и ван-

дер-ваальсовы взаимодействия. Поскольку поверхность биомолекул имеет, как правило, 

сложную зарядовую структуру, то и влияние на воду достаточно сложное и 

высокоспецифичное для каждой биомолекулы. 

3. Стерические ограничения вблизи биомолекул. Из-за этого фактора молекулы воды, 

контактирующие с поверхностью биомолекул, не имеют естественного для воды соседства с 

другими молекулами воды и естественных степеней свободы: трансляционной, релаксационной 

и колебательной. 

4. Помимо трёх выше перечисленных факторов, которые можно назвать «статическими», 

выделим ещё один фактор – динамический, который является наиболее сложным для изучения. 

Биомолекулы в воде проявляют определённую динамику поверхностных групп или даже в 

масштабе всей молекулы. Вода тоже обладает собственной межмолекулярной динамикой. 

Очевидно, что оба типа динамики, биомолекул и воды, воздействуют друг на друга и приходят 

в некоторое взаимное согласие на многопорядковой шкале по времени. Один из наиболее ярких 

эпитетов, описывающих эту взаимосогласованность, был приведён в заголовке статьи [75] под 

названием: «Терагерцовый танец воды с белками». 

Исследование гидратации биомолекул ведётся достаточно давно и получено множество 

данных для каждого типа биологических молекул. Можно привести ряд крупных обзоров, а 
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также обширных экспериментальных и теоретических работ, посвящённых изучению 

гидратации белков [19,61,80–89,62,63,65,66,76–79]. В обзорах [90,91] были показаны 

множественные взаимосвязи между структурой гидратной оболочки белка с его молекулярной 

стабильностью и функциями. В работах [60,92–95] описаны данные, демонстрирующие 

взаимосвязь коллективной динамики белка и его гидратной оболочки. То есть речь идёт не о 

статическом влиянии гидратации на структуру белка, а о влиянии на его динамику. В одной из 

работ [60] на примере различных молекулярных процессов миоглобина показано, что они могут 

быть разделены на два типа: независимые и зависимые. Второй тип процессов, как например 

связывание СО, принципиально зависит от флуктуаций растворителя. Описаны синфазные 

температурные зависимости скоростей этих процессов и флуктуаций воды в гидратной 

оболочке. Авторы даже используют термин «рабство белка», подчёркивая главенствующую 

роль именно воды в определённых биологических процессах белкового взаимодействия.  

Если говорить о временном аспекте гидратации, то в большинстве случаев было 

обнаружено наличие замедленных молекул воды в гидратных оболочках белка [13,96,97]. 

Большинство работ по теоретическому рассмотрению этого вопроса подтверждают тенденцию 

к замедлению динамики молекул воды [76–79,98,99]. Однако в некоторых случаях, как 

например, при исследовании гидратации F-актина [100] и некоторых других белков [67,95], 

помимо замедленных, были обнаружены и более быстрые молекулы воды, названные авторами 

«гипермобильными». То есть молекула белка в некоторых случаях способна не только более 

сильно связывать, но и высвобождать из естественной сетки водородных связей молекулы 

воды. Также в нашей работе [101] было обнаружено, что даже для одного и того же белка в 

разных конформациях может реализовываться как первый, так и второй случай.  

Как правило, распределение релаксационных времён молекул воды в гидратных 

оболочках различных белков лежит от единиц до десятков-сотен пикосекунд. Но в некоторых 

случаях регистрируются ультрабыстрые молекулы воды (порядка 1 пс), либо ультрамедленные 

(наносекунды [102,103]), обоснованных объяснений наличию которых пока нет. Распределение 

времён релаксации молекул воды в гидратных оболочках зависит от гидрофобно-гидрофильных 

взаимодействий, топологии зарядовой поверхности и расстояния до соответствующих 

поверхностных химических групп белка [21]. В некоторых случаях удавалось также 

регистрировать молекулы воды с характерными временами динамики 0.1-10 мкс [103,104]. Эти 

молекулы воды, по-видимому, находятся внутри белковой глобулы. 
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Как пример сложности динамики воды в гидратных оболочках молекул белка можно 

привести совокупность данных, собранных в [105], для двух близких по строению молекул 

белка: китовый миоглобин и лошадиный миоглобин (таблица 1.1).  

Таблица 1.1 Времена релаксации молекул воды в гидратных оболочках китового и лошадиного 

миоглобина [105]. 

Белок Времена релаксации молекул воды, пс 
Китовый 

миоглобин 8 40 10 000 74 000 — 

Лошадиный 
миоглобин 5 10 250 3 000 29 000 

Несмотря на близость структур двух указанных в таблице 1.1 молекул, временные 

характеристики динамики воды в гидратных оболочках отличаются существенно.  

Нуклеиновые кислоты имеют не менее сложную структуру, чем молекулы белка, и, 

следовательно, не менее сложную организацию гидратных оболочек. В работах [19,65,111–

116,66,81,82,106–110] имеются обширные данные о гидратации нуклеиновых кислот. В работах 

[115,117–119] описано множество корреляций динамики воды со структурой и динамикой ДНК. 

В работе W. Saenger с соавторами [120] описаны сайты первичной гидратации молекул 

ДНК и их гидратационные числа. Показано, что наиболее сильно гидратируются фосфатные 

группы, тогда как на фуранозу и азотистые основания приходится лишь малая часть гидратных 

молекул. При этом возможно формирование гидратных мостиков между кислородами соседних 

фосфатов. В работе демонстрируется, что структура ДНК прямо зависит от содержания воды. В 

случае снижения гидратации молекулы ДНК ниже критического уровня (порядка 20 молекул 

воды на нуклеотид) происходят структурные переходы B→A или B→Z, обусловленные 

процессом обобществления молекул воды фосфатными группами, поскольку формы A и Z 

более экономичны в плане требуемого количества молекул воды для гидратации. При этом за 

пределами первичной гидратной оболочки рассмотрение становится намного сложнее.  

Также как и в случае гидратных оболочек белка, вода в гидратных оболочках ДНК 

проявляет тенденцию к замедлению в довольно широком диапазоне характерных времён. Но в 

некоторых случаях также отмечали наличие гипермобильных молекул воды [65,81,117] со 

временами релаксации порядка 1 пс. Обобщая имеющиеся данные, можно выделить несколько 

фракций молекул воды в гидратных оболочках ДНК по их характерным временам релаксации: 

~ 1 пс, 20-40 пс и 0.3-0.6 нс. 
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Отдельное внимание многие исследователи уделяли локализации тех или иных фракций 

молекул воды с характерными релаксационными временами. Множество работ 

[107,115,118,121–124] демонстрирует, что в желобках молекулы ДНК наблюдается наиболее 

сильное замедление до субнаносекундных времён. В работах [118,121] показано, что динамика 

молекул воды в минорном желобке со временами релаксации около 0.6 нс примерно в 2 раза 

замедленна, по сравнению с гидратной водой в главном желобке (0.3 нс). Также описано 

примерно двукратное замедление динамики воды в минорном желобке В-ДНК по сравнению с 

В’-ДНК. В работе [125] был произведён расчёт энтропии воды в желобках молекулы ДНК, и 

показано большее значение для главного желобка, но значения для воды в обоих желобках 

существенно меньше, чем в невозмущённой воде. В работе [126] рассматривался вопрос 

распределения времён жизни молекул воды играющих роль водных мостиков в минорном 

желобке, и была показана сильная зависимость времени от последовательности нуклеотидов и 

взаимного расположения сайтов связывания – от 1 до 300 пс. 

В работах [127–129] использовался термин «хребет гидратации», описывающий феномен 

сильно связанной водной структуры в минорном желобке, которая была идентифицирована 

методами рентгеновской дифракцией и ЯМР. Данный термин подразумевает наличие сильно 

связанных нескольких слоёв воды в минорном желобке, даже выходящих за пределы 

сахарофосфатного остова, что сильно отличается от гидратации главного желобка ДНК. В 

работе [130] продемонстрировано, что хребет гидратации способен стабилизировать ДНК 

только в B-форме. В статьях [131,132] авторы писали о наличии особого слоя воды в желобках, 

который разрушается при денатурации ДНК. Они назвали этот слой «струноподобными 

кластерами». По-видимому, все эти данные подтверждают общий вывод об отличиях строения 

гидратной оболочки ДНК в зависимости от локализации, в частности о наличии существенно 

более структурированной воды в минорном желобке.  

Отметим, что исследованию гидратации РНК посвящены единичные работы, и те на 

уровне исследования кристаллов или слабо гидратированных образцов, порядка единиц-

десятков молекул воды на нуклеотид [133–137].  

Отдельного внимания заслуживает вопрос гидратации аденозин-5`-трифосфат (АТФ). 

Это молекула, значение которой в биологии трудно переоценить. АТФ является основным и 

универсальным молекулярным источником энергии в живой клетке. Помимо этого, АТФ 

участвует в процессах фосфорилирования [138], выступает в роли аллостерического эффектора 

ряда ферментов [139], является донором аденозина [140]. АТФ выполняет также внеклеточные 

функции [141], например, в качестве нейромедиатора [142]. Удивительно, но не смотря на 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A4%D0%B5%D1%80%D0%BC%D0%B5%D0%BD%D1%82%D1%8B
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относительную простоту молекулы АТФ и с учётом её значимости, до сих пор нет полного 

понимания механизмов функционирования АТФ хотя бы на физико-химическом уровне. 

Наглядным является пример изучения вопроса энергоёмкости фосфатных связей. Значения 

энергии, высвобождаемой при гидролизе АТФ, определены экспериментально [143], однако 

теоретической модели, дающей точное количественное описание этого процесса, не 

существует. Ещё в 1970 г. P. George [144] показал, что для понимания процесса гидролиза АТФ 

необходим учёт энергий гидратации. Таким образом, была обозначена важность изучения 

гидратных оболочек АТФ и продуктов гидролиза. Было проведено множество исследований 

гидратных оболочек АТФ, используя разные подходы [145–152], но ни один из них не дал 

полноценного решения упомянутой энергетической проблемы.  

Принципиально важным для процессов с участием АТФ является также наличие ионов 

Mg2+. Известно, что в клетке подавляющее большинство молекул АТФ находится в виде 

хелатов Mg∙АТФ2-. И именно этот молекулярный комплекс фигурирует практически во всех 

известных реакциях с участием АТФ. Изучению влияния Mg2+ на свойства гидратных оболочек 

АТФ были посвящены некоторые теоретические работы [146,147,153,154]. В одной из наших 

работ [155] было установлено, что гидратные оболочки АТФ и Mg∙АТФ существенным образом 

отличаются. АТФ демонстрирует искажение структуры воды за счёт связывания молекул воды, 

а Mg∙АТФ2-, наоборот, способствует упорядочиванию воды в гидратной оболочке.  

Изучению гидратации фосфолипидов тоже посвящено немало работ [62,156–161]. В 

статье [162] проведено изучение гидратации на уровне отдельных молекул фосфолипида, 

показано образование внутримолекулярных и межмолекулярных водородно-связанных водных 

мостиков. Поскольку фосфолипиды относятся к типу молекул, формирующих в водных 

растворах биомолекулярные ансамбли, то наибольший интерес представляет изучение 

гидратации именно в таком их виде. Липидные бислои могут находиться в разных фазовых 

состояниях. Некоторые подходы на основе флуоресценции [163,164] и ИК спектроскопии [165] 

позволяют анализировать гидратацию в глубине гидрофильной поверхности. Проникновение 

молекул воды внутрь гидрофильной поверхности липосом зависит от плотности их структуры. 

Таким образом, по анализу гидратации можно определять фазовое состояние фосфолипидных 

комплексов в интересующих условиях. При этом основная область гидратации это, конечно, 

гидрофильная поверхность. 

Как и в случае других биомолекул гидратные оболочки фосфолипидов содержат 

несколько фракций молекул воды, отличающиеся по их связанности или подвижности. 

Основная фракция относится к замедленным молекулам воды [159,166], причём снижение 
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подвижности тем сильнее, чем меньше соотношение объёма фаз вода/фосфолипид. В работе 

[167] показано, что в системе вода-фосфолипид можно выделить три фракции воды с 

отличными характерными временами релаксации: невозмущённая вода, замедленные связанные 

молекулы воды, и свободные молекулы воды, обладающие более быстрой динамикой, чем в 

среднем невозмущённая вода. Соотношение указанных трёх фракций зависит от температуры и 

соотношения объёмов фосфолипида и воды. В работах [168,169] было показано образование 

нанокластеров, которые формируют молекулы воды в контакте с фосфолипидными бислоем, 

причём структуры этих кластеров отличаются в зависимости от соотношения вода/липид. 

Имеется множество работ [163,167,170–175], в которых исследованы особенности гидратации 

различных модельных липидных мембран в зависимости от их состава, степени гидратации и 

фазового состояния.  

Исследование гидратации сахаров было начато более 100 лет назад [176]. За это время 

накоплено огромное количество данных. Однако до сих пор многое неясно. Показательным 

примером является факт того, что в современных работах разных авторов сахара считают либо 

космотропами [177], либо хаотропами [178], либо обсуждают этот вопрос [179] в рамках 

научного исследования! Множество накопленных данных о гидратации сахаров изложено в 

работах [13,39,183–192,41,193,194,42,79,177,179–182].  

В работах [195,196] проведён анализ активности воды и рассчитаны гидратные числа 

множества различных сахаров, и показано, что с ростом концентрации сахара гидратационное 

число уменьшается. Это связывают с перекрытием гидратных оболочек. В работах 

[185,193,197–199] проведено исследование свойств гидратной воды в гидратированных плёнках 

различных полисахаридов. Показаны отличия физических параметров плёнок в зависимости от 

степени гидратации, наличия различных групп, ионов и заряда полисахаридных цепей.  

В работах [13,39,186–188,200–202] при исследовании различных моносахаридов, 

олигосахаридов и полисахаридов было обнаружено замедление в 2-5 раз гидратных молекул 

воды, исчисляемых десятками в расчёте на моносахарид. Но при этом, как и в некоторых 

случаях с белками, фосфолипидами и ДНК, в гидратных оболочках обнаруживается небольшая 

доля свободных молекул воды. Например, в работе [179] было отмечено, что каждая молекула 

сахарозы, наряду с существенным замедлением молекул воды в гидратных оболочках, 

способствует образованию в среднем 1.25 молекул воды в свободном состоянии.  

Во многих работах [180,203–208] по изучению молекулярной ориентационной 

релаксации водных растворов сообщали об особенности сахаров по сравнению с другими 

типами химических соединений. Было обнаружено [180,203–206], что для не очень 
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концентрированных растворов моносахаридов (менее 1-2 М) наблюдается всего одна область 

дисперсии диэлектрической проницаемости. То есть имеется единственная область времён 

дебаевской релаксации. При этом по аналогии с другими молекулами, можно было ожидать 

наличие трёх релаксационных процессов, соответствующих невозмущённой воде, связанной 

воде и самим молекулам сахара. Указанная особенность объясняется высокой степенью 

совместимости множества ОН-групп молекул моносахаридов со структурой воды, из-за чего 

молекулярная динамики системы моносахарид-вода ведёт себя в высокой степени 

кооперативно. В работе [205] даже демонстрировалось, что гексагональный кластер в решётке 

льда может быть заменён молекулой глюкозы с небольшим искажением. В работе [204] 

сравнивали температурные зависимости вязкости и времени релаксации и выявили 

существенные отличия. Оказалось, что энтальпии активации вязкости и дебаевской релаксации 

сильно отличаются. Это авторы объяснили тем, что имеются существенные высокочастотные 

конформационные процессы релаксации самих молекул сахара. Для растворов дисахаридов 

[180,205,206] наблюдается похожая тенденция распределения времён релаксации, только 

предельная концентрация, ниже которой регистрируется единственная релаксационная полоса, 

несколько меньше, порядка 0.5-1 М.  

Обобщая, можно сказать, что единственная полоса дебаевской релаксации растворов 

сахаров наблюдается при выполнении двух условий: не очень высокие концентрации сахара и 

не очень крупные молекулы сахаров. Для трисахаридов [180,205] и более крупных молекул 

сахаров при любых ощутимых концентрациях можно видеть три ожидаемые области 

релаксации. Также с увеличением концентрации моно- и дисахаридов более 1-2 М удаётся 

выявить второй пик ориентационной релаксации молекулы сахара, а для высоких концентраций 

все три [206].  

Растворы полисахаридов демонстрируют [207,209], помимо двух релаксационных полос 

воды (невозмущённая и связанная вода), релаксационные полосы связанные с локальным 

движением их цепей. Например, в работе [208] при изучении циклодекстринов отчётливо 

выделяли три времени релаксации: 8.5 пс для невозмущённой воды, 20-25 пс для связанной 

воды; и время 1-2.5 нс, соответствующее вращательной релаксации макромолекулы. 

Интересные данные были получены о гидратации крупного трёхцепочечного полисахарида 

шизофиллана [210]. Показано, что имеются три времени релаксации воды в его гидратных 

оболочках. Данный пример напоминает обсуждаемые выше особенности гидратации ДНК. По-

видимому, при достижении некоторых критических размеров макромолекулы начинают 

проявляться кооперативные эффекты гидратации. То есть молекулы воды, расположенные 

вдоль определённых систематически расположенных молекулярных групп фибриллярных 
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структур формируют фракцию гидратной оболочки с характерными типами межмолекулярной 

структуры и динамики воды. 

Отдельным направлением явилось исследование зависимости гидратации сахаров от 

взаимной ориентации ОН-групп [200,211–215]. Было выявлено, что степень гидратации зависит 

не только от числа ОН-групп, но и от их взаимной ориентации. То есть изомеры моносахаридов 

могут сильно отличаться по гидратному числу и степени замедления молекул воды в гидратных 

оболочках. Это было связано с тем, что расстояние между ОН-группами сахара сопоставимо с 

расстоянием между ОН-группами молекул воды в невозмущённом состоянии. Возможны 

ситуации, когда геометрия ОН-групп сахара близко соответствует структуре воды, а возможна 

ситуация, когда не соответствует вообще. Оказалось, что наиболее важным в этом ключе 

является взаимное расположение 4-ОН и 2-ОН групп. Моносахариды с аксиальными 2-ОН и 4-

ОН группами, как талоза, наилучшим образом соответствуют структуре воды, поэтому 

гидратные оболочки наименьшим образом отличаются от невозмущённой воды. Моносахариды 

с экваториальной 4-ОН группой и произвольной ориентацией 2-ОН группы несколько хуже 

соответствуют структуре воды. И наконец, моносахариды с аксиальной 4-ОН и экваториальной 

2-ОН, как галактоза, наихудшим образом соответствует структуре воды, и проявляют 

наибольшие отличия строения гидратных оболочек от невозмущённой воды. Это выражается, 

например, в наибольшем отличии сжимаемости или заторможенности молекул воды гидратных 

оболочек. Описанные особенности гидратации оказались верны и для гексоз, и для пентоз. 

 В литературе присутствует направление, которое привлекало большое внимание 

исследователей на стыке физической химии и биологии, о роли гидратации сахаров в их 

биопротекторной функции [41,187,194,202,216–219]. Многие пытались понять, чем 

принципиально отличается, например, трегалоза от других моно- и дисахаридов по своим 

характеристикам взаимодействия с водой, что делает её намного более эффективной для 

криосохранения биообъектов. Рассматривались две противоположные версии, что сахар 

связывает воду и не даёт ей сформировать лёд, либо, наоборот, разрушает структуру воды, что 

также не позволяет формироваться льду вблизи молекулы сахара. К сожалению, эти попытки до 

сих пор не увенчались успехом, хотя работы продолжаются. 

Подавляющее большинство работ изучения гидратации проводилось со слабо 

гидратированными биомолекулами в виде плёнок, порошков или замороженных образцов, либо 

теоретическими компьютерными методами. В результате большинство выводов делалось о 

гидратации, относящейся к одному-двум слоям сильно связанных молекул воды. При этом 
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очевидно, что полноценные проявления гидратации должны наблюдаться при изучении 

растворов с избытком воды.  

В последние пятнадцать лет, с развитием новых экспериментальных методов термин 

гидратная оболочка был существенно пересмотрен. Было показано, что протяжённость 

гидратных оболочек биомолекул оказывается существенно больше. Например, по оценкам 

[220–222] протяжённости гидратных оболочек белков составляют 1-5 нм. В нашей работе 

оценка протяжённости гидратных оболочек липосом в одной из фаз дала неожиданно большую 

величину – более 5 нм. То есть ощутимое влияние биомолекул на воду может распространяться 

на расстояния в десятки раз большие, чем размер молекулы воды. В некоторых работах 

[75,220,223,224] даже использовался особый термин, характеризующий эти протяжённые 

гидратные оболочки – «динамическая гидратная оболочка» или «глобальная гидратация». Этот 

термин, употребляемый разными авторами, подчёркивает, что речь идёт не только о молекулах 

воды с сильно изменённой энергетикой (вымороженные молекулы, первичная гидратная 

оболочка) в непосредственной близости от гидратируемой молекулы, а также о молекулах, 

которые подвержены несколько изменённой динамике на достаточно больших расстояниях.  

Значение столь протяжённой гидратной оболочки для биомолекулярных взаимодействий 

мало изучено, но может быть огромным. Можно отметить лишь, что расстояния, на которые 

распространяется влияние биомолекулы в растворе, соизмеримы или даже больше среднего 

расстояния между биомолекулами в живой клетке. В качестве примера биологической 

значимости динамических гидратных оболочек можно привести работы [223,225], где 

утверждается, что они могут определять криопротекторные свойства некоторых белков. Чем 

более протяжённой является динамическая гидратная оболочка белка, тем более выражена его 

антифризная способность. 

1.3. Структура биомолекул в водном окружении 

Хорошо известно, что молекулы воды, обладая дипольным моментом и способностью к 

водородному связыванию, интенсивно взаимодействуют с молекулами растворённого вещества. 

Даже сам факт высокой диэлектрической проницаемости воды определяет многие особенности 

водных растворов, в том числе растворимость веществ. Для многих биологических 

макромолекул вода является сильнейшим фактором в формировании специфической 

структуры, при которой возможно осуществление её биологической функции [57,59,226]. 
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Отличия структуры биомолекул в отсутствии и присутствии воды могут быть огромны. 

Например, при уменьшении гидратации ниже определённых значений в молекуле ДНК 

происходят принципиальные структурные изменения [227–230]. W. Saenger для этого явления 

даже сформулировал «концепцию гидратной экономии» [120], согласно которой при дефиците 

воды молекула ДНК перестраивается таким образом, чтобы сохранить максимальную 

гидратацию фосфатов за счёт обобществления имеющихся молекул воды. Только при наличии 

достаточного количества воды, более 10-20 молекул на нуклеотид [110], ДНК приобретает 

естественную форму, в которой она существует в живой природе.  

Клеточные мембраны, главным образом состоящие из фосфолипидов, также своей 

стабильностью и функциональностью обязаны эффектам взаимодействия молекул 

фосфолипидов с водой. Только в водной фазе возможна самосборка устойчивого липидного 

бислоя. Данный процесс обязан гидрофобным взаимодействиям, благодаря которым 

гидрофобные хвосты жирных кислот фосфолипидов группируются друг напротив друга, 

избегая контакта с водой, а гидрофильные головки образуют поверхности, контактирующие с 

водной фазой. Характеристики структур фосфолипидных макрокомплексов зависят от ряда 

факторов. Например, при изменении концентрации липидов, температуры, рН, ионной силы, 

давления возможны фазовые переходы между множеством структурных типов [231]. Одних 

только ламеллярных фаз выделяют не менее 8, наиболее известными из которых являются: 

гель, риппл-гель, жидкий кристалл. Помимо этого, могут формироваться липидные 

мицеллярные агрегаты, неламеллярные мезоморфные фазы различной топологии [232], в том 

числе инвертированные формы [233]. Наличие различных дополнительных компонент 

раствора, способных взаимодействовать с липидами, также может влиять на тип 

формирующихся структур [234–236].  

Одной из основных движущих сил формирования третичной и четвертичной структур 

белка также является гидратация [237,238], то есть этот процесс возможен только в водном 

окружении. В процессе фолдинга гидрофобные участки избегают контакта с водой, а 

гидрофильные, наоборот, оказываются на поверхности, что обусловлено гидрофобными 

взаимодействиями [239]. Дополнительным фактором является водородное связывание молекул 

воды с поверхностными группами молекулы белка. Структура, стабильность и динамика 

белковых молекул прямо зависит от свойств содержащего их водного раствора [58,63,240–242]. 

На примере одного из хорошо известных модельных белков, БСА, можно увидеть, что только 

при изменении рН в диапазоне от 2 до 13 белок может пребывать в шести различных 

конформациях [243–245]: при рН=2–3.5 Е-форма; при рН=3.5–4.5 F-форма; при рН=5–7 N-
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форма; при рН=7–9 В-форма; при рН=9–11 А-форма; при рН>11 происходит необратимая 

денатурация и осаждение белка, с разрушением вторичной структуры. Любой другой белок при 

изменении физико-химических условий будет проявлять собственный набор характерных 

конформаций, каждая из которых обладает уникальной структурой и, возможно, сопряжена с 

биологической функцией. И все эти структуры реализуются именно в водном окружении. 

Полисахариды, способные к растворению в воде, теряют свою исходную 

кристаллическую форму в результате гидратации. При этом их способность к гидратации и 

растворению в воде зависит от молекулярного веса, разветвлённости молекулы, наличия 

заряженных или гидрофобных групп, а также количества гибких 1-6 гликозидных связей [246]. 

Молекулы полисахаридов в растворах могут образовывать случайные клубки, формировать 

гели и даже образовывать нерастворимые структуры, как например, в случае ретроградации 

крахмала [247]. В работах [218,248–250] было показано, что даже у таких небольших молекул, 

как дисахариды, в воде структура может быть разной. Возможно образование 

внутримолекулярных водородных связей, причём доля таких молекул зависит от концентрации 

сахара. Если рассмотреть простейшие мономеры сахаров, то в растворённом виде их структура 

отличается от структуры в кристаллах. К примеру, фруктоза в растворе распределяется между 

четырьмя основными изомерами [204]: α-D-фруктофураноза, β-D-фруктофураноза, α-D-

фруктопираноза, β-D-фруктопираноза, также имеется небольшая доля (около 0.5%) открытой 

формы. При изменении температуры соотношение изомеров сахаров меняется [251]. 

Очевидно, что наиболее важная информация о структуре биомолекулы может быть 

получена только тогда, когда она находится в нативном состоянии, которое реализуется, как 

правило, в водном окружении. Соответственно, наиболее ценные данные о структуре 

биомолекул получаются при исследовании их водных растворов. 

1.4. Характеристики гетерогенности растворов биомолекул 

Важной характеристикой молекулярной организации растворов является 

пространственное распределение растворённых молекул. В более точном физико-химическом 

смысле растворы макромолекул или молекулярных комплексов, например белков или 

фосфолипидных везикул, являются коллоидными системами, в которых они формируют 

отдельную фазу с достаточно чёткой межфазной границей. Биомолекулы в зависимости от 

физико-химических условий (температуры, давления, рН, содержания других растворённых 

веществ) могут образовывать связанные структуры с определёнными размерными 

характеристиками.  
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Характеристики гетерогенности растворов биомолекул очень важны для понимания 

происходящих процессов. Например, укрупнение фракции белков в растворах при изменении 

условий может быть связано с агрегацией [252,253], денатурацией [254], образованием 

белковых комплексов [255] или белковых фибрилл [256]. При исследовании модельных 

мембран в виде липосом, изменение температуры и состава среды может приводить к слиянию 

[257], агрегации [258] и разбуханию липосом [259], либо дроблению, мицеллизации или 

образованию других фаз [260], что прямо сказывается на размерных характеристиках. 

Молекулы АТФ и другие нуклеотиды [261,262] в зависимости от наличия разных катионов и их 

концентрации, рН, температуры тоже могут ассоциировать за счёт стэкинг-взаимодействия и 

образования макрохелатов. Это приводит к распределению их по фракциям с различным 

количеством связанных молекул. Образование молекулярных комплексов влияет на 

доступность мономеров и скорость биохимических реакций с их участием. Различные факторы 

могут способствовать переходу молекулы ДНК из суперскрученной в релаксированную форму 

[263]. При определённых условиях сахара в растворе тоже могут формировать агрегаты 

[195,218] или трансформироваться с образованием внутримолекулярных водородных связей 

[218,264,265]. Перечисленные и многие другие процессы сопровождаются существенным 

изменением гетерогенности растворов биомолекул. Приведённые примеры подчёркивают 

тесную связь между особенностями структуры биомолекул и свойствами гетерогенности их 

растворов.  

Характеристики гетерогенности растворов биомолекул, как и понятие структуры воды 

не являются статичными. Наличие броуновского движения приводит к постоянному 

перемещению молекул и перегруппировке молекулярных комплексов. Тем не менее, можно 

выделить количественные характеристики гетерогенности, позволяющие однозначно описывать 

систему. Одной из основных характеристик гетерогенных систем является распределение по 

размерам дисперсной фазы. Для растворов биомолекул, находящихся в равновесном состоянии, 

распределение по размерам также сохраняется и может служить критерием стабильности 

биомолекул. Если же происходят изменения в распределениях, то они могут использоваться для 

объяснения происходящих в растворе молекулярных процессов биологического и физико-

химического толка. Наиболее широко используемые типы распределений по размерам жидких 

коллоидных систем, в том числе растворов биомолекул, строят на основе гидродинамических 

диаметров или радиусов вращения, которые могут быть измерены оптическими методами (см. 

разделы 1.6.1 и 1.6.3). 
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 Как правило, размеры биомолекул в мономолекулярной форме лежат от нанометрового до 

микронного масштаба. Гидродинамический диаметр глобулярных белков лежит от 4 нм для 

малых белков (лизоцим [266]), до 20-30 нм для крупных белков (гладкомышечный титин [267]). 

Размеры фосфолипидных везикул варьируют от десятков нанометров до микрометров [268].  

 Молекулы нуклеиновых кислот тоже могут быть охарактеризованы гидродинамическим 

диаметром, однако в данном случае такая характеристика применима только для сравнительных 

целей, поскольку структура нуклеиновых кислот далека от сферически симметричной. Тем не 

менее, даже по этому параметру можно отличать структурные типы ДНК [263,269] – 

суперскрученную, кольцевую, линейную. То же самое относится к фибриллярным белкам и 

фибриллярным белковым агрегатам, у которых структура высоко регулярна. Но и в этом случае 

размерные распределения могут использоваться для их характеристики. 

1.5. Естественная гетерогенность водных растворов – нанопузырьки 

Говоря о гетерогенности растворов, обычно имеют в виду наличие как минимум двух 

фаз. В случае растворов биомолекул – это водно-солевая фаза и фаза биомолекул. Однако в 

некоторых случаях важным обстоятельством является то, что вода сама обладает 

гетерогенностью субмикронного масштаба, которую можно назвать естественной 

гетерогенностью. Это было зарегистрировано во множестве работ [270–277]. Данному факту 

дано несколько отличных интерпретаций, две основные из которых: наличие наноассоциатов 

(супрамолекулярных комплексов) [276] и нанопузырьков [270]. На сегодняшний день 

накопилось достаточно данных, чтобы сделать однозначный вывод в пользу нанопузырьков.  

Предположение о наличии стабильных нанопузырьков было сделано в результате 

попыток объяснить явление кавитации в сверхчистой воде. Дело в том, что порог механической 

прочности воды оказывается существенно ниже молекулярной прочности [278]. Впервые 

экспериментальное подтверждение наличия газовых пузырьков в воде было получено при 

исследовании лазерного пробоя в работе Н.Ф. Бункина и Ф.В. Бункина [270]. Впоследствии 

появилось множество дополнительных свидетельств этому факту [279,280]. Вода практически 

всегда, если не принимать специальных мер, содержит растворённые газы, а газы могут 

формировать пузырьки воздуха, что и приводит к наличию гетерогенности этого типа.  

К сегодняшнему дню получено много экспериментальных данных, позволяющих более 

детально обсуждать свойства нанопузырьков в растворах. Одиночные пузырьки, спонтанно 

образовавшиеся в водно-солевых растворах и достигшие равновесного состояния, по размерам 
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составляют порядка сотен нанометров, а их числовая концентрация зависит от концентрации и 

типа ионов и составляет порядка 106-107 см-3 [281]. Помимо одиночных пузырьков также 

обнаружены и описаны характеристики кластеров таких пузырьков [282–286], размеры которых 

достигают нескольких микрометров.  

Вопросы зарождения и стабилизации пузырьков на сегодняшний день до конца не 

раскрыты. Давление внутри пузырька 𝑒𝑒𝑖𝑖𝑖𝑖 связано с поверхностным натяжением σ, радиусом r и 

внешним давлением 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 через соотношение 𝑒𝑒𝑖𝑖𝑖𝑖 = 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 + 2σ/r. Очевидно, что при таком балансе 

давлений нет баланса диффузионного. Внутри пузырька наблюдается избыток газа, что должно 

сопровождаться выходом газа в раствор и уменьшением размера пузырька. Причём чем меньше 

размер пузырька, тем больше нарушение диффузионного баланса. По сути та же проблема 

возникает при рассмотрении вопроса образования пузырька. Если он формируется из какого-то 

малого зародыша, как он может увеличиться в размерах?  

Частично ответ на вопрос о стабильности пузырьков был раскрыт в работах 

[271,287,288], где описана идея селективной адсорбции ионов на поверхности пузырька, точнее 

раздела фаз газ-жидкость. В этих же работах был введён термин «бабстон» (bubble stabilized by 

ions). То есть сила поверхностного натяжения пузырька стабилизируется силой Кулоновского 

отталкивания адсорбированных ионов, что и обеспечивает стабильность пузырька с размерами 

сотен нанометров [278]. Данная идея была подтверждена в работах других авторов, например 

[289]. В работе [290] также было дано термодинамическое обоснование стабильности 

пузырьков в воде с размерами от 180 до 600 нм. В работе [291] рассматривался вопрос 

гидратных оболочек нанопузырьков. Было показано, что возможно формирование стабильных 

оболочек связанной воды, по структуре подобной икосаэдру и полостям-многогранникам в 

водных клатратных каркасах.  

Неотъемлемое присутствие бабстонов в составе водных растворов даёт понимание того, 

что анализ гетерогенности водных растворов биомолекул должен производиться с учётом 

наличия третьей фазы – нанопузырьков. Зависимость концентрации нанопузырьков от типа и 

концентрации ионов, а также, возможно, от наличия биомолекул требует особой проработки 

вопроса дифференцировки этих двух фаз. Однако до сих пор данный вопрос практически не 

затрагивался в литературе. 
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1.6. Методы исследования молекулярной организации водных растворов биомолекул 

1.6.1. Краткий обзор методов 

Исследования водных растворов биомолекул проводится давно и с применением 

огромного числа методов. Далее проводится краткий обзор методов, с разбивкой на 

принципиально отличающиеся группы, по принципу предоставляемой ими информации. 

1. Прямое исследование структуры. 

Наиболее прямым методом исследования молекулярной структуры является электронная 

микроскопия. Одним из ярких примеров признания этого метода является Нобелевская премия 

по химии 2017 года «за развитие криоэлектронной микроскопии высокого разрешения для 

определения структуры биомолекул в растворе» [292]. Выделяют несколько разновидностей 

этого метода, которые делят на две группы – сканирующая и просвечивающая электронная 

микроскопия. 

Рентгеновские методы исследования позволяют определять молекулярную структуру, 

как в кристаллическом виде, так и в виде хаотически расположенных молекул в растворах. 

Одним из наиболее известных методов данной группы является рентгеноструктурный анализ. 

Он позволяет определять взаимное расположение атомов в кристаллических образцах. В случае 

водных растворов он определяет диффузионно-усреднённые структуры, а результат анализа 

представляет собой функции радиального распределения. Рассеяние рентгеновских лучей 

происходит на электронных оболочках, поэтому наиболее эффективно рентгеновские методы 

регистрируют тяжёлые атомы. В составе биомолекул такими наиболее часто встречающимися 

атомами являются углерод, азот, кислород, фосфор и др. Основные принципы применения 

рентгеноструктурного анализа биомолекул описаны, например, в [293]. Кроме классического 

рентгеноструктурного анализа, регистрирующего рассеяние рентгеновского излучения в 

широком диапазоне углов, имеются другие разновидности, применяемые для исследования 

структуры растворов биомолекул: малоугловое (упругое) рентгеновское рассеяние, неупругое 

рентгеновское рассеяние нескольких разновидностей, рентгеновская абсорбционная 

спектроскопия, рентгеновский магнитный круговой дихроизм, Мёссбауэровская спектроскопия, 

и др. Выборочные примеры применения рентгеновских методов для исследования структуры 

воды [294], различных биомолекул и их гидратных оболочек: белков [295], ДНК [296], липидов 
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[297], сахаров [248], а также процессов образования межмолекулярных комплексов в растворе 

[248].  

Нейтронное рассеяние – ещё один классический метод прямого исследования структуры 

как биомолекул, так и их гидратных оболочек. В отличие от рентгеновского рассеяния, 

рассеяние нейтронов происходит не на электронных плотностях молекул, а в основном на 

атомах водорода и дейтерия. Нейтронное рассеяние, как и рентгеновское рассеяние, даёт 

информацию о структуре кристаллов, либо о диффузионно-усреднённой структуре в растворах. 

Оба этих структурных метода дополняют друг друга. 

Нейтронное рассеяние тоже имеет ряд разновидностей: малоугловое и широкоугловое 

нейтронное рассеяние, упругое, квазиупругое, неупругое и комптоновское нейтронное 

рассеяние и некоторые другие. Методы нейтронного рассеяния применяются как для 

исследования структуры воды [294], так и в биологических исследованиях [298], в том числе 

для изучения структуры биомолекул и их гидратных оболочек: белков [295,299], нуклеиновых 

кислот [300], фосфолипидов [129,170], сахаров [216]. Методы нейтронного рассеяния, кроме 

определения статической или диффузионно-усреднённой структуры, в некоторых 

разновидностях способны достигать пикосекундного временного разрешения при исследовании 

молекулярной динамики в растворах биомолекул [301]. 

2. Структура и динамика индивидуальных молекул. 

Метод спектроскопии ядерного магнитного резонанса (ЯМР) – один из наиболее 

известных методов данной группы, позволяющий расшифровывать молекулярную структуру 

весьма сложных молекул, в том числе биологических макромолекул. К тому же он способен 

анализировать молекулярную динамику и гидратацию. ЯМР может быть использован для 

изучения любой молекулы, содержащей атомы с нечётным числом протонов и/или нейтронов, 

таких как 1H, 13C, 15N, 19F, 31P, 2H, 14N. Существует несколько разновидностей данного метода: 

ЯМР жидкостей или твердотельный ЯМР, корреляционная спектроскопия ЯМР, двумерная J-

спектроскопия, обменная спектроскопия, спектроскопия ядерного эффекта Оверхаузера и 

некоторые другие. ЯМР методы регистрируют динамику молекул на временах от наносекунд до 

секунд. Методы ЯМР долгое время эффективно применяются для исследования структуры, 

динамики биомолекул и их гидратных оболочек, например, белков [83,302], нуклеиновых 

кислот [106,118,122,303], биомолекулярных комплексов фосфолипидов [174] и сахаров [215]. 
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Методы колебательной спектроскопии – инфракрасная спектроскопия (ИК) и 

спектроскопия комбинационного рассеяния света (КРС) – являются структурными методами, 

основанными на анализе спектров в инфракрасном диапазоне. Область инфракрасных частот 

соответствует частотам молекулярных колебаний. Каждая молекулярная группа имеет 

определяемые квантовой структурой частоты колебаний, и эти колебания могут быть 

возбуждены путём поглощения или комбинационного рассеяния излучения. Спектры содержат 

характеристические частоты колебаний молекулярных групп, что позволяет их однозначно 

идентифицировать. При расшифровке структуры крупных молекул могут приниматься во 

внимание сдвиги полос, относительно положения свободных молекулярных групп. Это даёт 

возможность определять энергию связей между молекулярными группами. Наиболее известные 

разновидности метода ИК спектроскопии следующие: дисперсионная и фурье-спектроскопия, 

спектроскопия поглощения, зеркального отражения, нарушенного полного внутреннего 

отражения (НПВО), диффузного отражения, фотоакустическая спектроскопия и другие. КРС 

тоже применяется в различных модификациях: дисперсионная спектроскопия или с фурье-

преобразованием; резонансная рамановская спектроскопия, поверхностно-усиленная 

рамановская спектроскопия, микроспектроскопия и др. 

Методы колебательной спектроскопии применяются для исследования структуры 

биомолекул, в том числе в растворённом виде: белков [304–306], нуклеиновых кислот 

[110,227,306–308], липидов [165], сахаров [306,309] и др. ИК спектроскопия нередко 

используется для определения соотношения типов вторичной структуры белка в нативном 

состоянии в водном растворе [310,311], когда стандартный для этого метод кругового 

дихроизма неприменим. Фазовое состояние фосфолипидов может быть определено по полосе 

валентных колебаний карбонильных групп [165], положение которой зависит от гидратации. В 

работе [312] приведены яркие примеры широких возможностей метода колебательной 

спектроскопии, применительно к исследованию соотношения АТФ и АДФ в растворе, их 

самоассоциации в зависимости от рН и содержания ионов Mg, также продемонстрированы 

широкие возможности анализа характеристик водородных связей в этих растворах. 

Методы колебательной спектроскопии применимы и для исследования гидратации 

биомолекул. У воды имеется несколько характеристических полос [49]. Межмолекулярные 

полосы: поперечная и продольная трансляционные, либрационные; и внутримолекулярные: 

деформационная, валентные; также можно зарегистрировать множество комбинированных и 

обертонных полос. По сдвигу и изменению формы спектральных полос воды относительно 
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положения чистой воды можно делать выводы о характеристиках связанности воды в 

присутствии биомолекул [111,175,313], то есть анализировать гидратацию.  

3. Спектральные методы временного разрешения. 

В эту группу входят методы, позволяющие регистрировать молекулярную динамику со 

временами вплоть до фемтосекундных значений. Например, время-разрешённые методы 

флуоресцентной [117,163,164,314–317], инфракрасной [110,161,318–322] спектроскопии или 

спектроскопия оптического эффекта Керра [323,324] позволяют исследовать трансляционную и 

ориентационную динамику молекул воды в гидратных оболочках биомолекул, в том числе 

вблизи отдельно выбранных молекулярных групп.  

4. Методы анализа коллективной динамики.  

Данная группа методов основана на анализе коллективных молекулярных изменений в 

образце под воздействием переменного электромагнитного поля и выявлении 

макроскопического изменения дипольного момента или поляризуемости в широком диапазоне 

частот. Это позволяет выявить характерные времена происходящих молекулярных процессов в 

растворах. Основными методами этого типа являются следующие: диэлектрическая 

спектроскопия, спектроскопия рассеяния деполяризованного излучения, терагерцовая (ТГц) 

спектроскопия. Указанные методы позволяют анализировать коллективную динамику молекул 

воды, в том числе в гидратных оболочках, а также динамику самих биомолекул в водном 

окружении. Они эффективно применяются в области частот, характерных для 

межмолекулярной динамики в растворах ~1-1013 Гц. 

Метод диэлектрической спектроскопии [325] основан на анализе частотной зависимости 

комплексной диэлектрической проницаемости. Области дисперсии диэлектрической 

проницаемости, регистрируемые данным методом, обусловлены процессами изменения 

дипольного момента. Биомолекулы целиком или их структурные части могут обладать 

дипольным моментом. От размеров молекул, величин дипольных моментов и 

межмолекулярной связанности зависят характерные времена различных процессов 

ориентационной релаксации, и величина их вклада в диэлектрическую проницаемость. 

Особенно ценным метод диэлектрической спектроскопии при исследовании водных растворов 

делает то, что он позволяет глубоко анализировать структурно-динамические характеристики 

воды в растворах. Молекулы воды обладают постоянным дипольным моментом и определённой 

степенью связанности в растворах. Диэлектрическая спектроскопия позволяет 
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идентифицировать частотные области дисперсии и амплитуды полос дебаевской релаксации, 

что позволяет рассчитывать степень связанности воды в растворах. Диэлектрическая 

спектроскопия является одним из классических методов исследования структуры растворов, в 

том числе биологических молекул. Примеры успешного применения данного метода для 

исследования воды и водных растворов [326,327] биомолекул и их гидратных оболочек: белков 

[328], ДНК [131,132], липидов [172], сахаров [180,206,329,330]. Например, результаты работы 

[206] демонстрируют множество типов релаксации в растворах сахаров, связанных как с 

динамикой молекул воды, так и молекул сахара. Каждая область дисперсии соответствует 

определённой молекулярной динамике, реализующейся в растворе. Например, были 

зафиксированы процессы инверсии сахарного кольца, псевдоротации, муторотации и др.  

Спектроскопия рассеяния деполяризованного излучения [331] позволяет проводить 

измерение спектров поляризуемости вещества. Применение данного метода оказалось 

эффективным при исследовании гидратационной динамики различных биомолекул в растворах 

[13,187,332,333]. Поскольку у молекулы воды тензор поляризуемости практически изотропен, 

этот метод чувствителен только к трансляционной динамике воды, в отличие от 

диэлектрической спектроскопии, чувствительной только к ориентационной релаксации. С этим 

связаны отличия характерных времён релаксации, определённые с помощью диэлектрической 

спектроскопии и спектроскопии рассеяния деполяризованного излучения [13]. При этом оба 

указанных метода эффективно дополняют друг друга.  

ТГц спектроскопия [334] покрывает диапазон времён, частот и энергий 

межмолекулярной структуры и динамики водных растворов. ТГц спектроскопия имеет 

несколько разновидностей: абсорбционная спектроскопия, спектроскопия временного 

разрешения, кинетическая ТГц спектроскопия; широкополосная или с перестраиваемой 

частотой. Применение ТГц спектроскопии для исследования динамики биомолекул и их 

гидратных оболочек описано в ряде работ, например, белков [35,101,335,336], ДНК [337,338], 

фосфолипидов [167,173,339], сахаров [35,79,179,192].  

ТГц спектроскопия – особенный метод в плане исследования гидратации. Именно с этим 

методом связано появление понятия динамической гидратной оболочки или глобальной 

гидратации [75,220,223,224]. Из литературных данных следует, что чувствительность разных 

методов в плане оценки гидратного числа биомолекул существенно отличается. Это можно 

продемонстрировать на примере молекулы сахарозы: калориметрия – 6.3 [340], вискозиметрия 

– 11.2 [219], ультразвуковые методы – 13.8 [219], ТГц спектроскопия – 35 [192]. Как видно, ТГц 

спектроскопия способна регистрировать намного больше гидратных молекул, ориентируясь по 
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изменению их межмолекулярной динамики даже в достаточном отдалении от растворённых 

молекул. Подробное описание метода ТГц спектроскопии и его применений будет рассмотрено 

в разделах 1.6.4, 1.6.5. 

5. Термический анализ. 

Данная группа методов позволяет анализировать характеристики биомолекул и их 

гидратацию на основании измерения тепловых эффектов, реализующихся при изменении 

температуры. Основными методами, входящими в данную группу, являются дифференциальная 

сканирующая калориметрия (ДСК), термогравиметрия, изотермическая титрационная 

калориметрия. Они часто используются для исследования растворов биомолекул, как например, 

белков [341], фосфолипидов [172], нуклеиновых кислот [109], полисахаридов [190]. Указанные 

методы не столько позволяют определять структуру биомолекул в растворах, сколько их 

термодинамические характеристики. Например, указанные методы позволяют определять 

температуры, при которых происходят конформационные перестройки биомолекул 

(денатурация белка, фазовые переходы в фосфолипидных комплексах и др.), изменение состава 

(разложение молекул, отщепление гидратных молекул), а также энтальпию и энтропию 

соответствующих процессов. В ряде случаев на основании калориметрических данных можно 

судить о гидратном числе различных молекул, опираясь на разницу в тепловых эффектах 

фазовых переходов чистого буферного раствора и аналогичного раствора биомолекул [190]. 

При этом определяемые гидратные числа соответствуют молекулам воды, которые не 

превращаются в лёд при кристаллизации основной части водной фазы раствора. Это означает, 

что калориметрические методы позволяют определять лишь часть гидратной оболочки, 

состоящей из сильно связанных молекул воды. Термогравиметрия позволяет определять 

температуры, при которых происходит связывание или высвобождение определённого 

количества молекул воды из гидратных оболочек [109,190]. Однако в данном случае речь идёт 

об исследовании слабо гидратированных биомолекул в виде плёнок или порошков. 

6. Методы гранулометрического анализа. 

Данные методы позволяют получать информацию о размерах формирующихся структур 

биомолекул в растворе. Основными методами данной группы являются методы турбидиметрии, 

статического светорассеяния (лазерной дифракции) и динамического светорассеяния. Метод 

турбидиметрии и его аналог – нефелометрия, являются наиболее простыми из перечисленных 

методов. Они основаны на измерении рассеянного монохроматического света, проходящего 

через коллоидный раствор. Тем не менее, они позволяют решать ряд важных задач определения 

размеров и концентраций биомакромолекулярных комплексов в растворах [342], в том числе, 
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отслеживать процессы агрегации в реальном времени [343]. Разновидность данного метода – 

иммунотурбидиметрия – даже примеряется в клинической химии [344,345].  

Метод статического светорассеяния применим для анализа размеров от 10 нм до 

миллиметров. Он не способен анализировать биомолекулы с размерами малых глобулярных 

белков и менее, однако может регистрировать белковые агрегаты, липидные макрокомплексы и 

отдельные клетки [346]. В частности, одна из составляющих проточных цитометров для 

анализа размеров клеток, по сути, является системой статического лазерного рассеяния [347].  

Метод динамического светорассеяния является наиболее известным из всех 

перечисленных в данном разделе. Он имеет очень широкое применение для исследования 

растворов биомолекул. Данный метод способен определять распределения по размерам 

неоднородностей в жидкости от субнанометровых размеров до микрометров, то есть 

практически все размеры биомолекул. При этом он обычно не требует сложной 

пробоподготовки, является бесконтактным и чрезвычайно чувствительным (до 10-8 объёмных 

долей). Подробное описание данного метода и его применений будет рассмотрено в разделе 

1.6.3. 

7. Другие методы. 

В данном разделе не ставилась цель перечислить все существующие методы 

исследования молекулярной организации водных растворов биомолекул, а лишь большинство 

наиболее известных. Стоит упомянуть ещё некоторые методы, не входящие ни в одну из 

выделенных групп, но представляющих интерес с точки зрения применимости к исследованию 

структуры водных растворов биомолекул. 

Ультразвуковые методы, с помощью которых измеряют сжимаемость растворов 

биомолекул [71,114,184,212,214,348,349], что позволяет получать информацию о свойствах 

гидратных оболочек, гидратных числах и удельных объёмах биомолекул в растворах. 

Вискозиметрический анализ позволяет анализировать связанность воды, межмолекулярные 

взаимодействия в растворах биологических макромолекул [184,204,215,218,350–352], а также 

определять сольватационные числа [219]. В работах А.Ф. Бункина и С.М. Першина [353,354] 

была продемонстрирована применимость метода спектроскопии четырёхфотонного рассеяния 

для исследования характеристик гидратных оболочек биомолекул. Ещё один метод 

исследования структуры биомолекул в растворах, ИК спектроскопия собственного излучения, 

более подробно рассматривается в следующем разделе.  

1.6.2. ИК спектроскопия собственного излучения 
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ИК спектроскопия давно зарекомендовала себя как один из наиболее надёжных и 

эффективных методов определения химического состава и анализа молекулярной структуры 

[355]. Для исследования структуры биологических макромолекул этот метод также 

применяется весьма широко [305,309,356]. ИК спектроскопия стала активно применяться в 

биологических исследованиях начиная с появления своей продвинутой разновидности – ИК 

спектроскопии с фурье-преобразованием (FTIR) [357]. Этот метод имеет существенные 

преимущества перед классической ИК спектроскопией дисперсионного типа. Можно выделить 

6 таких преимуществ: 

1. Быстрота. Фурье-спектрометр не проводит сканирование по частоте, как дисперсионный 

спектрометр. Измеряется интерферограмма, содержащая информацию обо всем интересующем 

спектральном диапазоне, после чего с помощью преобразования Фурье рассчитывается спектр. 

Благодаря этому время измерения спектров может сокращаться до секунд и даже миллисекунд 

[358,359]. 

2. Более высокая чувствительность. Фурье-спектрометр не содержит монохроматор, как 

дисперсионный спектрометр, поэтому не приходится проводить измерение интенсивности 

множества узких спектральных линий с малыми интенсивностями относительно общей 

интенсивности излучения. 

3. Более высокое отношение сигнал/шум. ИК Фурье-спектрометр позволяет получать спектры с 

отношением сигнал/шум в сотни раз больше, чем дисперсионный спектрометр, при одинаковом 

времени измерения. 

4. Возможно достижение высокого спектрального разрешения до 0.001 см-1 и менее. 

5. Более высокая точность определения положения спектральных полос. Фурье-спектрометры 

по своему принципу устройства обладают внутренней калибровкой волнового числа, 

позволяющей определять положение максимумов даже широких полос с точностью порядка 

0.01 см-1. 

6. Для фурье-спектрометров доступна более длинноволновая область спектра вплоть до единиц 

см−1. Это позволяет проводить измерения в дальней области ИК спектра, где проявляется 

множество полос органики и межмолекулярные полосы воды. 

Существуют различные конфигурации измерения ИК спектров [360]: пропускание, 

зеркальное отражение, диффузное отражение, микроспектроскопия, нарушенное полное 
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внутреннее отражение, фотоакустическая спектроскопия и др. Каждая конфигурация удобна и 

наиболее информативна для определённого типа образцов. Интересно, что до сих пор без 

должного внимания оставлена возможность измерения ИК спектров собственного излучения 

(эмиссионных спектров). Эмиссионная спектроскопия применяется при исследовании 

атмосферы [361] или космоса [362,363], но в лабораторной практике этот метод абсолютно не 

представлен. Попытки развития эмиссионной ИК спектроскопии предпринимались, что хорошо 

отражено в обзорах [364–366], однако они не дали должного результата для популяризации 

этого метода. Проблема в том, что, если образец находится при температуре окружающей 

среды, тепловой фон дополняет спектр излучения образца и полностью его маскирует. В итоге 

удаётся измерить лишь спектр излучения абсолютно чёрного тела (АЧТ).  

Было испробовано несколько путей решения указанной проблемы: воздействие лазером 

на объект исследования [367] для возбуждения энергетических уровней и регистрации 

излучения при спонтанных переходах молекул с возбуждённых уровней на основной уровень. 

Но такой подход, как правило, сопряжён с сильным нагревом, и даже с образованием плазмы, и 

не годится для анализа структуры биомолекул в нативном состоянии, а разве что для 

проведения элементного анализа [368].  

Известны также чрезвычайно трудоёмкие подходы измерения спектров излучения при 

охлаждении спектрометра целиком, вплоть до температур ниже азотных [369]. Использование 

такого подхода для исследования биологических образцов, в том числе растворов биомолекул, 

вряд ли возможно по причине невозможности сохранения образца в области вакуумирования и 

поддержания локальной температуры образца с хорошей точностью в области криогенных 

температур.  

Так или иначе, основной предложенный подход для регистрации собственного 

излучения в ИК области – это изменение температуры образца относительно фонового 

окружения. Наилучший вариант – нагрев, и чем больше температура образца относительно 

окружения, тем больше интенсивность его излучения и выше качество спектра. Для достижения 

приемлемого отношения сигнал/шум необходимо нагреть образец на десятки, а лучше на сотни 

градусов. Этот подход позволил получать качественные спектры излучения твёрдых тел и 

плёнок [365,370], жидкостей [364], газов [366]. Однако, по причине невозможности сохранения 

нативной структуры биомолекул при таких температурах, это не применимо для исследования 

биомолекул и ограничено применимо для каких-либо водных растворов. 
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Для адаптации эмиссионной ИК спектроскопии к исследованию биологических образцов 

предпринимались попытки в работах Е.Л. Терпугова с соавторами [371–373]. Однако они в 

основе своей содержат возбуждение образца внешним излучением различных частотных 

диапазонов. Это неионизирующее, нетепловое излучение, которое не производит явного 

разрушающего действия на биомолекулы в растворе. Тем не менее, регистрируемое излучение 

образца в полном смысле слова нельзя назвать «собственным», поскольку оно реализуется под 

внешним воздействием. Также это может влиять на биологический образец и приводить к 

изменению его структуры. Последнее подтверждается в работах самих авторов [374]. 

В наших работах [375–377] был предложен подход на основе ИК фурье-спектроскопии, 

позволяющий измерять спектры собственного излучения растворов биомолекул в ИК диапазоне 

абсолютно без какого-либо возбуждения и анализировать структуру биомолекул. Это подробно 

описано в Главе 3. 

1.6.3. Метод динамического светорассеяния 

Метод динамического светорассеяния, иногда называемый также фотонной 

корреляционной спектроскопией [378], является наиболее эффективным при анализе 

распределений по размерам большинства коллоидов. Он позволяет определять размеры частиц 

в жидкой фазе в широчайшем диапазоне размеров: от долей нанометров до микрометров. Это 

покрывает размеры практически всех биомолекул, от моносахаридов до крупных 

макромолекулярных комплексов, таких как белковые агрегаты, мультиламеллярные липосомы, 

нуклеиновые кислоты. 

Метод основан на измерении корреляционной функции интенсивности рассеянного 

лазерного излучения в растворе, содержащем исследуемые частицы. Поскольку они 

подвержены броуновскому движению, то возникают флуктуации их концентрации и, 

следовательно, флуктуации коэффициента преломления. Рассеянное на этих флуктуирующих 

оптических неоднородностях излучение регистрируется под выбранным углом и 

рассчитывается временная корреляционная функция интенсивности: 

𝐺𝐺2(𝜏𝜏) = 1
𝐼𝐼(𝑡𝑡)�����2 ∗

1
𝑘𝑘 ∫ 𝐼𝐼(𝑡𝑡)𝑘𝑘

0 𝐼𝐼(𝑡𝑡 − 𝜏𝜏)𝑑𝑑𝑡𝑡     (1.2) 

Времена корреляции полностью определяются коэффициентами диффузии изучаемых 

частиц. Для случая броуновского движения невзаимодействующих частиц корреляционная 

функция интенсивности G2(τ) связана с корреляционной функцией напряжённости 
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электрического поля G1(τ) через соотношение Зигерта [379]: 𝐺𝐺1(𝜏𝜏) = �𝐺𝐺2(𝜏𝜏) − 1. Для 

монодисперсных распределений функция G1(τ) связана с коэффициентом диффузии D частиц 

следующим образом [378]: 

𝐺𝐺1(𝜏𝜏) = 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒(−𝑞𝑞2𝐷𝐷𝜏𝜏),     (1.3) 

𝑞𝑞 = 4𝜋𝜋𝑖𝑖
𝜆𝜆
𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠 �𝜃𝜃

2
�, 

где τ – время корреляции, q – вектор рассеяния, λ – длина волны лазерного излучения в вакууме, 

n – коэффициент преломления жидкой фазы, θ – угол рассеяния. 

 Таким образом, метод позволяет определять коэффициент диффузии частиц (коллоидных 

или молекулярных). После этого на основании соотношения Стокса-Эйнштейна коэффициенту 

диффузии ставится в соответствие гидродинамический радиус 𝑟𝑟ℎ частиц, в предположении их 

сферической формы: 

𝑟𝑟ℎ = 𝑘𝑘𝑘𝑘/6𝜋𝜋𝜋𝜋𝐷𝐷,      (1.4) 

где k – постоянная Больцмана, Т – абсолютная температура, 𝜋𝜋 – динамическая вязкость. 

Монодисперсные распределения в реальных коллоидных системах встречаются крайне 

редко. В ином случае требуется получение распределений по размерам. Для этого производится 

процедура регуляризации, как например [380], позволяющая получить разложение 

корреляционной функции (1.3) на составляющие по временам затухания с определением 

распределений коэффициентов диффузии. Из этих распределений рассчитываются 

распределения гидродинамических радиусов (чаше диаметров) по формуле (1.4).  

Согласно соотношениям (1.3, 1.4) для корректного расчёта размеров частиц требуется 

знание коэффициента преломления и динамической вязкости анализируемых растворов. Они 

могут быть найдены в справочниках или определены экспериментально. Имея в виду водные 

растворы, важно помнить, что вязкость сильно зависит от температуры, следовательно, важна 

точная стабилизация температуры. Погрешность определения температуры водного раствора в 

1˚С приводит к погрешности определения размера 2-3%. 

С учётом специфики метода динамического светорассеяния, важно понимать, что 

размеры рассчитываются из коэффициентов диффузии частиц, подверженных броуновскому 

движению. Следовательно, наличие каких-либо потоков, связанных, например, с конвекцией, 

может приводить к артефактам и ошибкам определения размеров.  
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 Динамическое светорассеяние – самый чувствительный метод, позволяющий определять 

размеры частиц в жидкой фазе. Предел чувствительности метода оценивается в возможности 

регистрации частиц в объёмной концентрации порядка 10-8. Однако она не всегда достижима и 

зависит от размеров и рассеивающей способности частиц. Рассеяние света малыми частицами, 

размер которых много меньше длины волны света, определяется согласно закону Релея: 

𝐼𝐼 = 𝐼𝐼0
1+𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐2𝜃𝜃
2𝐿𝐿2

�2𝜋𝜋
𝜆𝜆
�
4
�𝑖𝑖𝑟𝑟

2−1
𝑖𝑖𝑟𝑟2+2

�
2
𝑟𝑟ℎ6    (1.5) 

I0 – интенсивность падающего излучения, θ – угол рассеяния, L – расстояние от детектора до 

частицы, λ – длина волны падающего излучения, nr – отношение комплексных коэффициентов 

преломления материала частицы и среды. В условиях эксперимента параметры I0, θ, L и λ 

являются постоянными, поэтому соотношение (1.5) можно переписать в следующем виде: 

𝐼𝐼 = 𝐶𝐶 ∗ 𝑅𝑅𝑖𝑖 ∗ 𝑟𝑟ℎ6     (1.6) 

где C – постоянная величина, определяемая конфигурацией измерительного оборудования, 

𝑅𝑅𝑖𝑖 = �𝑖𝑖𝑟𝑟
2−1

𝑖𝑖𝑟𝑟2+2
�
2
 – рассеивающая способность частиц.  

Как видно из соотношения (1.6), интенсивность рассеяния зависит от размера частицы в 

шестой степени. Это весьма сильная зависимость, из-за которой, например, интенсивность 

рассеянного излучения уменьшается в миллион раз при уменьшении размера частицы в десять 

раз.  

Рассеивающая способность также может отличаться для разных типов частиц. Например, 

комплексные коэффициенты преломления различных веществ относительно воды для 

излучения с длиной волны 633 нм такие: целлюлоза/вода – 1.1+0i [381], белок/вода – 1.2+0i 

[382], коллоидное золото/вода – 0.14 + 2.6i [381]. Рассеивающая способность указанных 

материалов составляет 0.004, 0.016, и 3, соответственно. То есть для одного и того же размера 

частиц белок будет рассеивать в 4 раза больше целлюлозы, а коллоидное золото в 1300 раз 

больше. Указанные зависимости от размера и рассеивающей способности необходимо 

учитывать при анализе многокомпонентных систем. 

Если размер частиц соизмерим или больше длины волны рассеиваемого света, то 

интенсивность рассеяния уже не описывается законом Релея. Наиболее развитой теорией, 

применимой для рассеяния на крупных частицах, является теория Ми [383]. Она позволяет 

учитывать отражение от поверхностей частицы и интерференцию отражённых волн. В этом 
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случае интенсивность рассеяния более сложным образом зависит от размера, коэффициентов 

преломления и угла рассеяния.  

Гидродинамический радиус (или диаметр) – это одно из возможных выражений размера 

объекта. Определяемые размеры другими методами (например, методами лазерной дифракции 

или электронной микроскопии) могут несколько отличаться. Более того, различные 

представления одного и того же распределения по размерам, полученного методом 

динамического светорассеяния, тоже могут друг от друга отличаться. Как было отмечено выше, 

размеры определяются на основании интенсивности рассеяния. Соответственно, при наличии 

нескольких размерных фракций, соотношение их вкладов будет определяться по соотношению 

интенсивностей рассеяния. С учётом указанной выше зависимости от рассеивающей 

способности и, что ещё более важно, размера частиц может наблюдаться сильный перекос 

распределений в сторону более крупных фракций. В этом случае можно использовать 

распределения по объёму или по числу частиц. Например, если в растворе имеется равное 

количество белковых молекул и их олигомеров с гидродинамическими диаметрами 10 нм и 20 

нм, соответственно, то соотношение интенсивностей будет отличаться в 26=64 раза в пользу 

олигомеров. Можно преобразовать распределение по интенсивности в распределение по 

объёму, то есть вклад фракций определять по общему объёму частиц каждого размера. В этом 

случае распределение будет содержать два пика с соотношением вкладов 23, то есть 1:8. Если 

две фракции по смыслу представляют собой две биомолекулы с разным размером и при этом 

важно определить их количественное соотношение, то более правильным будет представить 

распределение по числу частиц. В некоторых случаях, когда важна площадь поверхности 

частиц, контактирующих с растворителем, например при химическом катализе, можно 

использовать распределение по площади поверхности.  

Преобразования размерных распределений из исходного формата, по интенсивности, в 

другие форматы несложно сделать чисто математически. Однако не всегда это возможно, 

поскольку в исходном распределении по интенсивности некоторые фракции могут вообще не 

быть зарегистрированы, если их рассеивающие способности слишком малы. Тогда 

математические процедуры, преобразующие распределения не смогут учесть эти фракции 

вообще. В таких случаях важно иметь дополнительную информацию об образце и проводить 

соответствующую пробоподготовку, связанную с обработкой ультразвуком, фильтрацией, 

центрифугированием и др. Также преобразования между различными типами размерных 

распределений некорректны, когда некоторые фракции представлены широкими размерными 
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интервалами. В этом случае преобразование из интенсивности в объём приведёт к сильным 

искажениям размерных пиков.  

В некоторых случаях при высокой полидисперсности частиц и плохой 

воспроизводимости размерных распределений, вместо процедуры регуляризации используют 

кумулянтный анализ [384,385] корреляционных функций. Этот подход даёт намного более 

стабильные результаты, но только среднее значение и полидисперсность размеров частиц. 

Метод динамического светорассеяния используется достаточно широко для 

исследования биомолекул в растворах с точки зрения их распределений по размерам [386]. 

Например, данный метод использовался для контроля чистоты вирусных РНК в растворе [387] 

на основании критерия монодисперсности, а также для регистрации образования комплекса 

белок-РНК [388]. В работах [252,253,389] производилось изучение влияния различных 

факторов, способствующих образованию белковых агрегатов и процессов дезагрегации, 

денатурации [254], образованию белковых комплексов [255] и структурированных агрегатов 

[256,390]. Работа [218] даёт интересный пример, где на основе анализа псевдо-размерных 

распределений изучались процессы взаимодействия сахаров в растворах при различных 

температурах и концентрациях. Анализ изменения гидродинамических радиусов модельных 

липидных мембран при различных условиях может идентифицировать их разбухание [259], 

агрегацию [258] или слияние [257]. 

Формула (1.4) даёт зависимость гидродинамического радиуса от коэффициента 

диффузии. При этом подразумевается некий гипотетический шарообразный объект, 

характеризующийся этим радиусом. Фосфолипидные везикулы, естественным образом достигая 

минимума поверхностной энергии, обретают сферическую форму, многие глобулярные белки в 

первом приближении тоже могут считаться сферическими. Однако далеко не все биомолекулы 

и их комплексы обладают сферической симметрией. Например, фибриллярные белки и ДНК не 

соответствуют этому приближению. Тем не менее, анализ таких объектов методом 

динамического светорассеяния может проводиться на основании отслеживания изменений 

гидродинамического радиуса, среднего размера или полидисперсности. Например, в работе 

[263] проводилось изучение влияния давления на размеры суперскрученной и кольцевой формы 

плазмидной ДНК.  

Когда учёт формы биомолекулы принципиален, требуются дополнительные данные для 

более полного анализа. Известны коэффициенты диффузии не сферических частиц, но 

обладающих различной правильной формой, например эллипсоидальной или цилиндрической. 
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В этом случае могут быть использованы, например, коэффициенты Перрена [269,391] для 

определения соотношения гидродинамического радиуса и радиуса равновеликого объёма. Если 

имеются данные о геометрической форме и соотношении размеров по разным направлениям, то 

метод динамического светорассеяния может позволить получать дополнительные сведения об 

изучаемых объектах. Например, в работе [269] методом динамического светорассеяния 

проводилось исследование линейной ДНК в одноцепочечной, двухцепочечной и 

суперскрученной формах. Молекула ДНК моделировалась жёстким стержнем, и это позволило 

установить ряд внутримолекулярных интерференционных эффектов. 

Важным обстоятельством является зависимость гидродинамического радиуса частиц от 

заданного значения вязкости раствора (формула (1.4)). При невысоких концентрациях частиц 

обычно используется значение вязкости растворителя. Если влиянием частиц на вязкость 

нельзя пренебречь, то требуется прямое измерение вязкости образца и учёт полученного 

значения при определении распределений по размерам. Такой подход к учёту вязкости является 

методической рекомендацией к применению в рамках метода динамического светорассеяния и 

используется в мировой практике. Однако возможны погрешности определения размера при 

работе не с твёрдыми частицами. Например, при анализе эмульсий в качестве частиц 

выступают капли одной жидкости, диспергированные в другой. Применение закона Стокса-

Эйнштейна в форме (1.4) в данном случае не вполне корректно. Более правильно было бы 

использовать обобщённый закон Стокса [392], согласно которому связь гидродинамического 

радиуса с коэффициентом диффузии выражается следующим образом: 

𝑟𝑟ℎ = 𝑘𝑘𝑘𝑘
2𝜋𝜋𝜋𝜋𝜋𝜋

∗ 𝜋𝜋+𝜋𝜋′
2𝜋𝜋+3𝜋𝜋′

,     (1.7) 

где 𝜋𝜋′ – вязкость жидкости дисперсной фазы. Очевидно, что для твёрдых частиц 𝜋𝜋′ → ∞ и 

формула (1.7) преобразуется в формулу (1.4). Описанный подход использовался в наших 

работах [393–397] по исследованию эмульсий различных органических жидкостей в воде. 

Метод динамического светорассеяния, кроме определения размеров иногда используется 

для определения молекулярного веса и второго вириального коэффициента [398]. В этом случае 

требуется измерить концентрационную зависимость интенсивности рассеяния и 

воспользоваться следующим соотношением: 

𝐾𝐾𝑐𝑐
𝑅𝑅𝜃𝜃

= 1
𝑀𝑀

+ 2𝐴𝐴2𝑐𝑐,     (1.8) 
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где 𝑅𝑅𝜃𝜃 – коэффициент Релея, определяемый на основании сравнения с рассеянием от 

стандартного образца, c – концентрация, M – молекулярный вес, 𝐴𝐴2 – второй вириальный 

коэффициент, K – оптическая константа, определяющаяся следующим образом: 

𝐾𝐾 = 4𝜋𝜋2𝑖𝑖2

𝜆𝜆4𝑁𝑁𝐴𝐴
�𝑑𝑑𝑖𝑖
𝑑𝑑𝑐𝑐
�
2
,     (1.9) 

n – коэффициент преломления, 𝜆𝜆 – длина волны излучения, 𝑑𝑑𝑖𝑖
𝑑𝑑𝑐𝑐

 – производная показателя 

преломления по концентрации, 𝑁𝑁𝐴𝐴 – постоянная Авогадро. 

Коэффициент Релея, входящий в формулу (1.8) определяется следующим образом: 

𝑅𝑅𝜃𝜃 = 𝐼𝐼𝐴𝐴𝑖𝑖2

𝐼𝐼ст𝑖𝑖ст2
𝑅𝑅ст,     (1.10) 

𝐼𝐼𝐴𝐴 – разность интенсивностей рассеяния от образца и чистого растворителя 𝐼𝐼ст, 𝑠𝑠ст и 𝑅𝑅ст – 

коэффициент преломления и Релеевское отношение стандартной чистой жидкости. 

Построив зависимость величины 𝐾𝐾𝑐𝑐
𝑅𝑅𝜃𝜃

 от концентрации и экстраполировав её прямой 

линией, по точке пересечения с осью ординат можно получить значение обратной 

молекулярной массы 𝑀𝑀, а тангенс угла наклона позволяет определить второй вириальный 

коэффициент.  

Второй вириальный коэффициент позволяет получать информацию о стабильности 

растворов. Если 𝐴𝐴2 > 0, то взаимодействие растворённых молекул с растворителем более 

энергетически выгодно, чем взаимодействие растворённых молекул между собой. Чем больше 

этот параметр, тем больше растворимость. Если же 𝐴𝐴2 < 0, то раствор склонен к расслоению. 

Данный подход часто используют для исследования растворов полимеров, в том числе 

биополимеров. Например, в работах [399,400] проводилось исследование различных 

химических и биологических модификаций структуры хитозана и на основании значения 

второго вириального коэффициента определялось изменение его склонности к гидратации. В 

работе [401] анализировалось взаимодействие белков в растворах биофармацевтической 

направленности. В работе [402] определялись термодинамические параметры, способствующие 

самосборке циклодекстринов, и структурные характеристики образующихся комплексов. В 

работах [403,404] данный метод успешно применялся для определения молекулярной массы 

полисахаридов. 
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Метод динамического светорассеяния часто используется также для измерения дзета-

потенциала частиц, в том числе биомолекул и их комплексов в растворах. Дзета-потенциал 

является одной из важнейших характеристик раздела двух фаз, определяющей зарядовые 

характеристики. Для многих коллоидных систем этот параметр является мерой стабильности.  

Принцип измерения дзета-потенциала заключается в следующем. На два электрода, 

помещённые в раствор, прикладывается электрическое поле, которое приводит в движение 

заряженные частицы, а установившаяся скорость движения V определяется балансом 

кулоновских сил и сил вязкого трения: 

𝑉𝑉
𝐸𝐸

= 2𝜀𝜀𝜀𝜀𝜀𝜀(𝑘𝑘𝑘𝑘)
3𝜋𝜋

      (1.11) 

где ε — диэлектрическая проницаемость среды, η — вязкость, ζ — дзета-потенциал, V – 

скорость движения частицы, E – напряжённость электрического поля, f(ka) – функция Генри, 

которая рассчитывается в зависимости от ионной силы дисперсионной среды и размера 

движущихся частиц [405]. 

В эксперименте измеряется скорость движения исследуемых частиц V при заданных 

значениях η, ε и E, что позволяет рассчитать дзета-потенциал. Для измерения скорости 

заряженных частиц используются модификации метода, основанные на оптическом 

гетеродинировании [406].  

Знание дзета-потенциала востребовано при решении различных задач, относящихся к 

растворам биомолекул и их комплексов. Например, в работах [407–411] исследовалось влияние 

состава и наполнения везикул на их зарядовые характеристики, что важно для возможности их 

применения в медицинских целях. В работах [412–415] определение дзета-потенциала 

различных биологически активных наночастиц использовалось для анализа характеристик их 

покрытий. Также определение дзета-потенциала позволяет определять зависимость заряда 

белков от ионного состава среды [416], в том числе, находить изоэлектрическую точку [417]. 

1.6.4. Специфика терагерцовой спектроскопии при исследовании водных растворов 

Терагерцовый спектральный диапазон (~0.3-3 ТГц) лежит между микроволновым и 

инфракрасным диапазонами. Эта область частот относится к молекулярным вращениям, 

скелетным и торсионным колебаниям крупных органических молекул, фононным колебаниям 

кристаллов и межмолекулярным колебаниям в жидкостях. Исторически так сложилось, что в 
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плане чувствительных спектральных методов терагерцовый диапазон был освоен последним из-

за трудности генерации и детектирования излучения. Одним из стимулов к развитию 

терагерцовой спектроскопии со стороны биологических наук были теоретические предпосылки 

к тому, что у биологических макромолекул в терагерцовой области могут наблюдаться 

характеристические колебательные полосы, связанные с колебаниями на уровне всей 

макромолекулы, например, колебания на уровне вторичной, третичной и четвертичной 

структуры белка. Это принципиально отличает ТГц диапазон от хорошо исследованной средней 

ИК области, где наблюдаются характеристические колебания отдельных небольших 

молекулярных групп. К тому же ТГц область соответствует межмолекулярной динамике воды, 

что делает её востребованной при исследовании гидратации. 

При появлении надёжных спектральных методов в терагерцовой области они почти 

сразу начали применяться в различных научных областях [418–421], в том числе для 

исследования воды и водных растворов [422,423]. Например, В.И. Тихонов и А.А. Волков 

реализовали разделение орто- и пара-изомеров воды [424], которые были зарегистрированы с 

помощью спектроскопии в ТГц области. Это подтвердило существование двух спиновых 

изомеров, по крайней мере, в газовой фазе. Это открытие дало импульс для множества 

исследований, базирующихся на использовании данных о спиновых изомерах, применительно к 

биологическим эффектам, например в работах С.М. Першина с соавторами [425–430].  

ТГц спектроскопия также применялась для исследования структуры биологических 

макромолекул, таких как нуклеиновые кислоты [431,432], белки [433–435], липиды [436,437], 

полисахариды [438–440] и др., даже делались попытки применять терагерцовую спектроскопию 

в области биомедицины или фармацевтики [441–444]. Однако оказалось, что спектры 

биологических образцов, почти всегда обладающих высоким содержанием воды, в 

терагерцовом диапазоне почти полностью определяются спектральными свойствами самой 

воды, а вклад биологической субстанции очень слаб и нехарактеристичен. То есть получение 

информативных терагерцовых спектров биологических образцов возможно лишь при столь 

малом содержании воды, что неуместно говорить о нативном состоянии биообъекта.  

Тогда естественно поставить следующий вопрос: если спектральные свойства водных 

растворов в терагерцовой области практически полностью определяются спектральными 

свойствами воды, то не попытаться ли зарегистрировать влияние растворённых веществ на 

спектральные свойства самой воды? В ряде работ [13,39,79,178,188,435,445], в том числе в 

наших работах [101,155,338,339,446], с использованием ТГц спектроскопии было показано, что 
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наблюдаются существенные отличия в межмолекулярной динамике воды, принадлежащей 

гидратным оболочкам различных биомолекул, включая белки, нуклеиновые кислоты, сахара и 

полисахариды, липидные комплексы. Характеристики гидратных оболочек могут сильно 

отличаться даже между разными конформациями одной и той же биомолекулы [101,339].  

Обнаруженные с помощью метода ТГц спектроскопии особенности динамических 

гидратных оболочек оказались абсолютно новыми по сравнению с полученными ранее 

данными с помощью других методов. Одна из основных особенностей заключается в оценке 

протяжённости этих гидратных оболочек, названных динамическими гидратными оболочками. 

Оказалось, что их протяжённость достигает нескольких нанометров, в то время как ЯМР, 

рентгеновская и нейтронная дифракция и другие методы способны анализировать лишь 1-2 

слоя близлежащих молекул воды, что не превышает 0.5 нм. Например, в работах [220,221,339] 

было показано, что объём воды с изменёнными структурно-динамическими характеристиками в 

растворах белков и фосфолипидов сопоставим или даже больше объёма, занимаемого самими 

биомолекулами.  

ТГц спектроскопия имеет несколько разновидностей, которые могут быть разделены на 

два основных типа: абсорбционная спектроскопия и спектроскопия временного разрешения 

(THz-TDS). Абсорбционная ТГц спектроскопия является прямым аналогом абсорбционной 

спектроскопии из других частотных диапазонов. Метод THz-TDS принципиально отличается от 

предыдущего тем, что позволяет измерять не только спектры поглощения, но и спектры 

коэффициента преломления. Это позволяет определять спектры комплексной диэлектрической 

проницаемости (ДП) изучаемого вещества без использования соотношений Крамерса-Кронига. 

С учётом этого информативность THz-TDS существенно выше абсорбционной ТГц 

спектроскопии.  

1.6.5. Терагерцовая спектроскопия временного разрешения 

Принцип THz-TDS был описан и реализован технически в 1989 г. [447], и в этом же году 

он был опробован для измерения спектров паров воды [448]. Производство коммерческих 

приборов THz-TDS и их активное использование началось только в конце 2000-х годов. 

Устройство спектрометра THz-TDS изображено на рисунке 1.2. В основе данной технологии 

лежит принцип когерентной генерации и детектирования коротких импульсов 

широкополосного терагерцового излучения с помощью фемтосекундных лазеров. 
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Рисунок 1.2. Схема THz-TDS спектрометра.  

Терагерцовый излучатель, схематично изображён на рисунке 1.3. Он представляет собой 

полупроводник (обычно низкотемпературный GaAs), с двумя встроенными электродами, между 

которыми создана разность потенциалов. В межэлектродную область направляется 

фемтосекундный лазерный импульс с энергией квантов, превышающей ширину запрещённой 

зоны. Это приводит к появлению электрон-дырочных пар в полупроводнике, которые движутся 

между электродами под действием разности потенциалов. Движение зарядов происходит с 

характерными временами ~ 1 пс до момента их рекомбинации. Импульс тока I(t) порождает 

пикосекундный электромагнитный импульс 𝐸𝐸(𝑡𝑡)~𝑑𝑑𝐼𝐼(𝑡𝑡)/𝑑𝑑𝑡𝑡. Спектральная ширина импульса на 

основании принципа неопределённости частота-время составляет несколько ТГц. Поскольку в 

описанной схеме частотное уширение отсчитывается от нулевой частоты, спектральный 

диапазон импульса лежит в ТГц области.  

 
Рисунок 1.3. Принцип генерации терагерцового импульса в методе THz-TDS.  
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Терагерцовый импульс фокусируется в область для размещения изучаемого образца, а 

затем поступает на детектор (рисунок 1.2). В случае нахождения образца в области 

фокусировки, импульс теряет часть энергии согласно его спектральным характеристикам.  

ТГц детектор устроен аналогично ТГц излучателю (рисунок 1.3), за исключением того, 

что на электроды не подаётся разность потенциалов. До момента генерации терагерцового 

импульса, лазерный импульс разделяется на две части с помощью делителя излучения (рисунок 

1.2). Одна из двух частей лазерного импульса направляется на детектор и высвобождает в 

полупроводнике детектора носители заряда синхронизировано по времени с приходом ТГц 

импульса. Носители заряда движутся под действием напряжённости электрического поля 

некоторого участка временного профиля ТГц импульса. Фототок детектора пропорционален 

проинтегрированному по времени произведению напряжённости электрического поля на 

полное число сгенерированных носителей заряда. В идеальном случае время жизни носителей 

заряда должно быть много меньше длительности ТГц импульса, тогда регистрируемый ток 

будет прямо пропорционален напряжённости поля в некоторой точке ТГц импульса. В 

оптической схеме (рисунок 1.2) имеется узел задержки лазерных импульсов, приходящих на 

детектор. Меняя задержку и измеряя ток пикоамперметром, можно определить зависимость 

напряжённости электрического поля ТГц импульса от времени E(t). Характерная временная 

зависимость E(t), полученная описанным способом на спектрометре TPS Spectra 3000 (Teraview, 

UK), изображена на рисунке 1.4. 

 

 
Рисунок 1.4. Временной профиль напряжённости электрического поля в терагерцовом импульсе 

спектрометра TPS Spectra 3000 (Teraview, UK). 
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Измеренная функция E(t) подвергается комплексному фурье-преобразованию, что 

позволяет получить спектры терагерцового излучения по амплитуде и по фазе. Спектральное 

разрешение в данной измерительной схеме обратно пропорционально диапазону времён 

задержки. 

 При прохождении электромагнитной волны 𝐸𝐸0(𝜔𝜔) через образец толщиной l она 

модифицируется следующим образом:  

𝐸𝐸(𝜔𝜔) = 𝐸𝐸0(𝜔𝜔) ∗ exp 𝑖𝑖𝑖𝑖𝑙𝑙
𝑐𝑐

[𝑠𝑠(𝜔𝜔) + 𝑠𝑠𝑘𝑘(𝜔𝜔)] = 𝐸𝐸0(𝜔𝜔) ∗ exp 𝑖𝑖𝑖𝑖𝑙𝑙
𝑐𝑐
𝑠𝑠(𝜔𝜔) ∗ exp (−𝛼𝛼(𝜔𝜔)𝑙𝑙/2),  (1.12) 

где c – скорость света, 𝑠𝑠(𝜔𝜔) – коэффициент преломления, 𝑘𝑘(𝜔𝜔) – мнимая часть коэффициента 

преломления, 𝛼𝛼(𝜔𝜔) – коэффициент поглощения, при этом все три функции зависят от частоты. 

 В простейшем случае измерения спектра образца в виде плоскопараллельного слоя и 

спектра фона в отсутствие образца, после деления первого спектра на второй, получается 

комплексный спектр пропускания 𝑡𝑡(𝜔𝜔) следующего вида: 

𝑡𝑡(𝜔𝜔) =
𝐸𝐸обр(𝑖𝑖)

𝐸𝐸фон(𝑖𝑖) = exp 𝑖𝑖𝑖𝑖𝑙𝑙
𝑐𝑐

(𝑠𝑠(𝜔𝜔) − 1) ∗ exp (−𝛼𝛼(𝜔𝜔)𝑙𝑙/2)   (1.13) 

Описанная схема THz-TDS позволяет определить частотную зависимость изменения 

амплитуды |𝑡𝑡(𝜔𝜔)| и фазы 𝛥𝛥𝛥𝛥(𝜔𝜔) терагерцового импульса при прохождении через образец по 

сравнению с фоновым импульсом. Спектры пропускания 𝑘𝑘(𝜔𝜔) и коэффициента преломления 

𝑠𝑠(𝜔𝜔) рассчитываются с помощью следующих соотношений: 

 𝑘𝑘(𝜔𝜔) = |𝑡𝑡(𝜔𝜔)|2,        

     𝑠𝑠(𝜔𝜔) = 1 + 𝛥𝛥𝛥𝛥(𝜔𝜔) ∗ 𝑐𝑐
𝑖𝑖𝑙𝑙

     (1.14) 

Из спектров 𝑘𝑘(𝜔𝜔) и 𝑠𝑠(𝜔𝜔) может быть однозначно рассчитана комплексная ДП [449]: 

𝜀𝜀′(𝜈𝜈) = 𝑠𝑠2(𝜈𝜈) − �ln𝑘𝑘𝑇𝑇(𝜈𝜈)
4𝜋𝜋𝜈𝜈𝑙𝑙

�
2
,       

 𝜀𝜀′′(𝜈𝜈) = −𝑖𝑖(𝜈𝜈) ln𝑘𝑘𝑇𝑇(𝜈𝜈)
2𝜋𝜋𝜈𝜈𝑙𝑙

,      (1.15) 

где 𝜀𝜀′ и 𝜀𝜀′′ – действительная и мнимая части ДП, а 𝜈𝜈 = 𝑖𝑖
2𝜋𝜋𝑐𝑐

 – волновое число, которое наиболее 

часто используется для выражения частотной характеристики в ТГц диапазоне. 
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Возможность определения спектров комплексной ДП с помощью метода THz-TDS 

является существенным преимуществом перед аналогичными спектральными методами, 

позволяющими измерять только пропускание. ДП содержит в себе полную информацию о 

процессах поляризации, происходящих в изучаемых растворах. Поскольку молекула воды 

обладает дипольным моментом, а ТГц диапазон соответствует характерным частотам 

межмолекулярной динамики воды, данный метод позволяет глубоко анализировать структурно-

динамические характеристики воды в растворах, в том числе изучать гидратацию.  

1.6.6. Модели эффективной среды применительно к растворам биомолекул 

Полученные с помощью метода THz-TDS спектры ДП растворов биомолекул содержат в 

себе совокупность диэлектрических проявлений воды и биомолекул. То есть с диэлектрической 

точки зрения раствор биомолекул является гетерогенной двухфазной системой, состоящей из 

непрерывной водной фазы с включениями биомолекул. При изучении гидратации биомолекул, 

необходимо анализировать параметры водной фазы раствора. Для этого из определённой 

экспериментально ДП раствора нужно вычесть вклад биомолекул.  

Описание электродинамической модели двухкомпонентного диэлектрика с известным 

соотношением их объёмных долей в простейшем случае может выглядеть следующим образом: 

𝜀𝜀𝑐𝑐∗ = (1 − 𝑓𝑓𝑖𝑖) 𝜀𝜀𝑤𝑤∗ + 𝑓𝑓𝑖𝑖𝜀𝜀𝑖𝑖∗,     (1.16) 

где 𝜀𝜀𝑐𝑐∗, 𝜀𝜀𝑤𝑤∗ , 𝜀𝜀𝑖𝑖∗ – комплексные ДП раствора, воды и биомолекул, соответственно, 𝑓𝑓𝑖𝑖 – объёмная 

доля биомолекул. Однако подход к решению описанной электродинамической задачи на 

основании аддитивной модели (1.16) является крайне упрощённым и может быть использован 

лишь для грубых оценок. Более точный подход должен учитывать процессы взаимной 

поляризации фаз гетерогенной системы. В качестве примера можно привести работу [450], где 

анализировались спектры ДП растворов белка в области дебаевской релаксации и было 

показано, что изменения диэлектрических параметров с изменением концентрации белка ведёт 

себя существенно нелинейно. Это свидетельствует о неприменимости аддитивной модели и 

необходимости более глубокого анализа ДП. 

Обычно в физике диэлектриков гетерогенные системы рассматриваются с 

использованием моделей эффективной среды [451–455], которые позволяют получить 

корректную связь ДП всей системы с ДП составляющих её фаз. К сожалению, не существует 

модели эффективной среды, применимой в общем случае, поскольку обычно требуется учёт 
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ряда конкретных параметров системы. Например, важное значение имеют такие параметры как 

распределение фаз в объёме, форма включений, их связанность, анизотропия и др. В связи с 

этим было разработано множество моделей эффективной среды, применимых для различных 

типов гетерогенных систем. 

Задача несколько упрощается для двухфазных систем, у которых включения обладают 

сопоставимыми размерами во всех направлениях, и при этом много меньшими, чем длина 

волны излучения. Поскольку речь идёт о ТГц диапазоне с длинами волн более 100 мкм, то 

практически все биомолекулы не фибриллярного типа (глобулярные белки, олигопептиды и 

бесструктурные белковые агрегаты, липиды в виде липосом, нуклеотиды и олигонуклеотиды, 

моносахариды и олигосахариды) удовлетворяют этим условиям. Для растворов указанных 

биомолекул можно использовать две хорошо известные модели эффективной среды: модель 

Максвелла Гарнетта [456] 

𝜀𝜀𝑠𝑠∗−𝜀𝜀𝑤𝑤∗

𝜀𝜀𝑠𝑠∗+2𝜀𝜀𝑤𝑤∗
= 𝑓𝑓𝑖𝑖

𝜀𝜀𝑖𝑖
∗−𝜀𝜀𝑤𝑤∗

𝜀𝜀𝑖𝑖
∗+2𝜀𝜀𝑤𝑤∗

,     (1.17) 

и модель Бруггемана [457] 

𝑓𝑓𝑖𝑖
𝜀𝜀𝑖𝑖
∗−𝜀𝜀𝑠𝑠∗

𝜀𝜀𝑖𝑖
∗+2𝜀𝜀𝑠𝑠∗

+ (1 − 𝑓𝑓𝑖𝑖)
𝜀𝜀𝑤𝑤∗ −𝜀𝜀𝑠𝑠∗

𝜀𝜀𝑤𝑤∗ +2𝜀𝜀𝑠𝑠∗
= 0.    (1.18) 

Обе эти модели были разработаны для применения к двухфазным системам со 

сферическими включениями. Однако они успешно применяются также для систем с малыми 

несферическими, но хаотически расположенными включениями. Этим условиям вполне 

соответствуют водные растворы биомолекул не фибриллярного типа. Модель Максвелла 

Гарнетта в основном используется при очень малой объёмной доле включений 𝑓𝑓𝑖𝑖 (в данном 

случае при малой концентрации биомолекул), а у модели Бруггемана это требование менее 

жёсткое. Например, при анализе ДП растворов белка в ГГц области [450] была показана 

хорошая применимость модели Максвелла Гарнетта для объёмной доли менее 2 об%, для 

больших концентраций гораздо точнее экспериментальные данные описываются моделью 

Бруггемана.  

Важно отметить, что до сих пор при анализе в ТГц диапазоне ДП водных растворов 

компактных биомолекул (белков и сахаров), для которых могут быть применены известные 

модели эффективной среды, они либо не использовались [13,114,116,247,248,253,254,436, 

443,456], либо использовалась примитивная аддитивная модель [79,186,217,459,460]. В 
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последнем случае рассматривались три фазы раствора (биомолекулы, гидратные оболочки, 

невозмущённая вода), между которыми не учитывалось диэлектрическое взаимодействие, к 

тому же анализ проводился не в терминах ДП, а на основании спектров поглощения. То есть, в 

полном смысле слова, последний подход вообще не относится к модели эффективной среды.  

Примечательно, что уже в одной из первых работ по изучению раствора сахарозы 

методом THz-TDS [461] поднимался вопрос о необходимости использования моделей 

эффективной среды, хотя сами авторы и не нашли подходящих решений. Единственным, 

найденным нами в литературе исключением, можно назвать работу член-корр. РАН А.П. 

Шкуринова с соавторами [42]. Авторы провели глубокий анализ ДП смеси глюкозы с водой во 

всём диапазоне концентраций, от кристаллической глюкозы до сильно разбавленных растворов. 

Это позволило им определить соотношение разных фаз и рассчитать параметры ДП гидратной 

воды в ТГц диапазоне. Для этого использовалась одна из хорошо известных моделей 

эффективной среды Landau–Lifshitz–Looyenga [462], правда применяемая обычно для 

гетерогенных систем со слабо отличными по ДП фазами. 

В работах [463,464] были описаны модели эффективной среды Максвелла-Вагнера и 

Ханаи, применимые при анализе ДП суспензий клеток и модельных клеточных мембран. 

Авторы опробовали их на суспензиях различных клеток крови. Было сделано упрощение о 

сферичности анализируемых клеток, однако сильной стороной описанных подходов является 

возможность учёта различий диэлектрических характеристик внутренней и внешней среды 

относительно липидной мембраны.  

При исследовании растворов биомолекул фибриллярного типа – ДНК, полисахариды, 

фибриллярные белки и фибриллярные белковые агрегаты – анализ их ДП становится 

существенно сложнее. Фактически не существует разработанных и опробованных моделей 

эффективной среды для такого типа включений. Тем не менее, имеется несколько работ 

[465,466] по изучению водных растворов ДНК с помощью ТГц спектроскопии, где проводили 

оценку объёма гидратной воды и пытались разделять вклады фаз в ДП. Авторы использовали в 

расчётах суспензионную модель эффективной среды. Обращает на себя внимание, что эта 

модель была исходно разработана для анализа глинисто-песчаных шламов [467], аналогия 

которых с растворами ДНК совершенно неясна. Понятно, что использование подобных 

подходов обусловлено отсутствием подходящих моделей эффективной среды, что делает 

актуальной их разработку. В нашей работе [468] было проведено теоретическое рассмотрение 
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данного вопроса и предложена модель эффективной среды, применимая для анализа растворов 

фибриллярных биомолекул. Данная модель подробно описана в Разделе 2.2. 
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ГЛАВА 2. АНАЛИЗ ГИДРАТАЦИИ БИОМОЛЕКУЛ В ВОДНЫХ РАСТВОРАХ С 

ПОМОЩЬЮ ТЕРАГЕРЦОВОЙ СПЕКТРОСКОПИИ ВРЕМЕННОГО РАЗРЕШЕНИЯ 
При подготовке данного раздела диссертации использованы материалы семинара ИТЭБ РАН, в которых, согласно Положению о 

присуждении ученых степеней в МГУ, автором были апробированы основные результаты, положения и выводы его исследования: 

Пеньков Н.В. Молекулярная организация водных растворов биомолекул. Автореф. дисс.. д.ф.-м.н. (ПРОЕКТ) 

https://iteb.ru/news/zasedanie-sektsii-teoreticheskaya-biofizika-i-mode-202205/ 

2.1. Алгоритм исследования гидратации биомолекул в водных растворах 

В настоящей главе описан подход, позволяющий определять характеристики гидратации 

биомолекул в водных растворах. Алгоритм исследования состоит из нескольких этапов: 

1. Экспериментальное определение спектров комплексной ДП водного раствора 

биомолекул 𝜀𝜀𝑐𝑐∗, а также растворителя (аналогичного раствора, но без биомолекул) 𝜀𝜀𝑤𝑤0∗ и 

сухого вещества биомолекул 𝜀𝜀𝑖𝑖∗ в ТГц области частот. Для определения спектров ДП 

используется метод THz-TDS, как это описано в разделе 2.2. 

2. С помощью моделей эффективной среды, используя 𝜀𝜀𝑐𝑐∗ и 𝜀𝜀𝑖𝑖∗, из спектров растворов 

биомолекул вычитается вклад самих биомолекул, что позволяет рассчитать спектры ДП 

водной фазы раствора 𝜀𝜀𝑤𝑤∗ . Это описано в разделе 2.3. 

3. Затем производится расчёт параметров межмолекулярной структуры и динамики воды 

анализируемых растворов. Методология расчёта и смысл каждого параметра описаны в 

разделах 2.5 – 2.7.  

4. Проводится сравнение значений параметров воды раствора биомолекул и растворителя 

без биомолекул на предмет выявления отличий. Искомые отличия обусловлены тем, что 

водная фаза раствора биомолекул неоднородна. Часть водной фазы аналогична 

растворителю, однако вблизи биомолекул она меняется, за счёт образования гидратных 

оболочек. Таким образом, сравнивая водную фазу раствора биомолекул и растворитель 

по параметрам межмолекулярной структуры и динамики, можно определять некоторые 

характеристики гидратации биомолекул.  

Описанный подход был применён для исследования гидратации всех основных типов 

биомолекул в растворах: белка (раздел 2.8), фосфолипидов (раздел 2.9), АТФ (раздел 2.10), 

ДНК (раздел 2.11), сахаров (раздел 2.12). 

2.2. Определение спектров комплексной диэлектрической проницаемости водных 

растворов в ТГц диапазоне 

https://iteb.ru/news/zasedanie-sektsii-teoreticheskaya-biofizika-i-mode-202205/
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Основным экспериментальным методом, использованным в данном разделе, является 

метод THz-TDS. Спектры получали с помощью спектрометра TPS Spectra 3000 (Teraview, UK) в 

диапазоне волновых чисел от 2 до 120 см-1 с разрешением 4 см-1. Фурье-преобразование 

временного профиля ТГц импульсов производилось штатным программным обеспечением с 

применением функции аподизации Blackmann-Harris 3. Для получения одного спектра 

производилось усреднение по 1800-3600 импульсов. Принципы описания метода THz-TDS 

могут быть найдены, например, в [418] или разделе 1.6.4. 

Наиболее распространённый подход в спектроскопии при анализе жидких образцов 

заключается в измерении двух однолучевых спектров: спектра образца в кювете и спектра 

пустой кюветы в качестве фона. Затем из этих спектров определяются спектры, 

характеризующие образец. Однако такой подход приводит к наличию артефактов в спектрах, 

обусловленных различиями в отражениях от поверхностей пустой и заполненной кюветы [35]. 

Для достижения наивысшего качества спектров в настоящей работе измерения проводились 

иначе. Измерялись однолучевые спектры каждого раствора в двух идентичных кюветах с 

различным расстоянием между окнами. Поскольку две заполненные кюветы отличаются только 

толщиной слоя раствора, спектр кюветы большей толщины может рассматриваться как «спектр 

образца», а спектр кюветы меньшей толщины – как «спектр фона». После измерения спектров 

раствора в двух указанных кюветах спектр кюветы большей толщины, делился на спектр 

кюветы меньшей толщины, в результате получался спектр пропускания раствора с разностной 

толщиной двух кювет. Спектр фазы исследуемого раствора определялся как разница спектров 

фазы, полученных для двух указанных кювет с образцом. При известной разнице толщин 

образца однозначно рассчитывался спектр показателя преломления (см. раздел 1.6.4). 

Описанная методика измерения спектров позволяет избежать практически всех возможных 

оптико-спектральных артефактов. 

Каждый раствор в двух кюветах последовательно измерялся не менее 25 раз (в 

некоторых случаях число повторов было увеличено до 45) для возможности усреднения и 

проведения статистического анализа. Измеренные спектры пропускания и коэффициента 

преломления использовались для расчёта спектров комплексной ДП растворов по формуле 

(1.15). 

Перед измерением растворы дегазировались путём их выдержки в течение 15 мин под 

вакуумом 140 мм рт. ст. с использованием degassing station (TA Instruments, USA). Это 

предотвращало образование пузырьков на окнах кювет во время измерения спектров. После 
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установки кюветы с образцом в кюветное отделение выдерживалась пауза 10 мин до начала 

измерения. За это время производилась стабилизация температуры образца и продувка 

оптической части осушенным воздухом с использованием FT-IR Purge Gas Generator 74-5041 

(Parker Hannifin Corporation, Haverhill, MA, USA). Температура стабилизировалась с помощью 

термостатирующего держателя кюветы с точностью ±0.1˚С.  

Используемые окна жидкостных кювет изготовлены из монокристаллического кварца. 

При этом главная ось кристалла располагалась перпендикулярно плоскости окна, вдоль 

направления распространения излучения в спектрометре (z-cut кварц). Такое расположение 

позволяет избежать эффекта двойного лучепреломления в материале окон, который в 

результате интерференции обыкновенного и необыкновенного лучей может существенно 

искажать спектры растворов. Толщина окон составляла 2.04 мм. Сама кювета в сборе 

изображена на рисунке 2.1. 

 

Рисунок 2.1. Жидкостная кювета для измерения спектров в терагерцовой области.  

Для фиксации толщин образца в кюветах использовались тефлоновые прокладки между 

окнами толщиной 50 и 100 мкм. Однако реальные толщины немного варьируют, в зависимости 

от силы затягивания корпуса кюветы, неровностей самих прокладок и др. Поэтому точное 

расстояние между окнами измерялось после сборки кювет. Для этого применяли 

интерферометрический метод с использованием ИК спектрометра с Фурье-преобразованием 
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Vertex 80v (Bruker, Germany). Окна из z-cut кварца, помимо терагерцового диапазона, 

прозрачны и в ближней ИК области, поэтому ИК спектры пустых кювет измерялись в области 

4000-8000 см-1. Спектры содержат периодические полосы, обусловленные переотражением 

излучения между окнами и последующей интерференцией [469]. На рисунке 2.2 показаны 

спектры двух описанных пустых кювет. 

 

Рисунок 2.2. Интерференционные полосы в спектрах пустых кювет. 

Несложно установить, что расстояние между двумя соседними интерференционными 

полосами Δν по шкале волновых чисел связано с расстоянием между окнами l через 

соотношение: 

𝑙𝑙 (мкм) = 5000
Δν(см−1)

.      (2.1) 

Отметим, что при измерении заполненных водным раствором кювет с указанными 

толщинами эффектом интерференции можно полностью пренебречь. Дело в том, что 

происходит ослабление интенсивности излучения не менее чем в 104 раз при прохождении 

двойного слоя водного раствора толщиной 50 или 100 мкм, с учётом потерь при двукратном 

отражении на границах раствор-кварц. Интерференция из-за переотражения в кварцевом окне 

тоже  не  проявляется  в  спектрах  по  причине  того,  что  выбранное  спектральное  

разрешение 4 см-1 превышает расчётный период интерференционных полос для окна 1.2 см-1. 

Помимо спектров растворов, проводились измерения спектров сухого вещества 

биомолекул, для которых также рассчитывались ДП по формулам (1.15). Приготовление сухих 

образцов и измерения их толщин для каждого типа биомолекул описаны в соответствующих 

методических разделах 2.9 – 2.12. 
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Важно отметить одну техническую деталь. Использующийся в работе спектрометр по 

спецификации позволяет измерять спектры от 1.2 до 120 см-1. Если говорить о спектрах 

поглощения, то этот диапазон действительно покрывается спектрометром. Однако при анализе 

спектра фазы, необходимого для расчёта комплексной ДП, оказывается, что диапазон 

получения корректных данных несколько уже. Сначала в расчёт брали спектры из диапазона 

10-100 см-1 для анализа белковых растворов (раздел 2.8). Затем спектрометр был отъюстирован 

силами нашей лаборатории, что дало возможность получать стабильные данные в более 

широком диапазоне 10 – 110 см-1, которые использовались для анализа суспензий липосом 

(раздел 2.9), растворов АТФ (раздел 2.10), ДНК (раздел 2.11) и сахаров (раздел 2.12). Это 

привело к небольшим смещениям определяемых параметров (раздел 2.5), но полученные 

выводы во всех случаях делались на основании сравнения анализируемых образцов с 

контрольными образцами, как это описано в разделах 2.8 – 2.12, что позволяло делать 

обоснованные выводы, не зависящие от проведения упомянутой технической процедуры. 

2.3 Расчёт спектров диэлектрической проницаемости водной фазы растворов биомолекул 

Раствор биомолекул с диэлектрической точки зрения является гетерогенной системой, 

состоящей из водной фазы и биомолекул, то есть это двухфазная система. Выделение в 

отдельную фазу присутствующих в растворах нанопузырьков, подробное обсуждение которых 

содержится в Главе 4, в данном случае нецелесообразно, поскольку анализировались растворы 

с концентрациями биомолекул порядка нескольких объёмных процентов, а объёмная доля 

нанопузырьков не превышает 10-7. В принципе, можно выделить ещё одну фазу – гидратные 

оболочки биомолекул, тогда система может рассматриваться как трёхфазная. Однако выделение 

гидратных оболочек в отдельную фазу представляет трудности, заключающиеся в том, что 

нельзя определить её чёткие границы, а параметры гидратной воды изменяются по мере 

удаления от биомолекулы. Поэтому более определённым в интерпретациях результатов 

является рассмотрение раствора биомолекул как двухфазной системы. При этом 

характеристики гидратных оболочек можно анализировать по отличиям усреднённых ДП 

водной фазы раствора биомолекул от ДП растворителя.  

Для получения ДП водной фазы раствора биомолекул необходимо из измеренных ДП 

растворов вычесть вклад биомолекул. Это делалось на основании моделей эффективной среды. 

В настоящей работе использовались три модели эффективной среды: Максвелла Гарнетта, 

Бруггемана и разработанная собственная модель для фибриллярных биомолекул (раздел 2.4). 
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Для каждого типа биомолекул в соответствующих методических частях разделов 2.8-2.12 

сделаны обоснования применения выбранной модели эффективной среды. 

 

 

2.4. Разработка модели эффективной среды для растворов фибриллярных биомолекул 

В разделе 1.6.6 дан обзор применения моделей эффективной среды при анализе ДП 

растворов биомолекул и описана проблема отсутствия проверенных моделей эффективной 

среды, применимых для растворов фибриллярных биомолекул. В данном разделе проводится 

теоретическая разработка такой модели и описана её экспериментальная проверка.  

2.4.1. Базовые теоретические соотношения 

Взаимодействие электрического поля с веществом описывается методами 

электродинамики сплошных сред [470]. Наиболее простой для рассмотрения случай – 

диэлектрик в постоянном электрическом поле. Сначала будет использоваться именно это 

приближение, а затем произведено обобщение на случай переменных полей с некоторыми 

оговорками.  

Приложение электрического поля E вызывает отклик среды в виде электрической 

поляризации P, где смысл вектора P – это средний дипольный момент единичного объёма 

среды. Для изотропных сред под действием не очень сильных электрических полей (по 

сравнению с внутриатомными полями) поляризация линейно связана с напряжённостью через 

параметр поляризуемости α: 

𝑷𝑷 = α𝑬𝑬.      (2.2) 

Также для описания электрического поля в диэлектрике используют вектор 

электрической индукции 𝑫𝑫, который связан с напряжённостью поля и поляризацией: 

𝑫𝑫 = 𝑬𝑬 + 4𝜋𝜋𝑷𝑷      (2.3) 

Соотношение (2.3) может быть записано в другом виде: 

𝑫𝑫 = ε𝑬𝑬,      (2.4) 
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где определена одна из важнейших характеристик вещества – ДП: 𝜀𝜀 = 1 + 4𝜋𝜋𝛼𝛼.  

Описание диэлектрических свойств неоднородных диэлектриков (гетерогенных систем) 

производят с использованием моделей эффективной среды. Суть этого подхода сводится к 

рассмотрению средних (или эффективных) параметров, содержащихся в формуле (2.4). В таком 

случае эффективная ДП 𝜀𝜀𝑒𝑒𝜀𝜀𝜀𝜀 определяется следующим образом: 

𝑫𝑫� = 𝜀𝜀𝑒𝑒𝜀𝜀𝜀𝜀𝑬𝑬�,  или 

1
𝑉𝑉 ∫ 𝜀𝜀(𝒓𝒓)𝑬𝑬 (𝒓𝒓)𝑑𝑑𝑑𝑑 = 𝜀𝜀𝑒𝑒𝜀𝜀𝜀𝜀

1
𝑉𝑉 ∫𝑬𝑬 (𝒓𝒓)𝑑𝑑𝑑𝑑 ,    (2.5) 

где интегрирование проводится по объёму диэлектрика V, намного превышающем размер 

включений. 

В большинстве случаев имеют дело с двухфазными диэлектриками, представляющими 

собой однородную среду (матрицу) из одного диэлектрика ε1, внутри которой содержатся 

однородные включения другого диэлектрика ε2. В таких случаях производится разделение 

объёма диэлектрика на части 𝑑𝑑1 + 𝑑𝑑2 = 𝑑𝑑, относящиеся к разным фазам, и формула (2.5) 

преобразуется к следующему виду: 

1
𝑉𝑉 ∫ 𝜀𝜀1𝑬𝑬 (𝒓𝒓)𝑑𝑑𝑑𝑑1 + 1

𝑉𝑉 ∫ 𝜀𝜀2𝑬𝑬 (𝒓𝒓)𝑑𝑑𝑑𝑑2 = 𝜀𝜀𝑒𝑒𝜀𝜀𝜀𝜀
1
𝑉𝑉

(∫𝑬𝑬 (𝒓𝒓)𝑑𝑑𝑑𝑑1 + ∫𝑬𝑬 (𝒓𝒓)𝑑𝑑𝑑𝑑2)  (2.6) 

Решением задачи для модели эффективной среды является получение зависимости 𝜀𝜀𝑒𝑒𝜀𝜀𝜀𝜀 

от 𝜀𝜀1, 𝜀𝜀2, концентрации и других параметров составляющих фаз. 

2.4.2. Двухфазный диэлектрик с нитевидными включениями 

Под нитевидными в данной работе понимаются включения, удовлетворяющие 

следующим условиям: длина намного превышает толщину, толщина заметно не меняется по 

всей длине, в поперечном сечении размеры соизмеримы, изгибы плавные. Нитевидный объект 

достаточно сложен для описания из-за его хаотичности. При этом в отсутствии какого-либо 

упорядочивания системы можно считать, что в двухфазном диэлектрике с нитевидными 

включениями в среднем все направления равноправны, и это само по себе задаёт условие 

симметрии. Процесс поляризации такого диэлектрика может быть описан скалярной 

эффективной ДП 𝜀𝜀𝑒𝑒𝜀𝜀𝜀𝜀, определяемой уравнением (2.6). 



 
 

69 
 

Для интегрирования по объёмам 𝑑𝑑1, 𝑑𝑑2, относящимся к матрице и включениям, 

соответственно, необходимо обладать информацией о напряжённости поля 𝑬𝑬(𝒓𝒓), как в матрице, 

так и внутри включений. Обозначим поле внутри матрицы как 𝑬𝑬1. При рассмотрении поля в 

какой-либо точке нитевидного включения можно выделить фрагмент нити длиной много 

больше толщины с равноудалёнными от этой точки концами (рис. 1). Ввиду описанных выше 

требований к нитевидным включениям, всегда можно выбрать такой фрагмент, чтобы его 

форму можно было в первом приближении считать цилиндрической. При этом направление оси 

выделенного цилиндра может описываться углом 𝜃𝜃 относительно направления электрического 

поля 𝑬𝑬1.  

 

Рисунок 2.3. Выделение длинного приблизительно цилиндрического фрагмента из нитевидной 

структуры ε2, находящейся в однородном диэлектрике ε1 с напряжённостью электрического 

поля 𝑬𝑬1. Направление выделенного цилиндрического фрагмента определяется углом 𝜃𝜃 

относительно направления электрического поля. 

Таким образом, электрическое поле в любой точке нитевидного включения можно 

определить, опираясь на модель длинного цилиндрического диэлектрика ε2, находящегося в 

среде другого диэлектрика ε1 с внутренним полем 𝑬𝑬1. Решение данной задачи может быть 

получено на основании базовых закономерностей электродинамики сплошных сред [470]. 

Известно, что находясь во внешнем однородном электрическом поле, внутреннее поле 

диэлектрического эллипсоида однородно. Длинный (в идеале, бесконечный) цилиндр является 

предельным случаем этой задачи и также характеризуется однородным внутренним полем. 

Внутреннее поле такого цилиндрического диэлектрика 𝑬𝑬2 при внешнем поле 𝑬𝑬1, 

перпендикулярном оси цилиндра, определяется следующим образом: 
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𝑬𝑬𝟐𝟐𝒏𝒏 = 2𝜀𝜀1
𝜀𝜀1+𝜀𝜀2

𝑬𝑬1,     (2.7) 

а при внешнем поле, параллельном оси цилиндра, 𝑬𝑬2 определяется из граничного условия для 

тангенциальных составляющих напряжённости поля: 

𝑬𝑬𝟐𝟐𝒕𝒕 = 𝑬𝑬1.      (2.8) 

При направлении оси цилиндра под углом θ к полю 𝑬𝑬1, внутреннее поле 𝑬𝑬2, очевидно, 

определяется векторной суммой проекций: 

𝑬𝑬2 = 𝐸𝐸1 ∗ cos𝜃𝜃 ∗ 𝒍𝒍 + 𝐸𝐸1 ∗
2𝜀𝜀1
𝜀𝜀1+𝜀𝜀2

∗ sin𝜃𝜃 ∗ 𝒏𝒏 ,    (2.9) 

где 𝒍𝒍 – единичный вектор, направленный вдоль оси цилиндра, а 𝒏𝒏 – единичный вектор, 

перпендикулярный оси цилиндра и лежащий в плоскости векторов 𝒍𝒍 и 𝑬𝑬1. 

Ввиду хаотического расположения включений, единственное выделенное направление в 

рассматриваемой двухфазной системе определяется вектором 𝑬𝑬1. Поэтому усреднение поля 𝑬𝑬 

по объёму V2 в формуле (2.6) тождественно усреднению проекции поля 𝑬𝑬2 на направление 𝑬𝑬1: 

𝑬𝑬2���� = (𝑬𝑬2 ∗ 𝑬𝑬1)𝑬𝑬1/𝐸𝐸12�������������������� = �𝑐𝑐𝑐𝑐𝑠𝑠2𝜃𝜃 + 2𝜀𝜀1
𝜀𝜀1+𝜀𝜀2

𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠2𝜃𝜃����������������������������� 𝑬𝑬1   (2.10) 

Данная операция усреднения наиболее простым образом может быть выполнена с 

использованием сферической системы координат и интегрированием по телесному углу: 

𝑬𝑬2���� = 𝑬𝑬1
4𝜋𝜋 ∫ 𝑑𝑑𝛥𝛥 ∫ (𝑐𝑐𝑐𝑐𝑠𝑠2𝜃𝜃 + 2𝜀𝜀1

𝜀𝜀1+𝜀𝜀2
𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠2𝜃𝜃) sin 𝜃𝜃 𝑑𝑑𝜃𝜃𝜋𝜋

0
2𝜋𝜋
0 = 1

3
�5𝜀𝜀1+𝜀𝜀2
𝜀𝜀1+𝜀𝜀2

�𝑬𝑬1,  (2.11) 

Введём объёмную концентрацию нитевидных включений f2=V2/V, тогда с учётом (2.11) 

выражение (2.6) преобразуется к виду: 

(1 − 𝑓𝑓2)𝜀𝜀1 + 𝜀𝜀2𝜀𝜀2
3
�5𝜀𝜀1+𝜀𝜀2
𝜀𝜀1+𝜀𝜀2

� = 𝜀𝜀𝑒𝑒𝜀𝜀𝜀𝜀 �1 − 𝑓𝑓2 + 𝜀𝜀2
3
�5𝜀𝜀1+𝜀𝜀2
𝜀𝜀1+𝜀𝜀2

��   (2.12) 

Отметим отдельно, что выражение (2.12) получено для нитевидных включений, 

состоящих из изотропного диэлектрика. В случае, когда ДП в поле поперечном 𝜀𝜀2𝑖𝑖 и 

продольном 𝜀𝜀2𝑡𝑡 относительно оси нитевидного включения отличаются, выражение для 𝜀𝜀𝑒𝑒𝜀𝜀𝜀𝜀 

несколько усложняется: 
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(1 − 𝑓𝑓2)𝜀𝜀1 + 𝜀𝜀2
3
�𝜀𝜀2𝑡𝑡 + 4𝜀𝜀1𝜀𝜀2𝑛𝑛

𝜀𝜀1+𝜀𝜀2
𝑛𝑛� = 𝜀𝜀𝑒𝑒𝜀𝜀𝜀𝜀 �1 − 𝑓𝑓2 + 𝜀𝜀2

3
�5𝜀𝜀1+𝜀𝜀2

𝑛𝑛

𝜀𝜀1+𝜀𝜀2
𝑛𝑛 ��   (2.13) 

При малых концентрациях включений (f2<0.1) с изотропными диэлектрическими свойствами, 

уравнение (2.12) можно упростить, записав 𝜀𝜀𝑒𝑒𝜀𝜀𝜀𝜀 в виде разложения по f2 с точностью до первого 

порядка малости: 

𝜀𝜀𝑒𝑒𝜀𝜀𝜀𝜀 =
(1 − 𝑓𝑓2)𝜀𝜀1 + 𝑓𝑓2𝜀𝜀2

3 �5𝜀𝜀1 + 𝜀𝜀2
𝜀𝜀1 + 𝜀𝜀2

�

1 − 𝑓𝑓2 + 𝑓𝑓2
3 �5𝜀𝜀1 + 𝜀𝜀2

𝜀𝜀1 + 𝜀𝜀2
�

≈

≈ �(1 − 𝑓𝑓2)𝜀𝜀1 +
𝑓𝑓2𝜀𝜀2

3
�

5𝜀𝜀1 + 𝜀𝜀2
𝜀𝜀1 + 𝜀𝜀2

�� ∗ �1 + 𝑓𝑓2 −
𝑓𝑓2
3
�

5𝜀𝜀1 + 𝜀𝜀2
𝜀𝜀1 + 𝜀𝜀2

�� ≈ 

≈ 𝜀𝜀1 + 𝑓𝑓2
(𝜀𝜀2−𝜀𝜀1)(5𝜀𝜀1+𝜀𝜀2)

3(𝜀𝜀1+𝜀𝜀2)      (2.14) 

2.4.3. Применимость полученных соотношений для переменных полей 

Напомним, что соотношения (2.12-2.14) были получены в электростатическом 

приближении. Рассмотрение той же системы в переменных полях является более общим 

случаем. Диэлектрический отклик может сложным образом зависеть от частоты, что связано с 

наличием различных типов поляризационных процессов, обусловленных строением вещества и 

проявляющихся в разных частотных диапазонах. При этом появляется частотно зависимый 

сдвиг фаз между векторами 𝑬𝑬 и 𝑷𝑷, 𝑬𝑬 и 𝑫𝑫, входящими в базовые зависимости (2.2-2.5). Для 

описания диэлектрических свойств в переменных полях обычно вводят комплексную ДП: 

𝜀𝜀∗ = 𝜀𝜀′ − 𝑠𝑠𝜀𝜀′′ [452,454]. Наличие мнимой части позволяет учитывать упомянутый сдвиг фаз, а 

также диэлектрические потери. Этот подход применим также для веществ, обладающих 

ненулевой проводимостью. Важно, что все основные соотношения между 𝑬𝑬 и 𝑫𝑫, а, 

следовательно, и полученные выражения для 𝜀𝜀𝑒𝑒𝜀𝜀𝜀𝜀 при этом сохраняют форму. Только ДП в 

этом случае рассматривается не как константа, а как комплексная функция частоты.  

Однако имеется два условия, которые должны выполняться для правомерности 

указанного перехода к переменным полям [454]. Во-первых, размеры включений должны быть 

малы по сравнению с длиной волны излучения рассматриваемой частоты. Это гарантирует 

отсутствие процессов рассеяния на включениях. Во-вторых, некорректно рассмотрение 

гетерогенных систем в переменных полях с тотальным ослаблением поля хотя бы одной из 
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компонент. Это исключает применимость описанного подхода, например, при наличии 

металлических включений с размерами, превышающими толщину скин-слоя. 

2.4.4. Экспериментальная проверка модели эффективной среды на примере раствора ДНК 

В качестве экспериментальной проверки представленной теоретической модели 

эффективной среды был проведён контрольный эксперимент с водным раствором ДНК. Раствор 

готовили из натриевой соли ДНК из тимуса телёнка (Sigma-Aldrich, США) в концентрации 80 

мг/мл в воде MilliQ (Millipore, Германия). Помимо растворов готовили сухие образцы ДНК в 

виде плёнок на окнах из z-cut кварца путём высушивания растворов ДНК под вакуумом 1 мбар 

в течение 12 часов.  

Производилось измерение спектров воды, раствора ДНК и сухой плёнки ДНК с 

помощью terahertz time-domain спектрометра TPS Spectra 3000 (Teraview, UK) согласно 

методикам, описанным в разделах 2.1 и 2.11.1. 

В разделе 2.4.2. указано, что для нитевидных включений, обладающих изотропными 

диэлектрическими свойствами, применима формула (2.12). В случае отличий диэлектрических 

характеристик в поперечном и продольном направлении нитевидных включений необходимо 

использовать более точную формулу (2.13). Для ДНК имеются данные [471,472], согласно 

которым указанные отличия малы, поэтому в первом приближении их можно не учитывать.  

Для использования формулы (2.12) необходимо знать объёмную долю включений 𝑓𝑓2. 

Этот параметр был рассчитан путём умножения массовой доли ДНК в растворе (8%) на 

удельный объём ДНК (0.5 cm3/g) [473], в результате 𝑓𝑓2 = 0.04. 

Модель эффективной среды (2.12), применительно к раствору ДНК, описывает 

взаимосвязь трёх комплексных ДП: воды, раствора ДНК и сухой ДНК. Все три 

экспериментально полученные ДП представлены на рисунке 2.4, вместе с теоретической ДП 

раствора ДНК, рассчитанной по формуле (2.12) с использованием ДП воды и сухой ДНК. 

Очевидно, теоретические кривые хорошо совпадают с экспериментальными. Это 

свидетельствует об адекватности полученной теоретической модели (2.12). Небольшие отличия 

между теоретическими и экспериментальными кривыми можно объяснить (помимо 

погрешности эксперимента и небольшой степени анизотропии ДНК) неоднородностью свойств 

воды в растворе ДНК. Хорошо известно, что вблизи биологических макромолекул вода 

претерпевает изменения, формируя гидратную оболочку. Диэлектрические свойства гидратной 
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воды отличаются от невозмущённой воды, что может вносить свой вклад в ДП. Этот аспект 

будет подробно рассмотрен в разделе 2.11. 

 

Рисунок 2.4. Слева: ДП (действительные 𝜀𝜀′ и мнимые 𝜀𝜀′′ части) сухой ДНК, воды, водного 

раствора ДНК (экспериментальные и теоретически рассчитанные). Справа: разность 

экспериментальных и теоретических спектров 𝜀𝜀′ и 𝜀𝜀′′ раствора ДНК. 

Напомним, что формула (2.12) была получена в электростатическом приближении и 

обобщена на случай переменных полей с условием малости отношения размера включений к 

длине волны. Это означает, что модель (2.12) применительно к растворам ДНК корректна не 

только в подтверждённом ТГц диапазоне, но и во всей более длинноволновой (низкочастотной) 

области спектра. 

2.4.5. Применимость модели эффективной среды для растворов фибриллярных 

биополимеров 

Разработанная в разделе 2.4.2 теоретическая модель эффективной среды может 

использоваться для анализа ДП двухфазных систем с нитевидными включениями. Это могут 

быть различные полимеры в соответствующих растворителях, сохраняющие химическую 

стабильность. Видится, что в биологических исследованиях наибольшее применение она найдёт 

при исследовании растворов биополимеров. В разделе 2.4.4 уже была продемонстрирована её 

применимость для раствора ДНК [465,474]. Кроме этого, очевидно, она может использоваться 

для анализа растворов фибриллярных белков [475,476], фибриллярных белковых агрегатов 

[477,478], полисахаридов [209,479].  

2.5. Расчёт параметров диэлектрической проницаемости воды в ТГц диапазоне 
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Как описано в разделе 2.1, идея исследования гидратации биомолекул в водном растворе 

сводится к сравнению характеристик воды раствора биомолекул и растворителя. При сравнении 

их ДП оказывается, что это гладкие нехарактеристичные спектры, немного смещённые друг 

относительно друга (рисунки 2.8, 2.11, 2.15, 2.18, 2.23), и визуально отличия в ДП не позволяют 

получить какую-либо конкретную информацию об изменениях структурно-динамических 

характеристик воды в гидратных оболочках. Поэтому требуется более глубокий анализ 

спектров ДП для извлечения параметров с ясным физическим смыслом, относящимся к 

структуре и динамике воды изучаемых растворов. 

В настоящей работе для анализа спектров ДП использовался подход на основе фитинга. 

Строилась модельная ДП воды, и реализовывался её фитинг к ДП, полученным 

экспериментально для изучаемых растворов. Это позволяет рассчитывать значения параметров 

модельной ДП, характеризующих межмолекулярную структуру и динамику воды. Для 

построения модельной ДП воды необходимо учесть вклад всех основных молекулярно-

динамических процессов, ответственных за наличие областей дисперсии в анализируемой 

частотной области (10 – 110 см-1). В указанном диапазоне проявляются следующие процессы 

(рисунок 2.5):  

1. Дебаевская релаксация – ориентационная релаксация связанных молекул воды. Они могут быть 

связаны как водородными связями в структуре невозмущённой воды, так и будучи в гидратных 

оболочках под влиянием кулоновского поля ионов [11,12,36,37,480,481]. Акт ориентационного 

движения молекулы воды реализуется после получения энергии активации, приводящей к её 

высвобождению из связанного состояния с последующим связыванием в другой позиции. В 

спектре водных растворов это интенсивная широкая область дисперсии с максимумом 

поглощения ~1 см-1 (сильно зависит от температуры и растворённых веществ [480,481]). Время 

дебаевской релаксации отражает характерное время существования молекул воды в связанном 

состоянии. Чем сильнее связана молекула, тем больше время дебаевской релаксации. 

2. Высокочастотная релаксация, обнаруживаемая в спектрах любых водных растворов как слабая 

полоса, с максимумом ≈10–20 см-1. Данный тип молекулярной динамики воды относят к 

процессу ориентационной релаксации свободных молекул воды [34–38]. Под свободными 

понимаются молекулы, не связанные ни одной водородной связью и не находящиеся в сильном 

поляризующем кулоновском поле ионов. Возможно, данная фракция гипермобильных молекул 

содержит некоторую примесь слабо связанных молекул воды, например, молекул с одной 

сильно искажённой водородной связью [37], но данный вопрос пока открыт в мировой науке. 
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Время высокочастотной релаксации характеризует время переориентации свободных молекул 

воды. 

3. Межмолекулярные (трансляционные) продольные колебания молекул воды, связанных 

водородными связями [49–51]. Широкая интенсивная колебательная полоса с максимумом ≈200 

см-1. 

4. В ряде работ выделяют также поперечные трансляционные колебания связанных водородными 

связями молекул воды [50–52]. Данная полоса с максимумом около ≈50 см-1 отчётливо 

наблюдаются в спектрах комбинационного рассеяния [50,53] ввиду достаточно сильно 

изменения поляризуемости молекул при данном типе колебаний. При этом в спектрах 

поглощения она проявляется чрезвычайно слабо [51,52], её интенсивность примерно в 30 раз 

меньше, чем интенсивность продольной трансляционной полосы. Это, очевидно, связано с 

малым дипольным моментом перехода на данный колебательный уровень, а значит она также 

крайне слабо должна проявляться в диэлектрических спектрах. 

  

 (а) (б) 

Рисунок 2.5. Разложение на полосы мнимой части ДП воды при 25˚С. Слева показан общий вид 

спектра в широком диапазоне частот, справа – в анализируемом ТГц интервале. 

В настоящей работе использовалась модель ДП воды, включающая в себя первые три 

спектральные полосы из четырёх перечисленных, а также ионную проводимость: 

𝜀𝜀𝑤𝑤∗ = 𝛥𝛥𝜀𝜀1
1−𝑖𝑖𝑖𝑖𝜏𝜏1

+ 𝛥𝛥𝜀𝜀2
1−𝑖𝑖𝑖𝑖𝜏𝜏2

+ 𝐴𝐴1
𝑖𝑖1
2−𝑖𝑖2−𝑖𝑖𝑖𝑖𝛾𝛾1

+ 𝜀𝜀∞ + 𝑠𝑠 𝜎𝜎0
𝜀𝜀0𝑖𝑖

,    (2.15) 

где 𝜏𝜏1,2 – время релаксации связанных и свободных молекул воды; 𝛥𝛥𝜀𝜀1,2 – вклад 

соответствующих релаксационных процессов в общий диэлектрический отклик воды; 𝐴𝐴1 – 

амплитуда продольной трансляционной полосы; 𝜔𝜔1 – резонансная частота; 𝛾𝛾1 – параметр, 
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имеющий смысл ширины полосы; 𝜀𝜀∞ – высокочастотная ДП (в области более высоких частот 

относительно колебательной полосы); ω – циклическая частота; i – мнимая единица, а член 𝑠𝑠 𝜎𝜎0
𝜀𝜀0𝑖𝑖

 

описывает диэлектрические потери, связанные с ионной проводимостью (𝜎𝜎0 – проводимость в 

постоянном электрическом поле, 0ε  – электрическая постоянная). 

 Каждый член модельной ДП (2.15) описывает определённый тип структуры и динамики 

воды с привлечением вполне определённых физических параметров, таких как время 

ориентационной релаксации, частота межмолекулярных колебаний, вклад того или иного 

молекулярно-динамического процесса в общий диэлектрический отклик и т. д. Единственная 

полоса из анализируемого диапазона, которая не была включена в рассмотрение – полоса 

поперечных трансляционных колебаний. Эта полоса намного слабее остальных и не вносит 

существенного вклада в ДП. К тому же её учёт добавил бы ещё три параметра в модель ДП, что 

подразумевает большие неопределённости в расчётах всех параметров модели в процессе 

фитинга.  

 Модель (2.15) всего содержит 9 параметров: τ1, τ2, Δε1, Δε2, A1, ω1, γ1, ε∞, σ0. Часть этих 

параметров исключалась из рассмотрения. Параметр σ0 определялся с помощью прямых 

измерений проводимости. Параметр высокочастотной ДП ε∞ можно считать постоянным, 

поскольку он почти не меняется среди слабо отличных растворов, к тому же его вариации 

практически не влияют на значения остальных параметров, определяемых в процессе фитинга. 

Для этого параметра использовалось постоянное значение 2.5, соответствующее величине 

действительной части ДП воды вблизи 300 см-1.  

 Также из фитинга исключался параметр 𝜏𝜏1 на основании следующих соображений. В 

анализируемом спектральном интервале (10 – 110 см-1) выполняется следующее соотношение 

параметров: 𝜔𝜔𝜏𝜏1 ≫ 1, следовательно, по первому члену модельная ДП (2.15) зависит от 

отношения Δε1 𝜏𝜏1⁄ . Это означает, что изменение модельных спектров при уменьшении Δε1 

практически аналогично увеличению τ1. Здесь важно отметить, что при усилении связывания 

молекул воды эти параметры меняются именно таким образом: происходит снижение 

амплитуды дебаевской полосы Δε1 и увеличение времени релаксации τ1 [13,203,204,482–484]. 

Поскольку, как будет показано далее, данная полоса использовалась для анализа изменения 

связанности молекул воды, нет смысла в процессе фитинга определять оба эти параметра. 

Поэтому в настоящей работе варьировался параметр Δε1, а параметр τ1 фиксировался на 

значении для чистой воды при заданной температуре, взятом из [485]. В итоге, в модели (2.15) 

остались следующие варьируемые параметры: Δε1, Δε2, τ2, A1, ω1, γ1.  
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 В данном случае информативность предлагаемого подхода зависит от двух факторов: 

количества параметров и точности их расчёта. При малом количестве параметров страдает 

полнота описания, а при слишком большом – точность фитинга. Опытным путём описанный 

подход был выбран как оптимальный.  

 Процедура фитинга реализовывалась с помощью программы, написанной на языке C++. 

Алгоритм сводился к перебору значений параметров модельной ДП и поиску минимального 

отклонения s модельной ДП 𝜀𝜀𝑤𝑤
мод от экспериментальной ДП 𝜀𝜀𝑤𝑤экс согласно следующему 

критерию:  

𝑠𝑠 = 1
𝑁𝑁
�∑ ��𝜀𝜀′𝑤𝑤

экс(𝑖𝑖𝑖𝑖)−𝜀𝜀′𝑤𝑤
мод(𝑖𝑖𝑖𝑖)

𝜀𝜀′𝑤𝑤
мод(𝑖𝑖𝑖𝑖)

�
2

+ �𝜀𝜀′′𝑤𝑤
экс(𝑖𝑖𝑖𝑖)−𝜀𝜀′′𝑤𝑤

мод(𝑖𝑖𝑖𝑖)
𝜀𝜀′′𝑤𝑤

мод(𝑖𝑖𝑖𝑖)
�
2

�𝑁𝑁
𝑖𝑖=1    (2.16) 

где N=250 – число точек в спектре. Сама численная процедура фитинга была построена по 

принципу последовательного перебора всех значений сетки параметров, без использования 

итерационных процедур. Это позволяло гарантированно находить глобальный минимум при 

реализации численной процедуры. Интервалы перебора значений параметров выбирались так, 

чтобы при уменьшении их в два раза не происходило заметного изменения результата фитинга. 

2.6. Интерпретация параметров в терминах межмолекулярной структуры и динамики 

воды 

 В результате процедуры фитинга, описанной в разделе 2.5, рассчитывались параметры 

модельной ДП, характеризующие водную фазу раствора биомолекул, а также параметры 

аналогичного раствора без биомолекул. Это позволяет сравнить состояние воды в присутствии 

и отсутствии биомолекул по ряду параметров. Установив отличие в значении какого-либо 

параметра можно дать интерпретацию этим отличиям на молекулярном уровне и сделать 

выводы о структурно-динамических характеристиках гидратных оболочек биомолекул. Каждый 

параметр несёт в себе определённый физический смысл.  

 Амплитуда полосы дебаевской релаксации Δε1 характеризует вклад дебаевской 

релаксации в диэлектрический отклик раствора. Уменьшение этой величины свидетельствует о 

проявлении процессов деполяризации в растворе. При рассмотрении диэлектрических 

характеристик растворов выделяют несколько типов процесса деполяризации [482,486–489]:  

1. эффект разбавления – вытеснение молекул воды ионами; 
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2. кинетическая деполяризация – движение ионов в поле приводит к влиянию на ориентацию 

молекул воды; 

3. статическая деполяризация – растворённые вещества частично связывают молекулы воды в 

гидратных оболочках, что приводит к уменьшению их подвижности. 

 При невысоких концентрациях свободных ионов (порядка физиологических значений) в 

растворах вклад эффекта разбавления не превышает 1% и им можно с хорошей точностью 

пренебречь. Именно такие концентрации солей, как правило, требуются для сохранения 

нативной структуры биомолекул. Кинетическая деполяризация тоже определяется долей 

свободных ионов, а также суммарной ионной проводимостью раствора. Как показано, 

например, в работе [487], при концентрации ионов вплоть до 2-3 М вклад кинетической 

деполяризации не превышает 1%. Это означает, что эффектом кинетической деполяризации без 

существенного ущерба точности тоже можно пренебречь. В итоге, уменьшение величины Δε1 в 

присутствии биомолекул в растворах умеренных концентраций солей практически полностью 

определяется процессами статической деполяризации и свидетельствует о переходе части 

молекул воды в более связанное состояние.  

Высокочастотная релаксационная полоса, определяющаяся параметрами 𝛥𝛥𝜀𝜀2 и 𝜏𝜏2, 

соответствует ориентационной релаксации свободных молекул воды. В данном контексте под 

свободными понимаются молекулы, не связанные водородными связями и не находящиеся в 

сильно поляризующих их кулоновских полях ионов. Увеличение/уменьшение амплитуды Δε2, 

как правило, соответствует увеличению/уменьшению количества свободных молекул воды в 

растворе. Параметр τ2 определяет среднее время переориентации этих молекул.  

 Полоса, описывающаяся параметрами 𝐴𝐴1, 𝜔𝜔1 и 𝛾𝛾1, характеризует межмолекулярные 

колебания связанных водородными связями молекул воды. Увеличение/уменьшение 

резонансной частоты 𝜔𝜔1 указывает на увеличение/уменьшение средней энергии водородных 

связей. Увеличение/уменьшение параметра 𝛾𝛾1 свидетельствует об уширении/уменьшении 

ширины распределения энергий межмолекулярных водородных связей. Изменение амплитуды 

колебательной полосы 𝐴𝐴1 характеризует изменение вклада межмолекулярных колебаний 

связанных водородными связями молекул воды в спектр водного раствора. Это может быть 

обусловлено двумя факторами: изменением количества водородных связей (количество 

молекулярных осцилляторов), либо изменением среднего дипольного момента 

межмолекулярных колебаний. Увеличение/уменьшение дипольного момента колебания 

сопряжено с увеличением/уменьшением амплитуды колебания, которая, как известно, связана с 
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энергией водородной связи. А именно, с увеличением энергии связи её длина и амплитуда 

колебания уменьшаются и наоборот [490]. Как было отмечено выше, изменение средней 

энергии водородных связей в растворе может быть идентифицировано по изменению параметра 

𝜔𝜔1. То есть для того, чтобы сделать правильный вывод о причинах отличия в значении 

параметра 𝐴𝐴1 необходимо рассматривать также и изменение по параметру 𝜔𝜔1. Если же отличий 

по параметру 𝜔𝜔1 не наблюдается, то увеличение/уменьшение параметра 𝐴𝐴1 однозначно 

свидетельствует об увеличении/уменьшении числа водородных связей в растворе. 

 В диэлектрической спектроскопии при анализе вклада отдельного колебательного 

процесса в ДП чаще рассматривают не параметр A, а комбинированный параметр A/ω2. Этот 

параметр имеет размерность, аналогичную амплитудам релаксационных полос 𝛥𝛥𝜀𝜀, что в ряде 

случаев делает рассмотрение диэлектрических характеристик более удобным. Однако, когда 

изменяются оба параметра A и ω, более информативным является рассмотрение их по-

отдельности.  

2.7. Расчёт количества свободных молекул воды в водных растворах 

 Как было указано при описании модели (2.15), второй её член связан с ориентационной 

релаксацией свободных молекул воды, следовательно, амплитуда 2ε∆  должна быть связана с их 

количеством. Рассчитать долю свободных молекул воды можно на основании рассмотрения 

процессов молекулярной поляризации воды в электрическом поле.  

 Можно выделить несколько типов процессов поляризации воды: ориентационная 

поляризация молекул, связанных водородными связями, происходящая при разрыве этих 

связей; ориентационная поляризация свободных молекул; также имеется множество более 

быстрых поляризационных процессов, таких как смещение ядер в молекуле и электронная 

поляризация. Каждый из этих процессов реализуется за свои характерные времена и даёт 

определённый вклад в общее изменение дипольного момента, следовательно, в ДП. Отметим, 

что любой тип поляризации вещества, будучи связан с изменением дипольного момента, 

проявляется в виде области дисперсии в спектрах ДП и относится к определённому 

релаксационному или колебательному молекулярному процессу. Каждый такой процесс, как 

это схематично показано на рисунке 2.6, сопряжён с определённым вкладом в статическую ДП. 

Вклад релаксационных процессов определяется их амплитудой Δε1 и Δε2, а вклад 

молекулярных колебаний – величиной 𝐴𝐴1 𝜔𝜔1
2⁄  (см. формулу 2.15). Каждый тип молекулярной 

поляризации аддитивным образом участвует в общей поляризации вещества, поэтому может 
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рассматриваться отдельно от других. Однако при этом необходимо учесть экранировку 

электрического поля со стороны других поляризационных процессов. Понятно, что 

рассматривая отдельный процесс поляризации на характерных для него временах, эффективная 

экранировка будет реализовываться за счёт соизмеримых по времени или более быстрых 

поляризационных процессов. При рассмотрении ориентационной релаксации свободных 

молекул, единственным более медленным процессом является дебаевская релаксация, со 

временем релаксации в 20-30 раз меньше. Это означает, что экранировкой со стороны данного 

типа поляризации в первом приближении можно пренебречь. 

 

Рисунок 2.6. Схематичное изображение связи ДП воды с молекулярными релаксационными и 

колебательными процессами на разных частотах [491]. 

Согласно модели (2.15), вклад процесса ориентационной поляризации свободных молекул 

воды в ДП определяется величиной 𝛥𝛥𝜀𝜀2, а вклад всех более быстрых поляризационных 

процессов выражается следующим образом:  

𝜀𝜀′∞ = 𝐴𝐴1
𝑖𝑖1
2 + 𝜀𝜀∞     (2.17) 

Для описания процесса поляризации воды в области частот между двумя 

релаксационными полосами воды можно использовать соотношение, по смыслу аналогичное 

формуле Дебая-Ланжевена: 

𝜀𝜀�  −1
𝜀𝜀�  +2

= 𝑁𝑁 4𝜋𝜋
3
�𝛼𝛼∞ + 𝑠𝑠 1

4𝜋𝜋𝜀𝜀0

𝑝𝑝2

3𝑘𝑘𝑘𝑘
�     (2.18) 
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где 𝜀𝜀̃ = Δε2 + ε′∞, N – число молекул воды в единице объёма, 𝛼𝛼∞ – высокочастотная 

поляризуемость, n – доля свободных молекул воды, р – дипольный момент молекулы воды, k – 

постоянная Больцмана, Т – абсолютная температура. Соотношение (2.18) отличается от 

формулы Дебая-Ланжевена тем, что содержит величину n перед членом, определяющим 

ориентационную поляризацию. Данный коэффициент определяет долю свободных молекул 

воды, поскольку только они в рассматриваемой частотной области способны активно 

реализовывать ориентационную поляризацию, тогда как в более быстрых поляризационных 

процессах участвуют все N молекул.  

 Для высокочастотной поляризуемости 𝛼𝛼∞ можно записать следующее соотношение: 

ε′∞ −1
𝜀𝜀′∞ +2

= 𝑁𝑁 4𝜋𝜋
3
𝛼𝛼∞,      (2.19) 

являющееся аналогом формулы Лоренца-Лоренца для дальней ИК-области. 

 Исключая величину 𝛼𝛼∞ из уравнения (2.18) с использованием соотношения (2.19) и 

учитывая соотношение (2.17), можно получить формулу для n: 

𝑠𝑠 = 3Δε2
�Δε2+𝐴𝐴1 𝑖𝑖1

2⁄ +𝜀𝜀∞+2�(𝐴𝐴1 𝑖𝑖1
2⁄ +𝜀𝜀∞+2)

∗ 9𝑘𝑘𝑘𝑘𝜀𝜀0
𝑁𝑁𝑝𝑝2

.     (2.20) 

 Если в формулу (2.20) подставить константы k=1.38×1023 Дж/К, р=6.17×10-30 Кл*м, 

N=NA×55.56×103 молекул/м3, NA=6×1023 молекул/моль, то расчётная формула для процента 

свободных молекул воды может быть записана следующим образом: 

𝑠𝑠[%] = 0.26∗Δε2∗𝑘𝑘[°𝐾𝐾]
�Δε2+𝐴𝐴1 𝑖𝑖1

2⁄ +𝜀𝜀∞+2�∗(𝐴𝐴1 𝑖𝑖1
2⁄ +𝜀𝜀∞+2)

    (2.21) 

 Температура T задаётся в эксперименте, а параметры Δε2, 𝐴𝐴1, 𝜔𝜔1 и 𝜀𝜀∞ определяются на 

основании процедуры фитинга, как это описано в разделе 2.5. Таким образом, с помощью 

формулы (2.21) можно рассчитывать процент свободных молекул воды в растворах на 

основании спектров ДП в ТГц области. 

2.8. Гидратация белков 

В данном разделе описаны результаты исследования гидратации белка в растворе на 

примере бычьего сывороточного альбумина (БСА) в различных конформациях. 
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2.8.1. Материалы и методы  

Растворы БСА (чистота 98%, Amresco, США) готовили в концентрации 50 мг БСА на 1 

мл растворителя или 4.762вес%. В качестве растворителя для белковых растворов 

использовался раствор NaCl (Sigma-Aldrich corp., США) в концентрации 10 mM в 

деионизованной воде MilliQ (Millipore, Germany). Растворы анализировались при следующих 

значениях рН: 2.5, 4.2, 6, 8, 10. Требуемые значения рН достигались с использованием добавок 

HCl и NaOH (Sigma-Aldrich corp., США). Помимо растворов БСА, анализировался водный 

растворитель без БСА при тех же значениях рН, солевом составе. Температура всех 

анализируемых растворов стабилизировалась при 25±0.1 ̊С.  

Для анализа стабильности белковых молекул (отсутствие агрегации) использовался 

метод ДСР, позволяющий регистрировать распределения по размерам белковых молекул в 

растворе. Измерения проводились на приборе Zetasizer nano ZS (Malvern, UK). Также с 

использованием данной техники в режиме измерения ζ-potential определялась проводимость 

растворов σ0, необходимая для учёта в модельной ДП (2.15). Измерения проводимости 

выполняли в капиллярных кюветах с электродами DTS1060 (Malvern, UK). Измерение рН 

проводилось с помощью автотитратора MPT-2, входящего в комплект Zetasizer nano ZS. 

Расчёт ДП водной фазы раствора БСА производился с использованием модели 

эффективной среды Бруггемана (1.18):  

𝑓𝑓𝑝𝑝
𝜀𝜀𝑝𝑝∗ −𝜀𝜀𝑠𝑠∗

𝜀𝜀𝑝𝑝∗ +2𝜀𝜀𝑠𝑠∗
+ �1 − 𝑓𝑓𝑝𝑝�

𝜀𝜀𝑤𝑤∗ −𝜀𝜀𝑠𝑠∗

𝜀𝜀𝑤𝑤∗ +2𝜀𝜀𝑠𝑠∗
= 0.     (2.22) 

где 𝜀𝜀𝑝𝑝∗ , 𝑓𝑓𝑝𝑝 – комплексная ДП белка и объёмная доля белка; 𝜀𝜀𝑐𝑐𝑐𝑐𝑙𝑙∗  и 𝜀𝜀𝑤𝑤∗  – комплексные ДП раствора 

белка и его водной фазы, соответственно. Для использования соотношения (2.22) при расчёте 

𝜀𝜀𝑤𝑤∗  необходимо знать действительную 𝜀𝜀𝑝𝑝′  и мнимую 𝜀𝜀𝑝𝑝′′ части функции 𝜀𝜀𝑝𝑝∗  в исследуемой 

частотной области. Из данных работы [492] можно извлечь приближённые значения 𝜀𝜀𝑝𝑝′  и 𝜀𝜀𝑝𝑝′′ для 

БСА: на 1 ТГц они составляют 2.89 и 0.26, соответственно. Для воды величины 𝜀𝜀𝑤𝑤′  и 𝜀𝜀𝑤𝑤′′ на 

частоте 1 ТГц составляют около 4.6 и 2.6, причём близкие к этим соотношения между ДП воды 

и БСА сохраняются в диапазоне частот от 10 см-1 – 100 см-1. Таким образом, величина 𝜀𝜀𝑝𝑝′′ 

оказывается на порядок меньше, чем величины 𝜀𝜀𝑤𝑤′ , 𝜀𝜀𝑤𝑤′′ и 𝜀𝜀𝑝𝑝′  во всём анализируемом диапазоне 

частот, и на основании этого ей можно пренебречь для упрощения расчётов. То есть можно 

считать, что ДП белка 𝜀𝜀𝑝𝑝∗  содержит только действительную часть 𝜀𝜀𝑝𝑝′ = 2.89, которая слабо 

меняется в анализируемом диапазоне частот, поэтому может считаться константой. 
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Уравнение (2.22) содержит комплексные переменные и может быть переписано в виде 

системы двух уравнений с действительными переменными. Решение данной системы 

уравнений относительно 𝜀𝜀𝑤𝑤′  и 𝜀𝜀𝑤𝑤′′ выглядит следующим образом: 

�
𝜀𝜀𝑤𝑤′ = 𝑏𝑏

𝑘𝑘
∗ 𝑐𝑐∗𝑏𝑏−𝑘𝑘∗𝑑𝑑

𝑏𝑏2+𝑘𝑘2
− 𝑐𝑐

𝑘𝑘
,

𝜀𝜀𝑤𝑤′′ = 𝑐𝑐∗𝑏𝑏−𝑘𝑘∗𝑑𝑑
𝑏𝑏2+𝑘𝑘2

.
,       

𝑎𝑎 = 𝜀𝜀𝑝𝑝′ + �2 − 3𝑓𝑓𝑝𝑝� ∗ 𝜀𝜀𝑐𝑐𝑐𝑐𝑙𝑙′ , 

𝑏𝑏 = �2 − 3𝑓𝑓𝑝𝑝� ∗ 𝜀𝜀𝑐𝑐𝑐𝑐𝑙𝑙′′ ,      (2.23) 

𝑐𝑐 = �3𝑓𝑓𝑝𝑝 − 1� ∗ 𝜀𝜀𝑝𝑝′ ∗ 𝜀𝜀𝑐𝑐𝑐𝑐𝑙𝑙′ + 2(𝜀𝜀𝑐𝑐𝑐𝑐𝑙𝑙′′2−𝜀𝜀𝑐𝑐𝑐𝑐𝑙𝑙′2 ), 

𝑑𝑑 = �3𝑓𝑓𝑝𝑝 − 1� ∗ 𝜀𝜀𝑝𝑝′ ∗ 𝜀𝜀𝑐𝑐𝑐𝑐𝑙𝑙′′ − 4𝜀𝜀𝑐𝑐𝑐𝑐𝑙𝑙′ 𝜀𝜀𝑐𝑐𝑐𝑐𝑙𝑙′′ . 

Для расчёта 𝜀𝜀𝑤𝑤′ , 𝜀𝜀𝑤𝑤′′ нужно знать объёмную долю белка в растворе, которая 

рассчитывалась путём деления массовой доли БСА на плотность белка. Как известно [493], 

плотность глобулярных белков более 30 кДа практически одинакова и составляет примерно 

1.41 г/см3. То есть 50 мг белка в 1 мл раствора соответствует 35.5 мкл, следовательно, объёмная 

доля белка в растворе составляла 0.034. Функции 𝜀𝜀𝑐𝑐𝑐𝑐𝑙𝑙′  и 𝜀𝜀𝑐𝑐𝑐𝑐𝑙𝑙′′  рассчитывались из спектров 

растворов по формулам (1.15), величины 𝜀𝜀𝑝𝑝′  и 𝑓𝑓𝑝𝑝 известны. Таким образом, имелись все 

необходимые данные для расчёта ДП водной фазы раствора белка (𝜀𝜀𝑤𝑤′  и 𝜀𝜀𝑤𝑤′′) с использованием 

соотношений (2.23).  

2.8.2. Характеристики гидратации белка в различных конформациях 

Значения рН растворов (2.5, 4.2, 6, 8, 10), при которых анализировалась гидратация БСА, 

были выбраны на основании данных о конформационных изменениях молекулы БСА. При 

каждом из указанных рН белок находится в отличной от других конформации [243–245]: 

- При рН=2–3.5 преобладает Е-форма (развернутая). Для данного конформера характерно 

разрушение внутреннего спирального участка домена I. Частичное разворачивание молекул 

БСА в растворе регистрировалось по увеличению размера белковых молекул (рисунок 2.7). 

- При рН=3.5–4.5 образуется F-форма (быстрая) в результате обратимого перехода из нативного 

состояния. Переход связан с разворачиванием домена III. F-форма характеризуется 
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значительной потерей α-спиральных структур. Было также обнаружено существование при рН 

4.2 димеров, без примеси крупных дисульфидно-сшитых агрегатов. 

- При рН=5–7 наблюдается N-форма (нативная). 

- При рН=7–9 образуется В-форма (оснóвная) в результате перехода из нативного состояния, 

который сопряжён с изменениями в домене I. 

- При рН=9–11 белок разворачивается в результате структурной перестройки домена III, что 

обуславливает образование А-формы (агрегированной, зрелой). Агрегация молекул белка при 

данном значении рН регистрировалась по увеличению размера белковой фракции (рисунок 2.7). 

Средний размер увеличивается несильно, что свидетельствует о сохранении значительной 

части структуры белка и образовании лишь небольших агрегированных форм. 

- При рН>11 происходит необратимая денатурация и осаждение белка, с разрушением даже 

вторичной структуры. 

В работе проводился контроль растворов БСА на предмет белковой агрегации. Для этого 

до и после проведения спектральных исследований измерялись распределения по размерам 

БСА в растворах. Заметных изменений ни у одного раствора БСА обнаружено не было. 

Распределения белка по размерам (рисунок 2.7) свидетельствуют об отсутствии значимого 

количества крупных агрегатов (более 12 нм) белковых молекул при всех конформациях. Таким 

образом, при пяти выбранных значениях рН молекулы БСА сохраняют коллоидную 

стабильность, находясь в основном в мономерной форме, но между собой отличаются на 

уровне вторичной и третичной структуры с некоторыми модификациями поверхности белковой 

молекулы, взаимодействующей с водным окружением. Целью данного исследования было 

показать отличия характеристик гидратации одного и того же белка в разных конформациях. 

Стоит отметить также, что выбранная концентрация альбумина близка к концентрации данного 

белка в крови. То есть описанные далее особенности влияния белка на свойства воды в 

некоторой степени имеют отношение к реальным высокоразвитым биологическим системам. 
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Рисунок 2.7. Характерное распределение по размерам БСА в растворе в диапазоне 0.4 нм – 10 

мкм (слева); распределения по размерам БСА при различных значениях рН (справа).  

На рисунке 2.8 представлены ДП водной фазы растворов БСА и ДП растворителя 

(аналогичных растворов, но без БСА) при всех анализируемых значениях рН, а в таблице 2.1 

содержатся параметры, рассчитанные для указанных ДП.  
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Рисунок 2.8. Средние спектры действительных (𝜀𝜀′) и мнимых (𝜀𝜀′′) частей ДП водной фазы 

растворов БСА (𝜀𝜀𝑤𝑤) и аналогичного водного растворителя без БСА (𝜀𝜀𝑤𝑤0 ) при различных 

значениях рН.  
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Таблица 2.1*. Параметры модельной ДП (2.15) водной фазы растворов БСА и растворителя 

(аналогичных растворов, но без БСА) при всех проанализированных рН.  

Образец 𝛥𝛥𝜀𝜀1 𝛥𝛥𝜀𝜀2 𝜏𝜏2, пс 𝜔𝜔1, см-1 𝐴𝐴1
1000

, см-2 𝛾𝛾1, см-1 s*104 

pH 2.5 69.4±1.0 2.55±0.05 0.308±0.005 189±4 189±4 50.2±3.1 6.3 
БСА pH 

2.5 68.1±0.5 2.69±0.05 0.308±0.007 185±3 185±3 50.7±2.0 7.4 

pH 4.2 69.9±0.6 2.60±0.04 0.310±0.004 185±5 185±5 50.2±3.6 6.5 

БСА pH 
4.2 67.5±0.7 2.63±0.06 0.310±0.007 181±5 181±5 47.1±3.3 7.8 

pH 6 68.7±0.5 2.61±0.04 0.313±0.005 186±3 186±3 50.8±2.2 6.2 

БСА pH 
6 68.2±0.5 2.66±0.04 0.310±0.006 184±3 184±3 49.5±1.7 7.4 

pH 8 70.1±0.5 2.56±0.04 0.311±0.005 186±3 186±3 50.9±2.1 6.1 
БСА pH 

8 68.7±0.7 2.58±0.07 0.303±0.009 188±6 188±6 52.1±5.2 6.6 

pH 10 68.7±0.7 2.58±0.05 0.309±0.005 182±3 182±3 46.3±1.9 6.5 
БСА pH 

10 65.6±0.6 2.88±0.03 0.332±0.003 185±4 185±4 50.6±3.2 5.7 

*Результаты представлены в виде парных сравнений водной фазы раствора БСА и растворителя при одинаковом 

рН. В первой колонке указано значение рН раствора, а также наличие или отсутствие БСА в нём. Погрешность 

представляет собой 95% доверительные интервалы среднего с объёмом выборок 25.  Жирным шрифтом отмечены 

пары сравниваемых значений параметров, по которым обнаружены достоверные отличия. В последней колонке 

содержится средняя ошибка фитинга, рассчитанная по формуле (2.16).  

 Из таблицы 2.1 видно, что имеются отличия между водной фазой раствора белка и 

растворителем по разным параметрам, и для каждой конформации белка отличия свои. Это 

означает, что влияние молекулы белка на водную фазу отличается при различных 

конформациях. Говоря о влиянии белка на водную фазу раствора, имеется в виду, что часть 

водной фазы занята гидратными оболочками, которые по своей молекулярной организации 

отличаются от невозмущённой воды, как в растворителе или вдали от молекулы белка, то есть 

это проявления гидратации. Отметим, что гидратация белка во всех конформациях 

характеризуется изменением релаксационных параметров 𝛥𝛥𝜀𝜀1, 𝛥𝛥𝜀𝜀2, 𝜏𝜏2, а по параметрам 

межмолекулярных колебаний 𝐴𝐴1, 𝜔𝜔1, 𝛾𝛾1 значимых отличий не обнаружено.  

 Анализируя изменение воды в растворе под действием белка, важно понимать 

характерный объём этой гидратной воды в расчёте на одну молекулу белка. Как показано в ряде 

работ, терагерцовая спектроскопия позволяет регистрировать достаточно протяжённые 

гидратные оболочки [220–222] 10–50 Å. Такая протяжённость в случае БСА с характерным 

размером 7 нм соответствует объёму, занимаемому гидратными оболочками от 120 до 1300% от 
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объёма белка. То есть объём воды, модифицированной присутствием белка в растворе, 

существенно превосходит объём, самого белка.  

 Интересно отметить, что наименее выраженная гидратация белка реализуется в его 

нативной конформации при рН 6, поскольку ни по одному из параметров не обнаружено 

значимых отличий между водной фазой раствора белка и растворителем (таблица 2.1).   

 При рН 4.2 и 8 гидратация белка проявляется в уменьшении параметра 𝛥𝛥𝜀𝜀1 (таблица 2.1), 

что свидетельствует об усилении связанности воды в гидратных оболочках при 

соответствующих конформациях.  

 При рН 2.5 главной характеристикой гидратации белка является увеличение параметра 

𝛥𝛥𝜀𝜀2 (таблица 2.1), что говорит о повышенном количестве свободных молекул воды в его 

гидратных оболочках, по сравнению с невозмущённой водой. Данный результат объясняется 

тем, что при рН 2.5 белок пребывает в форме расплавленной глобулы. При этом гидрофобные 

участки молекулы белка частично экспонируются в воду и, естественно, приводят к её 

разрушению, что сопряжено с наличием большего количества свободных молекул в гидратных 

оболочках.  

 Наиболее сильные эффекты гидратации отмечены для конформации белка при рН 10 

(таблица 2.1). Это единственная конформация, у которой, кроме существенно больших, чем у 

других конформаций, отличий по параметрам 𝛥𝛥𝜀𝜀1 и 𝛥𝛥𝜀𝜀2, также зарегистрировано увеличение по 

параметру 𝜏𝜏2. Поскольку при рН 10 молекулы БСА приобретают склонность к агрегации [244], 

то в агрегатах между объединёнными молекулами белка могут создаваться особые условия для 

гидратации, отличные от гидратации мономерных форм. Возможно, речь идёт о дважды 

гидратных молекулах воды, заключённых между связанными молекулами белка. 

  Проведём расчёт процента свободных молекул воды в растворах при рН 10 по формуле 

(2.21). Для раствора без белка доля свободных молекул воды составляет примерно 4%, тогда 

как при наличии белка процент свободных молекул возрастает до 4.2%. Нужно учесть, что это 

доля свободных молекул, усреднённая по всему объёму водной фазы раствора. Если взять в 

расчёт усреднённую протяжённость гидратной оболочки по данным разных авторов [220–222], 

примерно 30 Å, то объём воды, входящей в гидратную оболочку составляет около 20% от 

общего объёма раствора (при использующейся концентрации белка). Соответственно доля 

свободных молекул воды в гидратной оболочке оказывается на 1% больше по сравнению с 
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остальной частью водной фазы (5% против 4%). Это весьма заметное отличие может иметь 

важное значение при взаимодействии биомолекул в растворе. 

 Увеличение времени релаксации 𝜏𝜏2 молекул воды под влиянием БСА при рН 10 (0.332 пс 

для раствора с БСА против 0.309 пс для растворителя) также является усреднённым по всему 

объёму водной фазы. В предположении, что динамическая гидратная оболочка занимает объём 

20% (по аналогии с оценкой процента свободных молекул), легко рассчитать характерное время 

переориентации свободных молекул в гидратной оболочке – 0.41 пс. Это значение для 

гидратных оболочек на 33% превышает время ориентационной релаксации свободных молекул 

в невозмущённой воде. Факт столь сильного замедления свободных молекул воды в гидратных 

оболочках БСА при рН 10 и отсутствия такового эффекта для других конформаций 

труднообъясним на основании имеющихся данных. Однако, исходя из общих соображений, 

можно высказать предположение. Очевидно, что при разных конформациях белка структура 

гидратной оболочки отличается. Она содержит молекулы воды разной степени связанности, в 

том числе, некоторую долю свободных. Свободное состояние молекулы воды осуществимо, 

пока она находится в некоторой полости, «стенки» которой состоят из молекул воды с 

занятыми вакансиями водородных связей. Чем меньше размер полости, тем большее 

замедляющее воздействие она оказывает на ориентационную релаксацию свободных молекул, 

приводя к увеличению τ2. Предположительно, в гидратных оболочках БСА при рН 10 

среднестатистическая структура этих полостей более компактна, чем в невозмущённой воде, 

что и приводит к увеличению времени τ2. Однако в данном случае необходим поиск подходов 

на основании молекулярного моделирования для полноценного прояснения этого вопроса.  

 Из данных таблицы 2.1, помимо отличий гидратации белка в разных конформациях, 

следуют и некоторые общие закономерности. Если проводить сравнение по средним значениям, 

то для всех растворов БСА наблюдается уменьшение параметра 𝛥𝛥𝜀𝜀1 и увеличение параметра 

𝛥𝛥𝜀𝜀2 по сравнению с растворителем. Уменьшение 𝛥𝛥𝜀𝜀1 свидетельствует об усилении связанности 

воды в гидратных оболочках, но одновременно с этим увеличение 𝛥𝛥𝜀𝜀2 означает увеличение 

количества свободных молекул воды, то есть уменьшение связанности. На первый взгляд, эти 

две тенденции вступают в противоречие друг с другом. Объяснение данного явления, по-

видимому, заключается в том, что энергетически сильное связывание молекул воды в 

первичных гидратных оболочках приводит к искажению структуры воды и не позволяет 

формироваться невозмущённой («нормально связанной») структуре воды за пределом 

первичного гидратного слоя по стерическим причинам. В то же время за пределом первичного 

слоя уже нет энергетически сильного влияния белка. То есть можно предположить, что 
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гидратная оболочка белка, грубо говоря, состоит из двух слоёв: сильно связанной первичной и 

частично разрушенной вторичной, за пределами которой уже формируется структура 

невозмущённой воды. Можно предположить, что описанная специфика молекулярной 

организации гидратных оболочек белков является причиной её большой протяжённости, 

зарегистрированной в работах [220–222], существенно превышающей толщину первичной 

гидратации. Важно отметить также, что для различных конформаций белка упрочнение 

первичного слоя и «разрыхление» отдалённых слоёв достаточно сильно отличаются, судя по 

значениям 𝛥𝛥𝜀𝜀1 и 𝛥𝛥𝜀𝜀2 в таблице 2.1. Отмеченная особенность гидратации белка в растворе 

(разнонаправленные изменения параметров 𝛥𝛥𝜀𝜀1 и 𝛥𝛥𝜀𝜀2) проявляется также и для АТФ (таблица 

2.3), ДНК (таблица 2.4), сахаров (таблица 2.7), то есть является универсальной характеристикой 

многих биомолекул. 

Данные таблицы 2.1 количественно описывают отличия состояния воды в растворе при 

наличии белка и без него по ряду физически интерпретируемых параметров. При достижении 

большей точности определения значений параметров, получается информативный 

многопараметрический метод, позволяющий характеризовать гидратацию белка и других 

биомолекул в растворах. Для количественного описания влияния белка в различных 

конформациях на водную фазу, можно определить отклонения значений параметров растворов 

белка от соответствующих значений параметров растворителя в пересчёте на единицу массы 

или объёма белка в заданных условиях. Возможна и постановка обратной задачи: на основании 

зарегистрированных отличий параметров водной фазы определять структурные характеристики 

молекул белка и, возможно, других биомолекул. Попытки продвижения в этом направлении 

делались в некоторых работах. Например, в работе [494] в результате анализа спектров 

растворов различных белков в диапазоне 7.33–10.83 см-1 была обнаружена корреляция между 

гидрофобностью поверхности белка и концентрационной зависимостью поглощения. В работе 

[495] для восьми различных аминокислот были обнаружены зависимости величины 

поглощения в интервале частот 70–90 см-1 от гидрофобности и полярности аминокислот. К 

сожалению, в этих работах анализ проводился в достаточно узких частотных диапазонах и 

ограничивался рассмотрением спектров поглощения растворов без определения комплексной 

ДП, что существенно ограничивало информативность и не позволяло сделать никаких выводов 

о молекулярной организации гидратных оболочек. 

2.9. Гидратация фосфолипидов 

 В настоящем разделе проводится анализ гидратации фосфолипидных липосом в 

различных фазовых состояниях. 
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2.9.1. Материалы и методы 

Суспензию однослойных липосом готовили из 1,2-дипальмитоил-sn-глицеро-3-

фосфахолин (DPPC) с концентрацией 20 мг/мл в 10 мМ Трис-буфере с рН=7.5 на основе 

деионизованной воды MilliQ (Millipore, Germany), как это описано в [339]. 

Измерение ТГц спектров и расчёт комплексных ДП в диапазоне 10-110 см-1 суспензий 

липосом и буферных растворов производился согласно методике, описанной в разделе 2.2. 

Измерение спектров каждого образца производилось при трёх температурах: 30, 40, 

45˚С, стабилизированных с точностью ±0.5˚С с помощью термостатирующего держателя 

кюветы High Stability Temperature Controller, 4000 Series (Specac Inc., USA). Перед каждым 

измерением суспензия липосом обрабатывались на шейкере во избежание процесса агрегации 

липидов. Для каждой серии измерений при определённой температуре пробирка с суспензией 

липосом поддерживалась при такой же температуре для предотвращения многократных 

фазовых переходов фосфолипида. Спектры каждого образца измерялись не менее чем по 25 раз. 

Из экспериментальных ДП суспензий липосом рассчитывались ДП водной фазы. Для 

этого использовалась модель Бруггемана (1.18): 

flip
εlip

* -εs*

εlip
* +2εs*

+ �1-flip�
εw* -εs*

εw* +2εs*
= 0,     (2.24) 

где εs∗, εlip∗ , εw∗  – комплексные ДП суспензии, сухого фосфолипида, и водной фазы, flip – 

объёмная доля фосфолипида. Модель Бруггемана применима в данном случае ввиду малости 

липосом по сравнению с длиной волны ТГц излучения и их сферической симметрии. 

εlip∗  определялась с помощью метода THz-TDS (раздел 2.1) для сухих плёнок 

фосфолипида. Плёнка DPPC была сформирована на оптически прозрачном в ТГц области окне 

из монокристаллического кварца следующим образом. На окно помещалась плоская шайба из 

фторопласта с вырезом по центру¸ которая плотно прижималась своей плоской частью к 

плоскости окна с помощью держателя. Таким образом была сформирована ванночка с 

кварцевым дном и фторопластовыми краями. В эту ванночку заливался раствор DPPC в 

хлороформе в объёме 0.5 мл с концентрацией 10 мг/мл. Эта ванночка помещалась в 

герметичный резервуар объёмом 0.5 л, заполненный аргоном при атмосферном давлении, 

который помещался в термостат при температуре 50˚С. Резервуар был оснащён газовым входом 



 
 

92 
 

и выходом, с использованием которых в постоянном режиме производилась прокачка аргона в 

течение 4 часов до полного высыхания образца в виде плёнки на кварцевом окне.  

Стоит уточнить, что молекулярная структура фосфолипида в плёнке, приготовленной 

таким образом, конечно, отличается от ламеллярного состояния фосфолипида в липосомах. Но 

это не имеет значения, поскольку, ввиду сферической симметрии ориентации молекул 

фосфолипида в липосоме, нет никакого выделенного направления относительно направления 

распространения и поляризации излучения при измерении спектров. Равно как и при 

хаотическом расположении молекул фосфолипида в плёнке нет такого выделенного 

направления. Поэтому в смысле определения диэлектрических свойств, плёнка с хаотическим 

расположением молекул фосфолипида аналогична сферической симметрии молекул в 

липосомах.  

Для расчёта εlip∗  из измеренных ТГц спектров по формулам (1.15) необходимо знать 

толщину плёнки фосфолипида. Поскольку распределение раствора DPPC в ванночке не было 

равномерным (смачиваемость по краям приводила к большей толщине высохшей плёнки 

фосфолипида на краях), необходимо было измерить толщину плёнки в её центре, где 

производилось измерение спектров. Для этого использовался конфокальный микроскоп LSM 

510 META (Carl Zeiss, Germany) (Ar лазер с длиной волны 488 нм, безыммерсионный объектив 

10x/0.30 Plan-Neofluar) в режиме отражения (регистрация излучения в линии возбуждения с 

размером конфокальной диафрагмы 0.1 диска Эйри) со сканированием по трём координатам 

XYZ. При такой измерительной конфигурации наблюдается резкое увеличение регистрируемой 

интенсивности при фокусировке на поверхностях раздела фаз: воздух-фосфолипид и 

фосфолипид-кварц. Разница по координате Z двух этих поверхностей определяла толщину 

плёнки, которая с учётом разрешения по Z составила 11±1 мкм.  

Рассчитанная действительная часть ДП сухого DPPC εlip′  составила 2.49 с отклонением 

на разных частотах в измеряемом спектральном диапазоне не более 5% (не превышает 

погрешность измерения), а мнимая часть εlip′′  на разных частотах составила 0.03-0.06. Для 

суспензий липосом и буферного раствора во всех исследованных случаях значения εsus′  и εw0′ 

находятся в диапазоне 3.7-6.5, а εsus′′  и εw0′′ – в диапазоне 1.9-6.8. То есть значение величины εlip′′  

не превышает 3% относительно значений остальных диэлектрических параметров, входящих в 

формулу (2.24). Следовательно, можно с хорошей точностью пренебречь величиной εlip′′  для 

упрощения расчётов. То есть можно считать, что ДП фосфолипида содержит только 
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действительную часть εlip' =2.49 и эта величина несильно варьирует во всём диапазоне 

исследуемых частот. 

Для расчёта εw*  из уравнения (2.24) также необходимо знать величину объёмной доли 

фосфолипида в растворе flip. Эта доля рассчитывалась путём деления массовой доли 

фосфолипида (2%) в суспензии на его плотность. В работе учитывалась зависимость плотности 

DPPC от температуры [496]: 1.05 г/см3 при 30˚С, 1.03 г/см3 при 40˚С и 1.00 г/см3 при 45˚С. 

Уравнение (2.24) при разделении действительной и мнимой частей сводится к системе 

двух линейных уравнений, решение которой относительно 𝜀𝜀𝑤𝑤′  и 𝜀𝜀𝑤𝑤′′ выглядит следующим 

образом: 

�
𝜀𝜀𝑤𝑤′ = 𝑏𝑏

𝑘𝑘
∗ 𝑐𝑐∗𝑏𝑏−𝑘𝑘∗𝑑𝑑

𝑏𝑏2+𝑘𝑘2
− 𝑐𝑐

𝑘𝑘
,

𝜀𝜀𝑤𝑤′′ = 𝑐𝑐∗𝑏𝑏−𝑘𝑘∗𝑑𝑑
𝑏𝑏2+𝑘𝑘2

.
,     (2.25) 

𝑎𝑎 = 𝜀𝜀𝑙𝑙𝑖𝑖𝑝𝑝′ + �2 − 3𝑓𝑓𝑙𝑙𝑖𝑖𝑝𝑝� ∗ 𝜀𝜀𝑐𝑐𝑠𝑠𝑐𝑐′  

𝑏𝑏 = �2 − 3𝑓𝑓𝑙𝑙𝑖𝑖𝑝𝑝� ∗ 𝜀𝜀𝑐𝑐𝑠𝑠𝑐𝑐′′  

𝑐𝑐 = �3𝑓𝑓𝑙𝑙𝑖𝑖𝑝𝑝 − 1� ∗ 𝜀𝜀𝑙𝑙𝑖𝑖𝑝𝑝′ ∗ 𝜀𝜀𝑐𝑐𝑠𝑠𝑐𝑐′ + 2(𝜀𝜀𝑐𝑐𝑠𝑠𝑐𝑐′′2 −𝜀𝜀𝑐𝑐𝑠𝑠𝑐𝑐′2 ) 

𝑑𝑑 = �3𝑓𝑓𝑙𝑙𝑖𝑖𝑝𝑝 − 1� ∗ 𝜀𝜀𝑙𝑙𝑖𝑖𝑝𝑝′ ∗ 𝜀𝜀𝑐𝑐𝑠𝑠𝑐𝑐′′ − 4𝜀𝜀𝑐𝑐𝑠𝑠𝑐𝑐′ ∗ 𝜀𝜀𝑐𝑐𝑠𝑠𝑐𝑐′′  

 ДП водной фазы анализировались с помощью процедуры фитинга, описанной в разделе 

2.5, с одной особенностью. Использовалась дополнительная связь между диэлектрическими 

параметрами: 

𝜀𝜀𝑐𝑐 = 𝛥𝛥𝜀𝜀1 + 𝛥𝛥𝜀𝜀2 + 𝐴𝐴1
𝑖𝑖1
2 + 𝜀𝜀∞     (2.26) 

 Это известная связь между статической ДП вещества и вкладами отдельных 

молекулярных поляризационных процессов на всей спектральной шкале, которая связана с 

соотношением Крамерса-Кронига. Зная величину статической ДП раствора 𝜀𝜀𝑐𝑐 при каждой 

комбинации варьируемых параметров Δε2, A1, ω1 можно однозначно определять величину 𝛥𝛥𝜀𝜀1, 

что позволяет уменьшить число варьируемых параметров на один и повысить точность 

определения параметров. Для величины 𝜀𝜀𝑐𝑐 в формуле (2.26) устанавливалось значение чистой 

воды [497]: 76.61 при 30˚С, 73.19 при 40˚С, 71.54 при 45˚С. Отличия параметра 𝜀𝜀𝑐𝑐 для воды и 
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Трис-буфера 10 мМ, используемого для суспензии липосом, не превышает 0.2% [498], чем 

можно пренебречь. 

 Гидродинамический диаметр липосом в суспензии измерялся методом ДСР с 

использованием установки Zetasizer nano ZS (Malvern Instruments, UK) при трёх температурах 

30, 40, 45°С. Также с использованием данной техники в режиме измерения ζ-потенциала при 

каждой из указанных температур определялась проводимость растворов σ0, необходимая для 

расчёта параметров модельной ДП (2.15). Измерения выполняли в капиллярных кюветах с 

электродами DTS1060 (Malvern, UK). 

 Также проводилось определение температур фазовых переходов DPPC в исследуемом 

диапазоне температур с использованием дифференциального сканирующего калориметра (TA 

Instruments, USA) путём сканирования суспензии липосом от 10 до 60˚С со скоростью нагрева 

1˚С/мин. 

 Для количественного измерения степени гидратации гидрофильных головок липосом 

использовался метод измерения обобщённой поляризации флуоресценции лаурдана 

[164,234,499].  

2.9.2. Зависимость характеристик гидратных оболочек липосом от фазового состояния 

фосфолипида 

На рисунке 2.9 изображено распределение липосом по размерам в исследуемом образце. 

При изменении температуры в диапазоне от 30 до 45°С распределения заметно не менялись. 

Полученные распределения липосом по размерам свидетельствуют о том, что подавляющая 

часть фосфолипида в суспензии находится в виде одиночных липосом. Это означает, что 

практически вся гидрофильная поверхность липосом находится в контакте с водной фазой. 
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Рисунок 2.9. Распределение по размерам DPPC липосом в суспензии. 

На рисунке 2.10 представлена калориметрическая кривая суспензии DPPC. 

Зарегистрированы два эндотермических пика в анализируемом температурном диапазоне с 

температурами максимумов 35.56 и 42.05˚С. Они соответствуют двум известным фазовым 

переходам [231,232]: предпереход (полиморфный переход гель–риппл-фаза, Lβ’–Pβ’) и основной 

фазовый переход (гель–жидкий кристалл, Pβ’-Lα). Это означает, что при выбранных трёх 

значениях температуры фосфолипид находится в разных фазовых состояниях: гель при 30˚С, 

риппл-фаза при 40˚С и жидкий кристалл при 45˚С. 

 
Рисунок 2.10. Температурная зависимость избыточной теплоёмкости 𝐶𝐶𝑝𝑝𝑒𝑒𝑒𝑒 DPPC в суспензии.  

На рисунке 2.11 представлены спектры действительной и мнимой частей ДП водной 

фазы всех исследованных образцов. Дано попарное сравнение ДП водной фазы суспензии 

липосом с ДП аналогичного буферного раствора без липосом. В таблице 2.2 содержатся 

параметры модельной ДП (2.15) для водной фазы суспензии липосом и буферного раствора при 

трёх температурах, а также процент свободных молекул воды, рассчитанный по формуле (2.21). 



 
 

96 
 

 

 

 

Рисунок 2.11. Попарные сравнения водной фазы суспензии однослойных DPPC липосом с 

буферным раствором по спектрам действительной ε’ и мнимой ε’’ частей ДП при температурах 

30, 40 и 45˚С. 
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Таблица 2.2*. Параметры модельной ДП (2.15) водной фазы суспензии липосом DPPC в разных 

фазовых состояниях, определяемых температурой, и соответствующего буферного раствора, а 

также процент свободных молекул воды в них, рассчитанный по формуле (2.21).  

Образец 𝛥𝛥𝜀𝜀1 𝛥𝛥𝜀𝜀2 𝜏𝜏2, пс 𝜔𝜔1, см-1 𝐴𝐴1
1000

, см-2 𝛾𝛾1, см-1 n, % 

Буфер 30˚С 70.4±0.3 2.2±0.15 0.254±0.019 203±9 67±11 180±20 3.27±0.08 
DPPC (гель) 30˚С 70.6±0.1 2.11±0.07 0.252±0.008 183±7 46±6 159±16 3.49±0.08 

Буфер 40˚С 67.2±0.1 2.06±0.02 0.264±0.004 187±2 50±2 183±5 3.38±0.02 
DPPC (риппл-фаза) 

40˚С 67.4±0.1 1.84±0.06 0.248±0.007 192±5 53±4 193±10 3.11±0.07 

Буфер 45˚С 65.7±0.2 1.98±0.11 0.257±0.015 183±6 46±5 177±13 3.32±0.12 
DPPC (жидкий 
кристалл) 45˚С 65.8±0.1 1.84±0.02 0.243±0.004 199±3 58±2 211±9 3.07±0.03 

*Результаты представлены в виде парных сравнений параметров, относящихся к водной фазе суспензии липосом и 

аналогичному буферному раствору без липосом. Погрешность представляет собой 95% доверительные интервалы 

среднего с объёмом выборок 25. В первой колонке указана температура образца, наличие или отсутствие DPPC в 

нём, а также фазовое состояние фосфолипида. Жирным шрифтом выделены пары значений, между которыми 

зарегистрированы достоверные отличия. 

Как следует из таблицы 2.2, имеется ряд отличий в значениях параметров сравниваемых 

образцов. Поскольку сравнивалась водная фаза в суспензии липосом с аналогичным буферным 

раствором без липосом, то все обнаруженные отличия касаются именно состояния воды, без 

непосредственного вклада фосфолипида. При этом обнаруженные отличия обусловлены 

влиянием липосом на окружающую водную фазу, то есть наличием гидратных оболочек с 

изменённой молекулярной организацией воды вблизи гидрофильной поверхности липосом. 

Хотя гидратные оболочки занимают только часть водной фазы суспензии липосом, судя по 

данным таблицы 2.2 этого достаточно для регистрации изменений в усреднённых параметрах 

водной фазы. 

 Из данных таблицы 2.2 можно установить несколько закономерностей. При температуре 

30˚С (фосфолипид в фазе гель) в гидратных оболочках липосом обнаруживается ослабление 

энергии водородного связывания молекул воды (𝜔𝜔1 меньше) и уменьшение числа водородных 

связей (A1 меньше) по сравнению с невозмущённой водой (буферным раствором без липосом). 

Также гидратные оболочки липосом характеризуются большим количеством свободных 

молекул воды n. Очевидно, все три тенденции согласуются друг с другом: молекулы связаны 

слабее, поэтому образуется больше свободных молекул воды. 

При температуре 40˚С (фосфолипид в риппл-фазе) наблюдается принципиально 

отличное влияние липосом на воду в гидратной оболочке, чем в фазе гель. В данном случае 
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гидратные оболочки характеризуются меньшим количеством свободных молекул, чем в 

невозмущённой воде. Это согласуется также с количественно близким изменением двух 

параметров (при переходе от буферного раствора к суспензии липосом): Δε1 увеличился, а Δε2 

уменьшился примерно на 0.2 (таблица 2.2), что может быть интерпретировано как переход 

части свободных молекул в состояние связанных в гидратных оболочках.  

Также гидратные оболочки липосом в риппл-фазе характеризуются меньшим значением 

τ2 (таблица 2.2). Уменьшение времени релаксации свободных молекул воды τ2 при гидратации 

липосом является тенденцией, противоположной гидратации белка в частично агрегированной 

форме (см. раздел 2.8.2), где это время увеличивалось по сравнению с невозмущённой водной 

фазой. Как и в случае с белком детальное объяснение этого эффекта требует дополнительных 

сведений и, вероятно, может быть получено при использовании методов молекулярного 

моделирования. 

При температуре 45˚С (фосфолипид в жидкокристаллической фазе), также как и при 

40˚С (в риппл-фазе), гидратные оболочки липосом характеризуются меньшим количеством 

свободных молекул воды n, а также обнаружены значимо большие величины параметров A1, ω1 

и γ1 по сравнению с невозмущённой водой. Увеличение параметров A1 и ω1 означает 

увеличение числа и средней энергии водородных связей в гидратных оболочках. При этом 

одновременное увеличение средней энергии (судя по параметру ω1) и ширины энергетического 

распределения водородных связей (судя по параметру γ1) происходит, по-видимому, за счёт 

появления фракции более сильных водородных связей. В совокупности это означает, что при 

жидкокристаллической фазе фосфолипида связывание воды в гидратных оболочках липосом 

реализуется более сильно, чем при риппл-фазе. 

Сравним значения параметров A1, ω1 и γ1 воды в суспензии липосом и в буферном 

растворе. При гелевой фазе фосфолипида значение каждого из трёх параметров для суспензии 

меньше, чем для буфера; при риппл-фазе значения параметров неотличимы; при 

жидкокристаллической фазе для суспензии липосом эти параметры больше, чем для буфера. То 

есть с ростом температуры от 30 до 45˚С влияние липосом на гидратные оболочки меняется от 

ослабления межмолекулярного связывания до противоположного – усиления. Тенденция по 

каждому из трёх параметров может быть описана как монотонная со сменой знака в диапазоне 

30-45˚С. При какой конкретно температуре происходит изменение влияния липосом на водную 

фазу с разрушающего на структурирующее в рамках точности определения значений 

параметров неясно.  
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Несколько большую определённость о температуре, при которой происходит отмеченная 

смена знака эффекта гидратации липосом, можно получить из анализа процента свободных 

молекул воды. Это температура находится вблизи температуры предперехода (см. рисунок 

2.12), что неожиданно, поскольку предпереход (гель – риппл-фаза) термодинамически намного 

слабее основного перехода (риппл-фаза – жидкий кристалл). Энтальпия основного перехода 

примерно в 7 раз больше (рисунок 2.10). Тем не менее, именно предпереход приводит к 

принципиальным изменениям в гидратации, а основной переход лишь количественно усиливает 

тенденции, наметившиеся после предперехода. 

 

Рисунок 2.12. Температурная зависимость процента свободных молекул воды суспензии 

липосом и соответствующего буфера без липосом. Разброс совпадает с данными таблицы 2.2 . 

Полученные данные об отличии гидратации фосфолипидных липосом в разных фазовых 

состояниях требуют рассмотрения вопроса о молекулярных механизмах, лежащих в основе 

выявленных особенностей гидратации. Как показано выше, в гидратных оболочках липосом с 

ростом температуры происходит уменьшение доли свободных молекул, что коррелирует с 

другой закономерностью – увеличением водородного связывания молекул воды. Известно, что 

с ростом температуры происходит разрушение связей между гидрофобными хвостами 

фосфолипида в липосомах и увеличение среднего расстояния между гидрофильными головками 

[500]. Это приводит к большей доступности гидрофильных головок для молекул воды и 

увеличению их гидратированности, что может быть зарегистрировано, например, методами ИК 

спектроскопии (рисунок 3.8). Предположительно, это могло бы качественно объяснить 

снижение доли свободных молекул воды за счёт усиления их связанности на поверхности 

гидрофильных головок. В этом случае необходимо убедиться, что с ростом температуры в 
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области предперехода происходит значимое увеличение гидратированности головок 

фосфолипида.  

Для количественного измерения степени гидратации гидрофильных частей липосом 

часто используют метод измерения обобщённой поляризации (GP) флуоресценции лаурдана. 

Согласно данному методу, снижение величины GP количественно связано со степенью 

гидратации. Температурная зависимость GP для DPPC липосом представлена на рисунке 2.13. 

 

Рисунок 2.13. Влияние температуры на обобщённую поляризацию (GP) флуоресценции 

лаурдана в DPPC липосомах [339].  

Из рисунка 2.13 следует, что, согласно методу измерения обобщённой поляризации 

флуоресценции лаурдана, гидратация с ростом температуры при прохождении предперехода, 

действительно, растёт (с изменением температуры от 30 до 40˚С ΔGP=0.09). Однако увеличение 

гидратации гораздо более сильно выражено при прохождении основного перехода (при 

изменении температуры от 40 до 45˚С ΔGP=0.54). Из этого следует, что гидратация 

гидрофильных головок фосфолипида не является основным фактором, обуславливающим 

обнаруженные отличия связанности воды в присутствии липосом в разных фазовых состояниях. 

Это означает, что обсуждаемые изменения молекулярной организации воды происходят в 

гидратных оболочках на некотором удалении от поверхности липосом, тогда как данные 

рисунка 2.13 относятся лишь к первичным гидратным оболочкам. 

Далее возникает вопрос, насколько далеко от поверхности липосомы распространяется 

её влияние на молекулярную организацию воды. Другими словами, какова протяжённость 

обсуждаемых гидратных оболочек? Полученные в настоящей работе данные могут быть 
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использованы для оценки со стороны минимального значения протяжённости гидратных 

оболочек DPPC липосом. Для этого рассмотрим данные из таблицы 2.2 при 40˚С, где 

зарегистрировано максимальное отличие (с учётом погрешности) в проценте свободных 

молекул воды n. В суспензии липосом по сравнению с буферным раствором величина n 

отличается минимум на 0.18% в меньшую сторону. При этом в буфере среднее значение 

n=3.38%. Данные таблицы 2.2 описывают усреднённые значения по всей водной фазе, как с 

учётом гидратных оболочек, так и за их пределами. Для оценочных целей примем, что 

гидратная оболочка вообще не содержит свободных молекул, то есть их процент равен 0. В 

этом случае доля гидратных оболочек от общего объёма водной фазы суспензии может быть 

рассчитана как 0.18/3.38=0.053. То есть, если гидратные оболочки занимают 5.3% от объёма 

водной фазы и вообще не содержат свободные молекулы, то удаётся удовлетворить имеющейся 

в таблице 2.2 разнице в n при 40˚С на 0.18%. Зная объёмную долю фосфолипида в 

анализируемой суспензии липосом (2%), толщину липидного бислоя (4 нм) и учитывая 

двусторонний характер его гидратации, нетрудно посчитать, что толщина гидратной оболочки 

составляет примерно 5.3 нм. В реальности маловероятно полное отсутствие свободных молекул 

воды в гидратных оболочках, поэтому толщина гидратации на самом деле должна быть 

существенно больше. Также, очевидно, нельзя предполагать наличие чёткой границы между 

гидратной и не гидратной водой. В реальности, должно происходить уменьшение влияния 

поверхности липосомы на воду с увеличением расстояния, поэтому обсуждаемая величина – 

это некая характерная толщина слоя воды с заметно изменёнными характеристиками 

молекулярной организации, регистрируемые с использованием метода ТГц спектроскопии. 

Полученное значение толщины гидратной оболочки липосомы (больше 5.3 нм) является 

оценкой с нижней стороны, но даже оно представляется аномально большим, по сравнению с 

общепринятым представлением о гидратных оболочках. С использованием ТГц спектроскопии 

проводились оценки толщин гидратации сахаров, 0.3-0.6 нм, [217] и белков, 1-2 нм [220,221]. 

Как видно, протяжённость гидратации фосфолипидных липосом оказывается заметно больше. 

Это, по-видимому, связано с размером объекта, возле которого формируется гидратная 

оболочка. Молекула сахара не превышает 1 нм, размер молекулы глобулярного белка ~10 нм, 

тогда как размер липосомы ~100 нм оказывается несопоставимо больше молекулы воды. То 

есть липосома может рассматриваться как макро-поверхность, вблизи которой проявляются 

кооперативные эффекты гидратации. 

Представленные в настоящем разделе данные в основном носят физико-химический 

характер, однако, они с неизбежностью требуют постановки вопросов биологического 
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характера. А именно, если липосома, которая является признанной моделью биологической 

мембраны, настолько далеко от себя модифицирует водное окружение, не несёт ли это какой-то 

биологический смысл, связанный с взаимодействием биообъектов друг с другом на клеточном 

и внутриклеточном уровне? Можно надеяться, что ответ на этот вопрос будет получен в 

дальнейших исследованиях с использованием, в том числе, результатов настоящей работы. 

2.10. Гидратация АТФ 

В данном разделе проводится анализ гидратации молекул АТФ в растворе, самих по себе 

и в присутствии ионов Mg2+. 

2.10.1. Материалы и методы 

Для приготовления растворов использовались следующие реактивы: натриевая соль 

АТФ C10H13N5O13P3Na3 100 мМ, pH=7.2-7.5 (Thermo Fisher Scientific, США); MgCl2 безводный 

≥98% (Merck, Германия); хлорид натрия ≥99.5% (Sigma Aldrich, США); деионизованная вода 

MilliQ (Millipore, Германия). 

Анализировались следующие образцы: 1) вода; 2) раствор АТФ, разбавленный водой до 

концентрации 40 мМ; 3) раствор MgCl2 40 мМ; 4) раствор, содержащий АТФ и MgCl2 по 40 мМ; 

5) раствор NaCl 120 мМ. Во время всех измерений температура образцов поддерживалась при 

25±0.1˚С. 

Для расчёта ДП водной фазы растворов АТФ использовалась модель Максвелла 

Гарнетта (1.17): 

𝜀𝜀𝑠𝑠∗−𝜀𝜀𝑤𝑤∗

𝜀𝜀𝑠𝑠∗+2𝜀𝜀𝑤𝑤∗
= 𝑓𝑓 𝜀𝜀𝑎𝑎∗−𝜀𝜀𝑤𝑤∗

𝜀𝜀𝑎𝑎∗+2𝜀𝜀𝑤𝑤∗
,      (2.27) 

где 𝜀𝜀𝑐𝑐∗, 𝜀𝜀𝑤𝑤∗ , 𝜀𝜀𝑘𝑘∗  – комплексные ДП раствора АТФ, водной фазы раствора и сухого АТФ, 

соответственно, f – объёмная доля АТФ в растворе. Решение уравнения (2.27) позволяет найти 

действительную 𝜀𝜀𝑤𝑤′  и мнимую 𝜀𝜀𝑤𝑤′′ части функции 𝜀𝜀𝑤𝑤∗ , выраженные через действительные и 

мнимые части функций 𝜀𝜀𝑐𝑐∗ и 𝜀𝜀𝑘𝑘∗ : 
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� ,

𝑎𝑎 = 𝜀𝜀𝑘𝑘′ (1 + 2𝑓𝑓) − 𝜀𝜀𝑐𝑐′(2 + 𝑓𝑓),
𝑏𝑏 = 𝜀𝜀𝑘𝑘′′(1 + 2𝑓𝑓) − 𝜀𝜀𝑐𝑐′′(2 + 𝑓𝑓),

𝑐𝑐 = 4(𝜀𝜀𝑐𝑐′2 − 𝜀𝜀𝑐𝑐′′2)(1 + 𝑓𝑓) + (𝜀𝜀𝑘𝑘′2 − 𝜀𝜀𝑘𝑘′′2)(1 + 4𝑓𝑓) + 2(𝜀𝜀𝑘𝑘′ 𝜀𝜀𝑐𝑐′ − 𝜀𝜀𝑘𝑘′′𝜀𝜀𝑐𝑐′′)(2− 13𝑓𝑓),
𝑑𝑑 = 2 �𝜀𝜀𝑐𝑐′�4𝜀𝜀𝑐𝑐′′(1 + 𝑓𝑓) + 𝜀𝜀𝑘𝑘′′(2 − 13𝑓𝑓)� + 𝜀𝜀𝑘𝑘′ �𝜀𝜀𝑘𝑘′′(1 + 4𝑓𝑓) + 𝜀𝜀𝑐𝑐′′(2 − 13𝑓𝑓)�� ,

𝑒𝑒 = 4(𝑓𝑓 − 1).

 (2.28) 

Величина f рассчитывалась умножением массовой доли АТФ в растворе (2.02%) на 

удельный объём АТФ (0.44 см3/г) [473]. Функция 𝜀𝜀𝑐𝑐∗ определялась прямым измерением ТГц 

спектров растворов АТФ с последующим расчётом по формулам (1.15). Функция 𝜀𝜀𝑘𝑘∗  

определялась из ТГц спектров сухих плёнок АТФ.  

Сухие плёнки формировали на окнах из z-cut кварца путём высушивания растворов АТФ 

40 мМ (в воде и водном растворе MgCl2 40 мМ). Высушивание проводилось под вакуумом 1 

мбар в течение 14 часов. Спектры плёнок измерялись согласно методике, описанной в разделе 

2.2. В качестве фонового спектра выступал спектр чистого окна из z-cut кварца. Для расчёта ДП 

сухих плёнок АТФ использовались формулы (1.15), для которых нужно задать толщину образца 

l. Она измерялась с помощью конфокального микроскопа LSM 510 META (Carl Zeiss, Germany) 

в режиме отражения с Ar лазером 488 нм, безыммерсионным объективом 10x/0.30 Plan-

Neofluar, размером конфокальной диафрагмы 0.1 диска Эйри. Сканирование по толщине плёнки 

позволяло зарегистрировать обе её поверхности по повышенному отражению. На основании 

этого определялись толщины плёнок: АТФ – 17 мкм, АТФ с MgCl2 – 11.3 мкм. 

Особо стоит отметить, что в полученных сухих образцах АТФ не формировались 

кристаллические структуры. Это важно, поскольку формирование кристалла могло бы привести 

к существенному отличию ДП АТФ в плёнке и в растворе, что недопустимо, так как ДП сухого 

АТФ использовались для вычитания вклада АТФ из ДП растворов. Надо отметить, что 

формирование кристалла АТФ – достаточно трудоёмкая процедура, описанная, например в 

[230], требующая использования специальных растворов и очень медленного высушивания. В 

данном случае при быстрой сушке под вакуумом получалась, очевидно, аморфная структура с 

хаотическим расположением молекул АТФ, как в растворе. Подтверждением этому является 

также отсутствие характерных полос кристалла АТФ [501,502], в спектрах пропускания 

анализируемых плёнок (рисунок 2.14). 
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Рисунок 2.14. Спектры пропускания сухих плёнок АТФ (17.0 мкм) и АТФ+MgCl2 (11.3 мкм). 

Помимо ТГц спектров растворов измерялись гидродинамические диаметры молекул 

АТФ в воде и растворе MgCl2 40 мМ с помощью метода ДСР на анализаторе Zetasizer Nano ZS 

(Malvern Instruments Ltd., Великобритания). Использовались кюветы малого объёма 0.1 мл. 

Накопление корреляционной функции в каждом отдельном измерении составляло 12 циклов по 

12 секунд. Расчёт распределений по размерам из корреляционных функций выполнялся с 

использованием ПО Malvern Instruments. Для точного определения размеров задавались 

справочные значения вязкости и коэффициента преломления (для воды и раствора MgCl2 40 

мМ) при измеряемой температуре 25˚С. Каждый образец измерялся не менее 10 раз для 

повышения точности и возможности статистической обработки данных. Также с 

использованием Zetasizer Nano ZS в режиме измерения ζ-potential определялись проводимости 

растворов 𝜎𝜎0, которые необходимы для расчётов с использованием модельной ДП (2.15). 

Метод ИК спектроскопии с Фурье-преобразованием в данной работе использовался для 

контроля сохранения структуры АТФ в растворах во время экспериментов. Параллельно с 

измерением ТГц спектров проводились измерения ИК спектров тех же растворов АТФ при той 

же температуре в области полос колебаний фосфатных групп. ИК полосы антисимметричных 

(около 1230-1240 см-1) и симметричных (около 1170-1190 см-1) РО2- колебаний проявляют 

высокую чувствительность к разложению АТФ [312,503]. В течение всего времени измерения 

каждого образца ИК спектры сохранялись в неизменном виде, что свидетельствовало об 

отсутствии значимых изменений АТФ, в частности, об отсутствии её гидролиза. Спектры 

измерялись на спектрометре Vertex 80v (Bruker, Германия) со спектральным разрешением 2 см-1 

и усреднением 50 интерферограмм для каждого спектра. Использовалась герметичная 
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жидкостная кювета с расстоянием 40 мкм между окнами из CaF2. Спектрометр во время 

измерения вакуумировался до 0.9 мбар. 

2.10.2. Характеристики гидратных оболочек АТФ в зависимости от связывания с ионами 

Mg2+ 

В данном разделе ставилась цель изучения гидратации молекулы АТФ в двух водных 

растворителях: чистая вода и эквимолярный (по АТФ) раствор MgCl2. Рассмотрение гидратации 

в растворе MgCl2 имеет особый интерес, поскольку константа связывания АТФ с Mg2+ очень 

велика, около 9550 М-1 [504], следовательно, подавляющее большинство молекул АТФ в 

растворе пребывает в комплексе Mg∙АТФ [147,503,505]. То есть изучение гидратации АТФ в 

растворе MgCl2 сводится, в сущности, к изучению гидратации Mg∙АТФ. В то же время хорошо 

известно, что практически во всех биологически значимых реакциях участвует именно 

комплекс Mg∙АТФ. То есть сравнение гидратации АТФ и Mg∙АТФ представляет 

непосредственный интерес для молекулярной биофизики. 

Как и в разделах 2.8, 2.9, логика изучения гидратации реализовывалась на основе 

попарного сравнения водной фазы растворов АТФ с соответствующими растворителями. 

Выявление между ними отличий позволяет делать выводы о характеристиках гидратных 

оболочек, так как они занимают часть водной фазы растворов АТФ и отсутствуют в 

растворителе. 

Дополнительно анализировался раствор NaCl 120 мМ, так как в качестве АТФ 

использовалась её тринатриевая соль, то есть в растворах 40 мМ АТФ присутствовало 120 мМ 

ионов Na+. Однако измерения всеми методами в данной работе (кроме измерения 

проводимости) не позволили выявить значимые отличия раствора NaCl 120 мМ от воды. 

Поэтому данные раствора NaCl 120 мМ далее не приводятся. Также это позволяет 

анализировать результаты и делать выводы о гидратации АТФ и Mg∙АТФ без учёта наличия 

ионов Na+. 

На рисунке 2.15 представлены ДП водной фазы исследованных растворов АТФ и их 

растворителей. 
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Рисунок 2.15. Действительная 𝜀𝜀′ и мнимая 𝜀𝜀′′ части ДП водной фазы растворов АТФ и их 

растворителей (вода и раствор MgCl2 40 мМ). Слева приведены ДП во всём анализируемом 

диапазоне волновых чисел. Справа выделены интервалы, где наблюдаются достоверные 

отличия между ДП водной фазы растворов АТФ и их растворителей. Разброс представляет 

собой доверительные интервалы 95% среднего при 30 повторах. 

Рисунок 2.15 свидетельствует о значимых отличиях в мнимой части ДП: между водным 

раствором АТФ и водой в диапазоне 10-23 см-1, а также между растворами АТФ + MgCl2 и 

MgCl2 в диапазоне 62-86 см-1. По действительной части ДП отличия не обнаружены. Судя по 

указанным частотным интервалам отличий, гидратация АТФ проявляется в изменении 

релаксационных процессов молекул воды, а гидратация Mg∙АТФ – в изменении колебательной 

динамики молекул воды (см. рисунок 2.5). Это подтверждается на основе сравнения значений 

параметров таблицы 2.3, рассчитанных для анализируемых растворов. Из таблицы следует, что 

основное влияние АТФ на воду может быть описано уменьшением амплитуды дебаевской 
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релаксации Δε1, а основное влияние Mg∙АТФ описывается увеличением амплитуды 

колебательной полосы A1/ω1
2, при отсутствии значимого уменьшения Δε1. 

Таблица 2.3*. Параметры модельной ДП (2.15) водной фазы растворов АТФ и их 

растворителей.  

Образец Δε1 Δε2 τ2, пс ω1, 
см-1 γ1, см-1 A1/ω1

2 

Вода 68.9±0.8 2.69±0.04 0.316±0.006 207±4 197±11 1.70±0.02 
АТФ в воде 66.5±0.8 2.74±0.04 0.318±0.005 207±5 202±13 1.73±0.02 

 
Раствор MgCl2  67.6±0.6 2.71±0.04 0.318±0.004 209±5 202±11 1.710±0.016 

АТФ в растворе MgCl2 
(Mg∙АТФ)  66.4±0.7 2.75±0.03 0.318±0.005 215±4 216±10 1.748±0.017 

*Представлено попарное сравнение растворов АТФ 40 мМ с использующимися растворителями – вода и раствор 

MgCl2 40 мМ. Разброс покрывает 95% доверительные интервалы среднего с объёмом выборок 30. Жирным 

шрифтом выделены пары значений, между которыми зарегистрированы достоверные отличия. 

Полученные отличия по параметру Δε1 объясняются зарядовой структурой АТФ. 

Молекула АТФ в данных экспериментальных условиях находится, большей частью, в виде 

черырёхзарядного иона АТФ4-, причём весь заряд расположен на фосфатных группах [506]. Как 

известно, фосфатные группы сильно связывают воду [151,312], что и выражается в уменьшении 

величины Δε1.  

Как было отмечено, при наличии в растворе ионов Mg2+, происходит его связывание с 

фосфатными группами АТФ и значительное экранирование их заряда. В результате связывание 

молекул воды с Mg∙АТФ оказывается существенно слабее, поэтому не регистрируется отличие 

по параметру Δε1. По-видимому, указанное отличие не пропадает полностью, а только 

становится заметно меньше (в пределах погрешности), чем для случая АТФ в чистой воде. 

Большее значение параметра A1/ω1
2 как характеристика гидратации Mg∙АТФ позволяет 

утверждать о наличии большего количества водородных связей в гидратных оболочках 

Mg∙АТФ по сравнению с невозмущённой водой. Отметим, что в чистой воде при 25˚С среднее 

число водородных связей с одной молекулой составляет около 3.6 из 4 возможных [507]. 

Следовательно, в гидратных оболочках Mg∙АТФ происходит увеличение числа водородных 

связей, но не более чем на 10% по сравнению с невозмущённой водой. Это весьма небольшое 

отличие молекулярной организации гидратной оболочки, но оно надёжно регистрируется 

описанным методом на основе ТГц спектроскопии.  
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Полученные данные позволяют сделать заключение, что гидратация АТФ и Mg∙АТФ 

принципиально отличается. Если АТФ за счёт заряда фосфатных групп искажает структуру 

воды, сильно связывая близлежащие молекулы, то Mg∙АТФ, наоборот, структуру воды 

упорядочивает, способствуя образованию дополнительных водородных связей.  

Этот вывод косвенно подтверждается результатами измерений размера 

(гидродинамического диаметра) АТФ (в воде) и Mg∙АТФ (АТФ в растворе MgCl2), 

представленными на рисунке 2.16. Оказалось, что размер Mg∙АТФ (1.46±0.05 нм) примерно в 

полтора раза больше, чем АТФ (0.98±0.27 нм). Это может означать, что гидратная оболочка 

Mg∙АТФ обладает большей жёсткостью или протяжённостью, что согласуется с описанными 

выше данными о большем количестве водородных связей в гидратных оболочках Mg∙АТФ.  

 

Рисунок 2.16. Распределение по размерам молекул АТФ в воде и растворе MgCl2 40 мМ.  

При этом важно рассмотреть и исключить возможные артефакты. В первую очередь был 

внимательно рассмотрен вопрос агрегации АТФ в присутствии ионов Mg2+. Известно, что АТФ 

может агрегировать за счёт стэкинг-взаимодействий азотистых оснований, причём в 

присутствии ионов Mg2+ этот процесс усиливается. Константы самоассоциации молекул АТФ в 

присутствии различных ионов определены и хорошо известны [220,261]. При использованных в 

данной работе условиях около 10% молекул АТФ образуют димеры в воде и около 20% в 

присутствии Mg2+. Более крупные олигомеры представлены в ничтожных количествах. 

Увеличение гидродинамического диаметра в 1.5 раза соответствует увеличению 

гидродинамического объёма в 1.53≈3.4 раза. То есть для объяснения зарегистрированного 
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укрупнения олигомеризацией необходимо, чтобы все молекулы АТФ в присутствии Mg2+ 

объединились тримеры-тетрамеры, чего не происходит судя по справочным данным.  

Помимо размеров, можно проанализировать соотношение интенсивностей рассеяния. 

Интенсивность рассеяния АТФ в воде (после вычитания интенсивности рассеяния воды) 

составляет 9.5 кГц (число отсчётов детектора в секунду), а АТФ в растворе MgCl2 (после 

вычитания интенсивности рассеяния раствора MgCl2) – 15.3 кГц. То есть интенсивность 

рассеяния от Mg∙АТФ в 1.6 раз больше, чем от АТФ. Учитывая специфику метода ДСР [386], 

увеличение гидродинамического диаметра в k раз (в данном случае k=1.5) должно 

сопровождаться увеличением интенсивности рассеяния, согласно закону Релея, в k6=11.4 раз. 

Если бы укрупнение происходило за счёт агрегации имеющихся молекул, то с учётом 

уменьшения их количества в k-3 раз, в итоге, интенсивность выросла бы в k3=3.4 раза, что не 

согласуется с экспериментом. Это дополнительно подтверждает, что разница в размерах АТФ и 

Mg∙АТФ не объясняется агрегацией.  

С другой стороны, увеличение размера в 1.5 раза также не соответствует увеличению 

интенсивности согласно закону Рэлея ~ k6. Объяснить это можно следующим образом. Разница 

в размерах была зарегистрирована методом ДСР, в основе которого лежит принцип измерения 

коэффициентов диффузии молекул (см. раздел 1.6.3). При этом интенсивность рассеяния не 

зависит от коэффициентов диффузии, а определяется рассеивающей способностью, зависящей 

от размера и коэффициента преломления (1.5). Увеличение интенсивности рассеяния по закону 

~ k6 можно ожидать только в том случае, если увеличение размера происходит с сохранением 

коэффициента преломления частицы. Более слабый рост интенсивности с ростом размера 

свидетельствует о том, что увеличение размера Mg∙АТФ по сравнению с АТФ происходит за 

счёт формирования оболочки, слабо отличающейся по коэффициенту преломления от 

окружающей среды – воды. Это согласуется со сделанным выводом на основе данных ТГц 

спектроскопии, что гидратная оболочка Mg∙АТФ представляет собой неискажённую структуру 

воды с небольшим (менее 10%) увеличением количества водородных связей. Очевидно, 

коэффициент преломления такой гидратной оболочки отличается, но слабо от окружающей 

невозмущённой воды.  

Из представленных данных о размерах молекул следует, что гидратная оболочка 

Mg∙АТФ примерно на 0.25 нм толще, чем у АТФ. Это соответствует 1-2 дополнительным слоям 

молекул воды. По-видимому, такая оценка занижает реальную протяжённость гидратации, 

поскольку при небольшом отличии структурных характеристик гидратной оболочки от 
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невозмущённой воды неуместно предполагать наличие чёткой границы между ними. Более 

вероятно, что при удалении от Mg∙АТФ свойства воды постепенно уравниваются со свойствами 

невозмущённой воды, а 0.25 нм – это некий характерный параметр, регистрируемый методом 

ДСР.  

Говоря о повышенной структурированности гидратной оболочки Mg∙АТФ, неверно было 

бы сравнивать её со льдом. Во-первых, у льда и воды достаточно сильно отличаются 

коэффициенты преломления. Во-вторых, связывание АТФ с Mg2+ – процесс эндотермический 

[504], а кристаллизация – экзотермический. Поэтому, если и можно уподоблять структуру 

гидратной оболочки Mg∙АТФ кристаллу, то только жидкому кристаллу. Однако для 

полноценного изучения этого аспекта необходимо применение молекулярного моделирования, 

что можно рассматривать в качестве потенциального продолжения данной работы.  

Для выяснения причин столь значительного отличия характеристик гидратных оболочек 

АТФ и Mg∙АТФ важно понять, какие факторы являются определяющими для гидратации. 

Можно выделить два фактора. 1) Большой заряд фосфатных групп. Экранировка ионом Mg2+ 

приводит к снижению плотности заряда и изменению структуры воды вблизи фосфатных групп 

при слабом изменении гидратации вблизи остальных частей молекулы АТФ. 2) Большая 

величина дипольного момента молекулы АТФ ≈230 Д, что на два порядка больше, чем у 

молекулы воды. Вопрос о значении дипольного момента обсуждался в некоторых работах 

[149,508]. Очевидно, что он сильно уменьшается при связывании АТФ с Mg2+. Динамическая 

гидратная оболочка может быть чувствительна к изменению дипольного момента крупной 

молекулы и реагировать на эти изменения коллективным образом.  

И наконец, самым интригующим вопросом является биологический смысл 

зарегистрированной «особой» гидратной оболочки Mg∙АТФ, которой нет у АТФ. Ведь 

практически все биологически значимые реакции протекают именно с участием комплекса 

Mg∙АТФ. Не исключено, что характеристики гидратации определяют некоторые параметры 

этих реакций. Прояснение данного аспекта может иметь важное фундаментальное значение для 

молекулярной биологии, биохимии и биофизики. 

2.11. Гидратация ДНК 

В данном разделе проводится изучение гидратации ДНК в воде, а также в присутствии 

ионов K+ и Mg2+. 



 
 

111 
 

2.11.1. Материалы и методы 

Исследовались растворы плазмидной ДНК pET-11c (размер 5.7 kb) в концентрации 25 

мг/мл. Растворы ДНК получали в трёх водных растворителях: вода, 40 мМ MgCl2 (Helicon, 

Россия) и 150 мМ KCl (Helicon, Россия). Для приготовления растворов использовалась 

деионизованная вода MilliQ (Millipore, Германия). Температура всех образцов 25̊С. 

Выделение плазмидной ДНК проводилось с помощью метода щелочного лизиса [509]. 

Целостность плазмиды оценивалась с помощью электрофореза в 1% агарозном геле, в 

присутствии 1 мкг/мл бромистого этидия [510]. Денситометрический анализ 

электрофореграммы проводился с помощью программы ImageJ v.1.50 (National Institutes of 

Health, США). Концентрация ДНК оценивалась с помощью спектрофотометра NanoDrop ND-

1000 («NanoDrop Technologies», США) по поглощению на длине волны 260 нм с учётом 

молярной экстинкции 0.020 (мкг/мл)−1 см−1 [509]. Чистота препарата ДНК оценивалась по 

соотношению поглощения на 260 нм (ДНК), 280 нм (белки) и 230 нм (феноляты и тиоционаты). 

Соотношение A260 / A280 = 2.01, а A260 / A230 = 2.65, что свидетельствует о высокой степени 

чистоты плазмидной ДНК [511]. При этом для достижения высокой точности определения 

концентрации ДНК, растворы разбавлялись таким образом, чтобы измеряемая оптическая 

плотность была в диапазоне 0.5 – 1.5. Результаты электрофореза, представленные на рисунке 

2.17, свидетельствуют, что в исследуемых образцах около 90% ДНК представлено в кольцевой 

(релаксированной) форме. 

 

Рисунок 2.17. Электрофореграмма плазмидной ДНК pET-11c и распределение по фракциям: С – 

кольцевая DNA, L – линейная DNA, SC – суперскрученная DNA.  
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Для анализа гидратации ДНК проводилось сравнение ДП водной фазы растворов ДНК с 

ДП их растворителей (аналогичных водных растворов по составу, кроме наличия в них ДНК). 

Расчёт ДП водной фазы раствора ДНК производится с помощью разработанной в рамках 

настоящей работы модели эффективной среды для двухфазных диэлектриков с нитевидными 

включениями (см. раздел 2.4). Она в полной мере применима к водному раствору ДНК в 

кольцевой форме. При малых концентрациях ДНК модель может быть записана в следующем 

виде: 

𝜀𝜀𝑐𝑐∗ = 𝜀𝜀𝑤𝑤∗ + 𝑓𝑓 �𝜀𝜀𝑑𝑑
∗ −𝜀𝜀𝑤𝑤∗ ��5𝜀𝜀𝑤𝑤∗ +𝜀𝜀𝑑𝑑

∗ �
3�𝜀𝜀𝑤𝑤∗ +𝜀𝜀𝑑𝑑

∗ �
 ,    (2.29) 

где 𝜀𝜀𝑐𝑐∗, 𝜀𝜀𝑑𝑑∗ , 𝜀𝜀𝑤𝑤∗  – комплексные ДП раствора ДНК, сухого вещества ДНК и водной фазы, 

соответственно, f – объёмная доля ДНК в растворе, которая может быть рассчитана 

умножением массовой доли ДНК (2.5%) на удельный объём ДНК (0.5 см3/г) [473]: f=0.0125. 

Решение комплексного уравнения (2.29) относительно действительной 𝜀𝜀𝑤𝑤′  и мнимой 𝜀𝜀𝑤𝑤′′ частей 

𝜀𝜀𝑤𝑤∗  выглядит следующим образом: 

𝜀𝜀𝑤𝑤′ = 1
𝑒𝑒
�𝑎𝑎 − �3

2
�√𝑐𝑐2 + 𝑑𝑑2 + 𝑐𝑐��, 

𝜀𝜀𝑤𝑤′′ = 1
𝑒𝑒
�𝑏𝑏 − �3

2
�√𝑐𝑐2 + 𝑑𝑑2 − 𝑐𝑐��,     (2.30) 

𝑎𝑎 = (3 + 4𝑓𝑓)𝜀𝜀𝑑𝑑′ − 3𝜀𝜀𝑐𝑐′  

𝑏𝑏 = (3 + 4𝑓𝑓)𝜀𝜀𝑑𝑑′′ − 3𝜀𝜀𝑐𝑐′′ 

𝑐𝑐 = 3(𝜀𝜀𝑐𝑐′2 − 𝜀𝜀𝑐𝑐′′2) + (6 − 28𝑓𝑓)𝜀𝜀𝑑𝑑′ 𝜀𝜀𝑐𝑐′ − 2(3 − 14𝑓𝑓)𝜀𝜀𝑑𝑑′′𝜀𝜀𝑐𝑐′′ + (3 + 4𝑓𝑓 + 12𝑓𝑓2)(𝜀𝜀𝑑𝑑′2 − 𝜀𝜀𝑑𝑑′′2) 

𝑑𝑑 = (6 − 28𝑓𝑓)𝜀𝜀𝑑𝑑′′𝜀𝜀𝑐𝑐′ + 6𝜀𝜀𝑐𝑐′𝜀𝜀𝑐𝑐′′ + 𝜀𝜀𝑑𝑑′ �(6 − 28𝑓𝑓)𝜀𝜀𝑐𝑐′′ + (6 + 8𝑓𝑓 + 24𝑓𝑓2)𝜀𝜀𝑑𝑑′′� 

𝑒𝑒 = 2(5𝑓𝑓 − 3) 

Функции 𝜀𝜀𝑐𝑐′ , 𝜀𝜀𝑐𝑐′′ и 𝜀𝜀𝑑𝑑′ , 𝜀𝜀𝑑𝑑′′, входящие в формулы (2.30), определялись путём измерения ТГц 

спектров растворов ДНК и сухих плёнок ДНК, с последующим расчётом по формулам (1.15), 

как это описано в разделе 2.2. Высушивание плёнок ДНК производилось на окнах из z-cut 

кварца под вакуумом 1 мбар. Визуально высушивание происходило за несколько минут, однако 

образцы выдерживали под вакуумом в течение 14 часов для достижения предельной степени 
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дегидратации. Для расчёта ДП сухой ДНК по формулам (1.15) необходимо было знать толщину 

плёнок l. Она измерялась с помощью конфокального микроскопа LSM 510 META (Carl Zeiss, 

Germany) согласно методике, описанной в разделе 2.10.1. Толщины нескольких измеренных 

плёнок составляли от 6 до 10 мкм. 

2.11.2. Особенности гидратных оболочек ДНК в релаксированной форме  

В данной работе была использована кольцевая форма плазмидной ДНК. Эта форма 

присутствует в прокариотических (митохондриальная и геномная ДНК) и эукариотических 

(митохондриальная и внехромосомная кольцевая ДНК) клетках, а также у большинства ДНК-

содержащих вирусов. Интересно, что даже линейная форма ДНК некоторых вирусов 

замыкается в кольцо после проникновения в клетку [512]. Кольцевая форма ДНК играет 

важную роль в репликации и транскрипции генов. Эволюционно она является наиболее ранней 

и наиболее удобной с точки зрения репликации. Линейные формы хромосомной ДНК высших 

организмов возникли значительно позже и потребовали развития дополнительных механизмов 

репликации (теломерная ДНК) [513]. В настоящее время внехромосомные кольцевые ДНК 

эукариот привлекают значительное внимание исследователей, что связано с их важной ролью в 

регуляции экспрессии различных генов, процессах иммунного ответа, межклеточном 

взаимодействии и онкогенезе [514]. 

На рисунке 2.18 приведены ДП водной фазы растворов ДНК в сравнении с ДП их 

растворителей, из которого можно видеть ряд отличий. В растворах ДНК часть водной фазы, 

относящаяся к гидратным оболочкам, отличается по структуре от невозмущённой воды (вдали 

от молекулы ДНК или в растворителе). Очевидно, этим и обусловлены наблюдаемые отличия в 

ДП. Из рисунка 2.18 видно, что под влиянием ДНК в воде и растворе MgCl2 происходит 

увеличение 𝜀𝜀′ практически во всём анализируемом спектральном диапазоне и снижение 𝜀𝜀′′ в его 

низкочастотной части. В растворе KCl под влиянием ДНК 𝜀𝜀′ тоже увеличивается, но только в 

низкочастотной области, и наблюдается увеличение 𝜀𝜀′′ в середине диапазона. Из этого следует, 

что с точки зрения диэлектрических свойств, гидратные оболочки ДНК в чистой воде и 

растворе MgCl2 имеют сходство между собой, но заметно отличаются от гидратных оболочек в 

растворе KCl. 
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Рисунок 2.18. Парные сравнения ДП водной фазы растворов ДНК и растворителей (водных 

растворов с аналогичным содержанием ионов, но без ДНК). На левой части рисунка даны ДП 

во всём анализируемом диапазоне волновых чисел. В центральной и правой частях рисунка 

представлены действительные 𝜀𝜀′ и мнимые 𝜀𝜀′′ части ДП, соответственно, в тех спектральных 

интервалах, где зарегистрированы достоверные отличия. Разброс представляет собой 95% 

доверительные интервалы среднего с числом повторов 35.  

Указанные отличия ДП предметно могут быть проанализированы при рассмотрении 

значений параметров таблицы 2.4, рассчитанных из этих ДП. Можно выделить общие 

закономерности гидратации ДНК для всех использованных растворителей. Наличие ДНК 

способствует усилению связывания воды (судя по уменьшению Δε1), увеличению числа 

свободных молекул воды (увеличение Δε2 и n) и увеличению количества водородных связей 

(судя по увеличению A1/ω1
2). Также в присутствии ДНК наблюдается увеличение времени 
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релаксации свободных молекул (τ2). Увеличение 𝜔𝜔1 и 𝛾𝛾1 прослеживается на уровне средних, но 

не даёт достоверных отличий, поэтому далее не обсуждается.  

Таблица 2.4. Значения параметров модельной ДП (2.15) и процент свободных молекул воды n, 

рассчитанный по формуле (2.21), для исследованных растворов ДНК и их растворителей.  

Образец Δε1 Δε2 τ2, пс 𝜔𝜔1, см-1 
𝐴𝐴1

𝜔𝜔12
�  𝛾𝛾1, см-1 n, % 

Вода 68.9±0.8 2.69±0.04 0.316±0.006 207±4 1.70±0.02 197±11 3.78±0.04 

Вода + 
ДНК 61.7±1.0 3.09±0.10 0.346±0.009 217±8 1.83±0.04 215±16 4.01±0.07 

40 мМ 
MgCl2 

67.6±0.6 2.71±0.04 0.318±0.004 209±5 1.71±0.02 202±11 3.79±0.04 

40 мМ 
MgCl2 + 

ДНК 

60.6±0.7 2.99±0.05 0.337±0.005 218±6 1.81±0.03 217±15 3.95±0.04 

150 мМ 
KCl 63.1±0.9 2.93±0.07 0.329±0.007 212±5 1.77±0.03 201±12 3.95±0.06 

150 мМ 
KCl + 
ДНК 

59.4±0.7 3.11±0.04 0.335±0.005 217±4 1.81±0.03 216±9 4.05±0.03 

* Данные представлены в виде парных сравнений водной фазы растворов ДНК и растворителей (водных растворов 

с аналогичным содержанием ионов, но без ДНК). Разброс представляет собой доверительные интервалы среднего с 

вероятностью 95% с числом повторов 35. Жирным шрифтом обозначены параметры, по которым обнаружены 

значимые отличия. 

Рассмотрим более детально каждую из отмеченных тенденций. Усиление связывания 

воды в гидратной оболочке ДНК является известным фактом. Это было обнаружено с помощью 

разных методов [109,110,120], а также определены сайты связывания, наиболее сильными из 

которых являются фосфатные группы. Как было отмечено выше, наряду с усилением 

связанности воды, наблюдается увеличение количества свободных молекул воды. Совместное 

проявление двух указанных тенденций наблюдалось и в других работах по исследованию 

гидратных оболочек ДНК, как например [515]. Также это было обнаружено при гидратации 

белка в частично агрегированной форме (таблица 2.1) и моносахаридов (таблица 2.7). В 

настоящей работе эти факты объединены в общую закономерность и объясняются устройством 

динамической гидратной оболочки биомолекул, состоящей из сильно связанных молекул воды 
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в первичном слое гидратации и частично разрушенной структуры более отдалённых слоёв 

воды.  

Увеличение параметра A1/ω1
2 при гидратации ДНК, как и в случае Mg∙АТФ (таблица 

2.3), свидетельствует об увеличении количества водородных связей между молекулами воды в 

гидратных оболочках. 

Изменение времени релаксации свободных молекул воды τ2 при гидратации ДНК было 

обнаружено также при гидратации белка в частично агрегированной форме (таблица 2.1), 

фосфолипидных липосом в риппл-фазе (таблица 2.2) и моносахаридов (таблица 2.7). По-

видимому, в основе всех этих закономерностей лежит общий механизм. Однако, как и в 

упомянутых случаях, в настоящей работе этому сложно дать обоснованные объяснения с 

использованием только имеющихся данных. Поэтому ограничимся описанием полученного 

результата и гипотезой об отличиях среднестатистической структуры полостей в гидратных 

оболочках, внутри которых свободные молекулы воды испытывают большее тормозящее 

влияние (см. раздел 2.8.2). 

С учётом сделанных интерпретаций, изменение параметров Δε1, Δε2, A1/ω1
2 под 

влиянием ДНК может быть истолковано как наличие трёх структурных фракций молекул воды 

в гидратной оболочке ДНК: фракция сильно связанных молекул воды, область с повышенным 

количеством свободных молекулы воды и область с повышенным количеством водородных 

связей.  

Рассмотрим вопрос распределения указанных трёх фракций относительно молекулы 

ДНК. Наиболее сильно связанные молекулы воды, как известно, локализованы вблизи 

фосфатных групп [109,110,120]. Как уже было упомянуто выше, за пределом сильно связанного 

первичного гидратного слоя может формироваться слой с большим содержанием свободных 

молекул воды, в данном случае расположенный вдоль сахарофосфатного остова.  

Фракция молекул воды с повышенным количеством водородных связей, по-видимому, 

находится в желобках молекулы ДНК. Как известно, в области желобков происходит 

водородное связывание молекул воды с азотистыми основаниями через эндоциклические атомы 

азота, экзоциклические кетогруппы и аминогруппы (рисунок 2.19). Также известно, что 

образование водородной связи с молекулой воды, приводит к увеличению её способности 

образовывать другую водородную связь [516]. Образование множества водородных связей с 

азотистыми основаниями способно инициировать формирование особого слоя молекул воды с 
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повышенным водородным связыванием в желобках. Подтверждение этому можно найти в 

других работах. Например, известно такое понятие как «хребет гидратации», относящееся к 

более сильно структурированному слою воды в малом желобке ДНК [127–130]. Также в работе 

[125] был произведён расчёт энтропии воды в желобках молекулы ДНК, и для обоих желобков 

получены существенно меньшие значения, чем для невозмущённой воды. Исследования 

гидратных оболочек ДНК, проведённые методом диэлектрической спектроскопии в ГГц 

области [131,132], свидетельствовали о наличии особого слоя воды в желобках, который авторы 

назвали струноподобными кластерами. Утверждалось, что образование этого слоя имеет 

кооперативную природу, поскольку он разрушается при денатурации ДНК. По-видимому, эта 

фракция молекул воды с повышенным количеством водородных связей, зарегистрированная в 

настоящей работе с использованием метода THz-TDS, соотносится с упомянутыми данными.  

 

Рисунок 2.19. Схематичное изображение водородного связывания молекул воды с азотистыми 

основаниями в малом и большом желобках двойной спирали ДНК.  

2.11.3. Влияние ионов Mg2+ и K+ на гидратацию ДНК 

Отдельного внимания заслуживает вопрос влияния ионов на характеристики гидратации 

ДНК. Известно, что различные катионы могут оказывать существенное воздействие как на 

структуру ДНК [517], так и на структуру воды [422]. Естественно также ожидать их 

воздействия на структуру гидратных оболочек. Как было отмечено выше, в рамках 
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предлагаемого рассмотрения гидратация ДНК может быть охарактеризована изменением 

параметров Δε1, n, A1/ω1
2, τ2 при переходе от чистого растворителя к водной фазе раствора 

ДНК. Как следует из Таблицы 2.4, каждый из указанных параметров однонаправленно меняется 

для всех растворителей (вода, 40 мМ MgCl2 и 150 мМ KCl), эти изменения содержатся в 

таблице 2.5. Примечательно, что в воде и растворе MgCl2 наблюдаются количественно близкие 

изменения по каждому параметру, тогда как в растворе KCl изменение всех четырёх 

параметров намного меньше. Это свидетельствует о близкой по структуре, но гораздо менее 

выраженной гидратации ДНК в растворе KCl, по сравнению с двумя другими растворителями. 

Очевидно, это не может объясняться отличием в ионной силе использующихся растворителей, а 

причина кроется в специфическом влиянии катионов Mg2+ и K+. 

Таблица 2.5. Отличие средних значений параметров Δε1, n, A1/ω1
2, τ2 водной фазы 

растворов ДНК от растворителя. Символы ↓ и ↑ обозначают, что для раствора ДНК значение 

меньше и больше, соответственно (см. таблицу 2.4). 

Образец Δε1 A1/ω1
2 n, % τ2 

ДНК в воде ↓  7.2 ↑  0.13 ↑  0.23 ↑  0.030 
ДНК в растворе 40 мМ MgCl2  ↓  7.0 ↑  0.10 ↑  0.16 ↑  0.019 
ДНК в растворе 150 мМ KCl ↓  3.7 ↑  0.04 ↑  0.10 ↑  0.006 

Рассмотрим возможные отличия гидратации ДНК в присутствии и отсутствии ионов 

Mg2+. Известно, что в растворе ДНК ионы Mg2+, главным образом, связываются с фосфатными 

группами [505,517]. При использованных концентрациях ДНК, количество ионов Mg2+ (40 мМ) 

в растворе оказывается примерно в два раза меньше количества фосфатных групп ДНК. 

Поэтому можно считать, что практически все ионы Mg2+ сосредоточены вблизи фосфатных 

групп. Каждая фосфатная группа (в отсутствии Mg2+) обладает зарядом -1, при этом 

реализуется ион-дипольное и частично водородное связывание отрицательно заряженной 

фосфатной группы с положительными сайтами молекулы воды. При связывании с Mg2+ заряд 

фосфата меняется с -1 на +1 (не вдаваясь в рассмотрение вопроса о распределении заряда 

фосфата), при этом происходит гидратация фосфата за счёт ион-дипольного взаимодействия с 

отрицательными сайтами молекулы воды. То есть связывание фосфатов с Mg2+ приводит лишь 

к изменению ориентации и расположения молекул воды в их первичной сильно связанной 

гидратной оболочке. Между двумя описанными случаями нет принципиальной разницы по силе 

связывания и числу гидратации фосфатов в первичном гидратном слое. Также связывание с 

фосфатом Mg2+ не может заметно повлиять на содержание свободных молекул воды за 

пределами первичного гидратного слоя вдоль сахарофосфатного остова. Будучи локализованы 
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вблизи фосфатных групп, ионы Mg2+ не способны сильно влиять и на структурные 

характеристики воды в желобках, ввиду удалённости. Поэтому фракция молекул воды с 

повышенным числом водородных связей в желобках также не претерпевает существенных 

изменений при появлении Mg2+. В итоге, приходим к заключению, что гидратные оболочки 

ДНК не должны сильно отличаться в воде и растворе MgCl2, что согласуется с 

экспериментальными данными. 

 

Рисунок 2.20. Схематичное изображение гидратации ДНК в воде и при наличии катионов Mg2+. 

Катион K+, по сравнению с Mg2+, обладает в два раза меньшим зарядом и в полтора раза 

большим ионным радиусом [518]. То есть энергия кулоновского взаимодействия фосфатной 

группы с K+ значительно меньше, чем с Mg2+. Ион K+ к тому же обладает гораздо большей 

трансляционной подвижностью в воде, чем Mg2+ [519]. Не имея какой-либо выраженной 

локализации вблизи молекулы ДНК, ионы K+ способны эффективно проникать в гидратную 

оболочку ДНК как вблизи сахарофосфатного остова, так и в желобках. Поскольку ион K+ 

обладает хаотропной природой [520], он оказывает лёгкий деструктурирующий эффект на воду. 

То есть ионы K+ должны способствовать уменьшению всех трёх описанных фракций молекул 

воды в гидратных оболочках ДНК и уменьшению отличий гидратных оболочек от 

невозмущённой воды. Это позволяет на качественном уровне понять причину схожей по типу, 

но менее выраженной гидратации ДНК в растворе KCl, по сравнению с чистой водой или 

раствором MgCl2. 
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Описанные эффекты влияния ДНК на структуру воды и специфическая зависимость этих 

эффектов от катионов могут представлять интерес не только с точки зрения биоорганической и 

физической химии, но и с точки зрения молекулярной биофизики. Дело в том, что катион K+ 

является основным внутриклеточным ионом, содержание которого около 150 мМ. В работе 

[521] было показано, что ионы K+ с близкими к внутриклеточным значениям концентрациями 

необходимы для формирования правильной структуры G-квадруплекса теломерной ДНК. В 

работах [522,523] показано, что компактизация ДНК зависит от типа ионов и сильно отличается 

даже между такими похожими катионами как K+ и Na+. Не исключено, что описанное действие 

K+ с внутриклеточной концентрацией на гидратную оболочку ДНК является неким 

оптимизирующим фактором, важным для молекулярно-биологических процессов. Данная тема 

может быть предметом отдельных исследований с большей биологической направленностью. 

2.11.4. Кооперативные эффекты гидратации ДНК 

Дополнительную информацию о гидратации ДНК можно получить из сравнения её с 

гидратацией АТФ (раздел 2.10). В таблице 2.6 содержатся отличия водной фазы растворов ДНК 

и АТФ от соответствующих растворителей при одинаковой концентрации по нуклеотидам.  

Таблица 2.6*. Отличие средних значений параметров Δε1, n, A1/ω1
2, τ2 водной фазы 

растворов ДНК и АТФ от растворителей (вода и раствор 40 мМ MgCl2). Символы ↓ и ↑ 

обозначают, что для раствора ДНК или АТФ значение параметра меньше и больше, 

соответственно, чем для растворителя. 

Образец Δε1 A1/ω1
2 n, % τ2 

ДНК в воде ↓  3.8 ↑  0.07 ↑  0.12 ↑  0.016 
АТФ в воде ↓  2.4 ↑  0.03 ↑  0.04 ↑  0.002 
ДНК в растворе 40 мМ MgCl2  ↓  3.7 ↑  0.05 ↑  0.08 ↑  0.010 
АТФ в растворе 40 мМ MgCl2 ↓  1.2 ↑  0.04 ↑  0.01 0 

*Параметры растворов АТФ (таблица 2.3) были получены при концентрации 40 мМ. Для корректного сравнения, 

параметры растворов ДНК (таблица 2.4) были пересчитаны на концентрацию 40 мМ по нуклеотидам.  

Из таблицы 2.6 следует, что гидратация АТФ и ДНК характеризуется 

однонаправленными изменениями каждого из четырёх параметров. При этом гидратация ДНК 

выражена сильнее, судя по большим изменениям всех параметров. Данный вывод сохраняется 

независимо от наличия ионов Mg2+. Из этого можно заключить, что ДНК и АТФ способствуют 

близким структурно-динамическим изменениям воды в гидратных оболочках, но выраженность 

гидратации ДНК в расчёте на нуклеотид оказывается заметно сильнее. Это, очевидно, 

объясняется кооперативными эффектами. То есть, если один нуклеотид способен 
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определённым образом изменять структуру воды вблизи себя, то нуклеотиды, организованные в 

двойную полимерную цепочку, приводят к тем же изменениям, но более стабильным и в 

большем объёме. 

2.12. Гидратация сахаров 

В работе производилось сравнение гидратации сахаров разного типа: моно- и 

полисахаридов, заряженных и нейтральных, стереоизомеров. 

2.12.1. Материалы и методы 

В работе использовались следующие сахара: D(+)-глюкоза (#A1422, Panreac, Испания), 

D(+)-галактоза (#A1131, Panreac, Испания), декстран ≈40 кДа (#31389, Sigma-Aldrich, США), 

амилопектин (#10120, Sigma-Aldrich, США), D(+)-галактуроновая кислота (#48280, Sigma-

Aldrich, США), полигалактуроновая кислота (#81325, Sigma-Aldrich, США). Растворы 

готовились с использованием деионизованной воды (MilliQ, Германия). Для повышения pH 

кислых растворов (галактуроновой и полигалактуроновой кислоты) использовался NaOH 

(#567530, Sigma-Aldrich, США). Приготовление таблеток сухих сахаров выполняли в смеси с 

полиэтиленовым порошком 34-50 мкм (#434272, Sigma-Aldrich, USA). Структурные формулы 

всех использующихся сахаров изображены на рисунке 2.21.  

    
 (а)  (б)  (в) 

   
 (г) (д) (е) 

Рисунок 2.21. Структурные формулы изучаемых сахаров: (а) глюкоза; (б) декстран и (в) 

амилопектин (полисахариды на основе глюкозы); (г) галактоза (стереоизомер глюкозы); (д) 

галактуроновая кислота; (е) полигалактуроновая кислота (полисахарид галактуроновой 

кислоты).  
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Готовились водные растворы сахаров в следующих концентрациях: глюкоза, галактоза – 

50 мг/мл; галактуроновая кислота – 53.87 мг/мл; декстран и амилопектин – 45 мг/мл; 

полигалактуроновая кислота – 48.87 мг/мл. Отличия в концентрациях моносахаридов 

обусловлены разницей в молекулярном весе: глюкоза, галактоза – 180.16 г/моль, а 

галактуроновая кислота – 194.1 г/моль. Меньшие концентрации полисахаридов по сравнению с 

моносахаридами обусловлены тем, что в составе полисахаридов мономеры связаны 

гликозидными связями, образование каждой из которых сопровождается отщеплением 

молекулы воды и уменьшением молекулярного веса связанного моносахарида. Таким образом, 

достигалось уравнивание молярных концентраций (277.5 мМ) всех растворов по 

моносахаридам. Это позволяло проводить корректное сравнение анализируемых характеристик 

гидратации различных сахаров.  

Разведение моносахаридов в воде производилось простым смешиванием и выдержкой 

при комнатной температуре около 1 часа перед измерением. Растворы полисахаридов 

готовились путём постепенного добавления сухого вещества в воду при температуре 80˚С с 

интенсивным перемешиванием магнитной мешалкой. По окончании растворения 

полисахаридов (при достижении визуально однородной субстанции) производилась дегазация 

под вакуумом 140 мм рт. ст. с продолжающимся перемешиванием при 80˚С с использованием 

станции дегазации Degassing station (TA Instruments, USA) в течение 20 мин. Это 

способствовало устранению растворённого воздуха из вязких растворов и исключало появление 

пузырьков на окнах кюветы при последующих спектральных измерениях. Затем растворы 

взвешивались, и добавлялась вода, потерянная при испарении в процессе приготовления 

растворов. Растворы галактуроновой и полигалактуроновой кислоты доводились до pH=6 путём 

добавки раствора 1 М NaOH. 

Из экспериментально полученных ДП растворов сахаров производился расчёт ДП 

водной фазы растворов с использованием соответствующих моделей эффективной среды. Для 

моносахаридов использовалась модель Максвелла Гарнетта (1.17), а для полисахаридов – 

разработанная в данной работе модель эффективной среды (2.14). Так как для указанных 

моделей требуется определение ДП сухих сахаров, они готовились отдельно с помощью двух 

различных методик.  

Каждый образец сухого полисахарида изготавливался следующим образом. Полисахарид 

массой 21 мг смешивался с 123 мг порошка полиэтилена, после чего производилось тщательное 

измельчение в агатовой ступке. Затем порошок помещался в пресс-форму, и под нагрузкой 10 
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тонн производилось прессование таблеток диаметром 13 мм и толщиной около 1.1 мм. Для 

измерения фонового спектра аналогичным образом изготавливалась таблетка из чистого 

полиэтилена с массой 123 мг. 

Для моносахаридов применялась другая методика. 30 мг сахара насыпали между двумя 

тефлоновыми плёнками толщиной 5 мкм. Нижняя плёнка располагалась на гладкой деревянной 

подложке для термоизоляции. К верхней плёнке прикладывался металлический плоский 

нагреватель, разогретый до температуры на 3-5˚С выше температуры плавления сахара (при 

этом температура плавления тефлона не достигалась). После расплавления сахара, 

производилась быстрая замена нагревателя на металлическую пластину, охлаждённую в 

жидком азоте. Ввиду достаточно высокой температуры стеклования сахаров [330] и тонкого 

слоя образца, его удавалось быстро охладить и получить моносахарид в аморфной фазе.  

Использование двух различных методик приготовления образцов сухих сахаров для 

спектрального анализа связано с тем, что исследованные полисахариды находятся в аморфной 

форме, а моносахариды в кристаллической. Спектры кристаллов проявляют характерные 

фононные полосы поглощения в ТГц области. Поскольку спектры сухих образцов измерялись с 

целью вычитания вклада сахаров из ДП их растворов, то необходимо было избегать фононных 

колебаний, поскольку у сахаров в растворённом виде их нет. Измерение спектров 

моносахаридов в аморфной форме позволило решить эту проблему. Рисунок 2.22 наглядно 

демонстрирует отсутствие фононных полос у аморфных образцов глюкозы и галактуроновой 

кислоты, которые отчётливо видны у кристаллической галактуроновой кислоты. Спектр 

аморфной галактозы не отличался от спектра аморфной глюкозы, поэтому не приводится. 

Спектр кристаллической глюкозы может быть найден, например в [524], а спектр 

кристаллической галактозы в [525]. 
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Рисунок 2.22. Спектры поглощения аморфных образцов глюкозы и галактуроновой кислоты, а 

также кристаллической галактуроновой кислоты.  

Стоит отметить, что описанная методика получения аморфных моносахаридов оказалась 

лучше, чем методики, описанные в литературе, например в [524], где сахара расплавлялись в 

открытой ёмкости. Хотя авторы и упоминали, что в расплавленном состоянии сахара 

находились короткое время, тем не менее, отмечали их потемнение. Потемнение, как известно, 

связано с термическим разложением сахара, сопровождающимся реакциями дегидратации 

[525]. В настоящей работе полученные образцы глюкозы и галактозы были абсолютно 

прозрачны, а галактуроновая кислота проявляла едва заметный жёлтый оттенок. Применённый 

подход плавления сахара в тонком слое между двумя поверхностями, препятствовал испарению 

воды, образующейся при разложении сахара. А поскольку реакции дегидратации при 

термическом разложении сахаров обратимы [526], то при охлаждении удавалось сохранить их 

химический состав. 

2.12.2. Общие характеристики гидратации сахаров 

В данной работе проводилось исследование растворов сахаров с концентрациями около 

5 вес%. Данная концентрация считалась оптимальной по двум причинам. Во-первых, при 

концентрации ниже 3% в рамках использующегося подхода не удаётся зарегистрировать 

надёжные отличия растворов от воды. Во-вторых, из литературных данных [39,179,192] 

следует, что в растворах сахаров (моно- и дисахаридов) соотношение объёма гидратной воды к 

объёму сахара уменьшается с ростом концентрации, начиная примерно с 3-5%. Был сделан 

вывод, что это связано с частичным перекрытием гидратных оболочек. При этом ТГц 
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спектроскопия представляет особую ценность именно в её способности регистрировать 

отдалённые области гидратации. Таким образом, при концентрациях меньше 5% страдает 

чувствительность метода, а при больших концентрациях теряется информация об отдалённых 

слоях гидратации. 

На рисунке 2.23 представлены действительные и мнимые части ДП водной фазы 

исследованных растворов сахаров в сравнении друг с другом и с чистой водой. ДП на рисунке 

2.23 дают общее представление о диэлектрических спектрах анализируемых растворов в ТГц 

области, но для сравнения их между собой удобнее использовать разностные ДП, показанные 

на рисунке 2.24.  
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Рисунок 2.23. ДП водной фазы (действительная 𝜀𝜀′ и мнимая 𝜀𝜀′′ части) исследованных растворов 

сахаров в сравнении друг с другом и с водой. 
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(а) 

 
(б) 

 
(в) 

Рисунок 2.24. Разностные спектры ДП (действительная 𝜀𝜀′ и мнимая 𝜀𝜀′′ части) водной фазы 

исследованных растворов сахаров. Панель (а) относится к растворам глюкозы, декстрана и 

амилопектина относительно воды; панель (б) – к растворам галактозы и галактуроновой 

кислоты относительно раствора глюкозы; панель (в) – к растворам галактуроновой и 

полигалактуроновой кислоты относительно воды. Сплошные линии – это средние спектры ДП, 

а пунктирные линии того же цвета показывают разброс в виде доверительного интервала 

среднего с уровнем значимости 95% с числом повторов не менее 20. 
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Рисунок 2.24 демонстрирует множество отличий ДП водной фазы растворов различных 

сахаров от воды и друг от друга. Это обусловлено отличием структурно-динамических 

характеристик воды в растворах из-за наличия гидратных оболочек различных сахаров. Для 

интерпретации полученных отличий были рассчитаны параметры модельной ДП воды (2.15), 

которые содержатся в таблице 2.7. 

Таблица 2.7*. Параметры модельной ДП (2.15), рассчитанные для водной фазы растворов 

сахаров и чистой воды. Также даны значения процента свободных молекул воды в растворах, 

рассчитанные по формуле (2.21). 

Раствор Δε1 Δε2 τ2, пс ω1, см-1 γ1, см-1 A1/ω1
2 n, % 

Вода 68.9±0.8 2.69±0.04 0.316±0.006 207±4 197±11 1.70±0.02 3.78±0.04 

Глюкоза 62.5±0.5 2.94±0.04 0.326±0.005 216±4 203±6 1.81±0.04 3.91±0.03 

Галактоза 62.2±0.8 2.93±0.05 0.327±0.004 221±5 217±9 1.84±0.03 3.86±0.04 

Галактуроновая 

кислота 
63.2±0.5 3.01±0.02 0.334±0.003 222±5 223±10 1.87±0.02 3.91±0.03 

Декстран 63.8±0.9 2.73±0.05 0.321±0.005 211±4 200±10 1.72±0.02 3.80±0.05 

Амилопектин 66.0±0.8 2.69±0.05 0.319±0.005 210±5 197±10 1.74±0.02 3.74±0.04 

Полигалактуро

новая кислота 
63.8±0.8 2.73±0.05 0.312±0.004 219±7 208±13 1.80±0.03 3.72±0.06 

*Разброс представляет собой 95% доверительные интервалы среднего с числом повторов не менее 20. 

Данные таблицы 2.7 показывают, что независимо от типа молекул сахаров в растворе, 

гидратация проявляется в уменьшении параметра Δε1 относительно значения чистой воды. Это 

свидетельствует о большей связанности молекул воды, входящих в гидратные оболочки 

сахаров. Этот вывод подтверждается другими исследованиями с использованием 

диэлектрической спектроскопии [180,203] и широкополосной спектроскопии светорассеяния 

[13]. Усиление связывания воды объясняется гидрофильной природой рассматриваемых 

сахаров. По остальным параметрам (кроме Δε1) наблюдается большое разнообразие отличий от 

воды в зависимости от типа растворённого сахара. 

2.12.3. Гидратные оболочки моносахаридов 

Гидратация всех рассматриваемых моносахаридов (нейтральных и заряженных), кроме 

уменьшения Δε1, характеризуется также увеличением значений параметров ω1, A1/ω1
2, Δε2, n, τ2 

по сравнению с чистой водой (таблица 2.8). Обсудим каждый из этих параметров отдельно. 
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Таблица 2.8*. Отличия средних значений параметров ω1, A1/ω1
2, n, τ2 водной фазы растворов 

моносахаридов от воды. Символ ↑ обозначает, что для раствора сахара значение параметра 

больше, чем для воды. 

Образец ω1, см-1 A1/ω1
2 n, % τ2, пс 

Глюкоза ↑  9 ↑  0.11 ↑  0.13 ↑  0.01 
Галактоза ↑  14 ↑  0.14 ↑  0.08 ↑  0.01 
Галактуроновая к-та  ↑  15 ↑  0.17 ↑  0.13 ↑  0.02 

*Жирным шрифтом выделены значения параметров растворов, значимо отличающиеся от воды по критерию не 

перекрытия 95% доверительных интервалов. 

Увеличение частоты межмолекулярных колебаний ω1 в растворах моносахаридов 

свидетельствует об увеличении средней энергии водородного связывания молекул воды. Это 

объясняется тем, что водородные связи молекул воды с гидроксильными группами сахаров 

обладают большей энергией, чем между молекулами воды [179,527]. 

Увеличение параметра A1/ω1
2 свидетельствует о большем количестве водородных связей 

в гидратной оболочке моносахаридов, чем в невозмущённой воде. Аналогичное проявление 

гидратации наблюдалось для комплекса Mg∙АТФ (таблица 2.3) и ДНК (таблица 2.4). По-

видимому, это универсальная характеристика гидратации определённого класса гидрофильных 

молекул.  

Увеличение параметров Δε2 и n в присутствии моносахаридов свидетельствует о наличии 

в их гидратных оболочках большего количества свободных молекул воды по сравнению с 

невозмущённой водой [34,35]. Данное проявление гидратации для других типов биомолекул 

обсуждалось в разделах 2.8.2, 2.11.2 при анализе гидратации белка и ДНК. Общий вывод 

заключается в том, что, наряду с сильно связанной первичной гидратной оболочкой 

биомолекул, в отдалённых слоях гидратации наблюдается большее количество свободных 

молекул воды. Этот вывод согласуется с результатами некоторых других работ [41,151,179]. 

Например, в работе [179] методами микроволновой и ТГц спектроскопии было показано, что 

молекулы дисахаридов в растворе, наряду со связыванием молекул воды, способствуют 

образованию в среднем 1.25 свободных молекул воды. Вопрос определения количества 

свободных молекул воды достаточно сложный, и в разных работах используются разные 

подходы. Как правило, при расчёте доли свободных молекул не учитываются процессы 

экранировки, чему было уделено особое внимание в разделе 2.7 и, в результате, получена 

формула (2.21). В данном случае, важна согласованность выявленных в разных исследованиях 

тенденций к увеличению доли свободных молекул воды при гидратации сахаров.  
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Увеличение времени релаксации свободных молекул воды τ2 (таблица 2.7) является ещё 

одной особенностью гидратации моносахаридов. Изменение данного параметра при гидратации 

было обнаружены для DPPC липосом в риппл-фазе (таблица 2.2), молекул белка в частично 

агрегированной форме (таблица 2.1), ДНК (таблица 2.4). При обсуждении гидратации этих 

биомолекул в указанных разделах была дана интерпретация, которую можно обобщить и для 

моносахаридов.  

При сравнении гидратации трёх проанализированных моносахаридов обращает на себя 

внимание галактуроновая кислота. Её раствор характеризуется наибольшими значениями (и 

наиболее сильно отличающимися от чистой воды) параметров, указанных в таблице 2.8. 

Данные проявления, очевидно, обусловлены наличием у галактуроновой кислоты 

карбоксильной группы, обладающей зарядом и дополнительным сайтом водородного 

связывания. Для поиска взаимосвязей между значениями указанных параметров и наличием 

карбоксильной группы требуются дополнительные исследования с использованием более 

широкого набора химических соединений. В данном случае ограничимся демонстрацией 

способности предлагаемого подхода отличать сахара с различными химическими группами на 

основе анализа параметров воды в их растворах. 

Особо стоит отметить отличие глюкозы от галактозы, наблюдающееся по параметру γ 

(таблица 2.7). Эти два стереоизомера отличаются только ориентацией ОН(4) группы [214]: у 

глюкозы она ориентируется экваториально (рисунок 2.21a), а у галактозы – аксиально (рисунок 

2.21г). Все остальные отличия (по соотношению α- и β-аномеров и содержанию фуранозных 

форм в растворе) незначительны [528]. Параметр γ для раствора галактозы оказывается значимо 

больше, чем для воды, тогда как данный параметр для раствора глюкозы от значения воды 

неотличим. Поскольку параметр γ имеет смысл ширины распределения энергий 

межмолекулярных водородных связей (раздел 2.6), то указанное отличие свидетельствует об 

уширении распределения энергий водородных связей в гидратной оболочке галактозы. Для 

понимания данного факта стоит обратиться к работам, где методами ЯМР [200,213,215], 

измерения сжимаемости [212,214], кинетическими измерениями [211] были установлены 

отличия связанности гидратной воды в зависимости от взаимной ориентации ОН-групп сахаров 

в растворах. Было показано, что наибольшее значение имеет взаимная ориентация ОН(4) и 

ОН(2) групп. Моносахариды с аксиальной ОН(4) и экваториальной ОН(2) группами, как 

галактоза и галактуроновая кислота, гораздо хуже соответствуют тетраэдрической сети 

водородных связей, чем моносахариды с обеими экваториальными группами, как глюкоза. Чем 

хуже соответствие, тем больше искажение структуры воды в первичной гидратной оболочке. 
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По-видимому, это искажение передаётся и на отдалённую область гидратации, что сопряжено с 

большей вариативностью межмолекулярного водородного связывания и приводит к большей 

ширине энергетических распределений. 

Определяющее влияние именно аксиальной ОН(4) группы на увеличение параметра γ1 

подтверждается также на примере сравнения галактуроновой и полигалактуроновой кислот. 

Галактуроновая кислота, как и галактоза, обладает аксиальной ОН(4) группой (рисунок 2.21д), 

и её раствор характеризуется большей величиной γ1. Полигалактуроновая кислота ОН(4) групп 

не имеет (рисунок 2.21е), ввиду наличия (1,4)-гликозидных связей, и её раствор 

характеризуется меньшей величиной γ1, неотличимой от раствора глюкозы и воды (таблица 

2.7).  

2.12.4. Сравнение гидратации моно- и полисахаридов 

В таблице 2.9 приведены отличия значений параметров водной фазы растворов глюкозы, 

декстрана и амилопектина от воды.  

Таблица 2.9. Отличия средних значений параметров Δε1, ω1, A1/ω1
2, n, τ2 водной фазы растворов 

сахаров от воды. Приведены данные для моносахарида глюкозы и двух полисахаридов глюкозы 

– декстрана и амилопектина. Символы ↓ и ↑ обозначают, что для раствора сахара значение 

параметра меньше и больше, соответственно, чем для воды. 

Сахар Глюкоза Декстран Амилопектин 
Δε1 ↓  6.4 ↓  5.0 ↓  2.9 

ω1, см-1 ↑  9 ↑  3 ↑  3 
A1/ω1

2 ↑  0.11 ↑  0.02 ↑  0.04 
n, % ↑  0.13 ↑  0.02 ↓ 0.04 
τ2, пс ↑ 0.010 ↑  0.005 ↑  0.003 

*Жирным шрифтом выделены значения параметров растворов, значимо отличающиеся от воды по критерию не 

перекрытия 95% доверительных интервалов. 

Из таблицы 2.9 видно, что гидратация моносахарида и полисахаридов характеризуется 

однонаправленными изменениями каждого из пяти параметров при сравнении средних 

значений. При этом также видно, что по каждому параметру растворы полисахаридов меньше 

отличаются от воды, чем раствор моносахарида. Более того, по всем параметрам, кроме Δε1, 

растворы декстрана и амилопектина становятся неотличимы от воды. 

Похожее соотношение параметров получается при сравнении растворов галактуроновой 

кислоты (моносахарид) и полигалактуроновой кислоты (полисахарид), то есть все указанные 
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параметры раствора полигалактуроновой кислоты ближе к значениям воды (таблица 2.7). 

Отличием полигалактуроновой кислоты от полисахаридов из глюкозы является то, что два её 

параметра ω1 и A1/ω1
2, хоть и меньше, чем у галактуроновой кислоты, но достоверно больше, 

чем у воды. Это, видимо, обусловлено наличием карбоксильной группы, которая присутствует, 

как в мономере (рисунок 2.21д), так и в полимере (рисунок 2.21е), поскольку она содержит 

дополнительные сайты достаточно сильного связывания молекул воды.  

Меньшие отличия от воды растворов полисахаридов по сравнению с растворами 

моносахаридов означают, что гидратные оболочки полисахаридов менее выражены, чем у 

моносахаридов. Это можно объяснить тем, что при образовании полисахаридов часть ОН-групп 

моносахаридов теряется с образованием гликозидных связей. Гидратация гликозид-кислорода 

существенно слабее, чем гидратация ОН-групп [181]. Также в полимере каждый моносахарид 

менее доступен для гидратации из-за связи с соседними моносахаридами.  

Интересно сравнить по данному аспекту полисахариды с ДНК (полимеры нуклеиновых 

кислот). Как было показано в разделе 2.11.4, гидратация ДНК проявляет кооперативные 

эффекты, заключающиеся в том, что по всем параметрам раствор ДНК отличается от воды 

больше, чем раствор отдельных нуклеотидов. То есть ДНК проявляет более выраженную 

гидратацию, чем отдельные нуклеотиды. Это перекликается также с результатами раздела 2.9.2, 

где оценка толщины гидратного слоя липосом дала неожиданно большую величину – более 5 

нм, что тоже может быть объяснено кооперативными эффектами. С полисахаридами подобные 

эффекты не наблюдаются, а получается обратная тенденция: полисахарид проявляет менее 

выраженную гидратацию, чем составляющие его моносахариды по-отдельности. Вероятно, для 

проявления кооперативных эффектов гидратации требуется наличие существенно большей 

площади контакта макромолекулы с водой по сравнению с размером молекул воды. Диаметр 

липосом порядка сотен нм. Диаметр спирали ДНК около 2 нм, но в поперечном сечении она 

обладает сложной пространственной структурой с двумя желобками. При этом линейный 

размер моносахарида, определяющий поперечное сечение цепи полисахарида, заметно меньше 

– около 0.7 нм [529].  

Интересно сравнить также гидратацию декстрана (рисунок 2.21б) и амилопектина 

(рисунок 2.21в). Они оба являются разветвлёнными гомополисахаридами, состоящими из D-

глюкопиранозных мономеров. Соотношение числа ответвлений к числу мономеров у обоих 

полисахаридов близко. Их отличие заключается только в соединяющих моносахариды 

гликозидных связях. В молекуле декстрана [530,531] основная цепь связана гликозидными 
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связями α-(1,6) с присоединением боковых ветвей связями α-(1,3), а в амилопектине [532] 

основная цепь содержит гликозидные связи α-(1,4), а боковые цепи присоединяются связями α-

(1,6). Из таблицы 2.7 видно, что растворы декстрана и амилопектина достоверно отличаются по 

параметру Δε1, то есть по связанности воды в гидратных оболочках. Из этого следует, что 

используемый в настоящей работе подход анализа гидратации чувствителен, в том числе, к 

типу гликозидных связей полисахаридов. В то же время, без проведения более широких 

исследований пока неясно, что является основной причиной указанных отличий гидратации: 

тип самих гликозидных связей или наличие незадействованных в гликозидных связях ОН-групп 

моносахаридов. 

Обобщая полученные в настоящем разделе данные, можно сделать вывод о том, что 

метод THz-TDS при использовании описанных подходов к измерению, обработке и анализу 

спектров позволяет получать многообразную информацию о гидратных оболочках сахаров. 

Данная работа также показала, что описанные характеристики гидратации сахаров в ряде 

случаев понятным образом коррелируют со структурой их молекул. Это означает, что через 

анализ гидратных оболочек можно получать информацию о структуре гидратируемых молекул. 

Конечно, рано говорить о полном понимании взаимосвязи между этими двумя типами структур 

(молекул и их гидратных оболочек), требуются дополнительные исследования. Но уже сейчас 

ясно, что потенциал THz-TDS, как структурного метода, не ограничивается объектами 

кристаллического типа [439,524,533–535]. Он может быть развит до уровня полноценного 

метода исследования молекулярной организации водных растворов, в том числе растворов 

биомолекул, и использоваться наряду с ЯМР и ИК спектроскопией. Только вместо химического 

сдвига и положения полос поглощения, ТГц спектроскопия должна оперировать параметрами 

ДП водной фазы изучаемых растворов. 
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ГЛАВА 3. ИНФРАКРАСНАЯ СПЕКТРОСКОПИЯ СОБСТВЕННОГО ИЗЛУЧЕНИЯ 

ПРИМЕНИТЕЛЬНО К ИССЛЕДОВАНИЮ СТРУКТУРЫ БИОМОЛЕКУЛ В 

РАСТВОРАХ  
При подготовке данного раздела диссертации использованы материалы семинара ИТЭБ РАН, в которых, согласно Положению о 

присуждении ученых степеней в МГУ, автором были апробированы основные результаты, положения и выводы его исследования: 

Пеньков Н.В. Молекулярная организация водных растворов биомолекул. Автореф. дисс.. д.ф.-м.н. (ПРОЕКТ) 

https://iteb.ru/news/zasedanie-sektsii-teoreticheskaya-biofizika-i-mode-202205/ 
3.1. Принцип и устройство измерения спектров собственного излучения образца с 

использованием холодного фона 

3.1.1. Устройство измерительной системы 

Схема измерения спектров собственного излучения (эмиссионных спектров) изображена 

на рисунке 3.1. Основу системы регистрации спектров составляет вакуумный ИК спектрометр с 

Фурье-преобразованием. В настоящей работе использовался спектрометр Vertex 80v (Bruker, 

Германия). Спектрометр настраивался таким образом, что фокус его оптической системы 

(место положения источника излучения спектрометра) находился вблизи входного окна с 

внешней стороны. Изучаемый образец, эмиссионный спектр которого требуется измерить, 

помещается в этот фокус. 

 

Рисунок 3.1. Схема измерения спектров собственного излучения без возбуждения образца. 

Положение фокуса должно быть с максимальной точностью определено и зависит от 

юстировки всей оптической системы. Для конечного поиска фокуса использовалась лампочка 

https://iteb.ru/news/zasedanie-sektsii-teoreticheskaya-biofizika-i-mode-202205/
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накаливания с размерами менее 2 мм. Перемещая её по трём координатам, производился поиск 

положения, при котором достигался максимальный сигнал детектора.  

Принципиальным условием для измерения спектра собственного излучения образца без 

его возбуждения является температурный контраст образца и окружения. В настоящей работе, в 

отличие от обычной практики нагрева образца [364–366,370], была реализована экранировка 

окружающего теплового излучения. Для этого на фоне объекта исследования через зеркало 

помещалась ёмкость, наполненная жидким азотом (рисунок 3.1). На дне ёмкости помещена 

пластинка, покрытая плотным слоем сажи, имитирующая абсолютно чёрное тело (АЧТ). Таким 

образом, в качестве фонового излучения выступало излучение АЧТ при температуре кипения 

азота. Описанная экранировка внешнего теплового излучения в настоящей работе называется 

холодным фоном. 

В данном случае важно, чтобы область холодного фона полностью перекрывала угловую 

апертуру входящего в спектрометр излучения. Это можно проверить по сигналу детектора: если 

холодная пластинка слишком мала или смещена, на детектор попадает излучение от 

окружающих более тёплых предметов, и сигнал резко возрастает. Холодный фон размещался 

максимально близко к образцу, но не настолько близко, чтобы пары жидкого азота могли 

оказать охлаждающее воздействие. 

Ещё одним важным условием регистрации излучения от не нагретых объектов является 

использование высокочувствительных охлаждаемых детекторов. В настоящей работе 

использовался охлаждаемый жидким азотом МСТ-детектор. Вакуумная рубашка детектора 

перед измерением откачивалась турбомолекулярным вакуумным насосом vCube Turbo Station 

(Turbo Vacuum, USA) до 10-6 мм рт. ст. с проверкой сохранности вакуума в течение 

запланированного времени экспериментов. 

Анализировались спектры в диапазоне волновых чисел от 400 до 7500 см-1. Оптические 

элементы спектрометра подбирались по принципу соответствия указанному спектральному 

диапазону: светоделитель из KBr, окно детектора и входное окно спектрометра для внешнего 

излучения из материала KRS-5. Спектрометр настраивался на спектральное разрешение 8 см-1. 

Это позволяло измерять спектры за короткое время с низким уровнем шума. Более высокое 

разрешение в настоящей работе не требовалось, поскольку анализировались спектры водных 

растворов, которые никогда не содержат узких полос в ИК области.  

3.1.2. Вакуумирование спектрометра 
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Перед измерением спектров спектрометр вакуумировался с использованием вакуумного 

насоса Adixen ACP 15 (Alcatel, Франция). Данная вакуумная система обладает высокой 

производительностью для объёма спектрометра, чтобы за время менее 1 мин достигать 

предельного вакуума 0.9 мбар. Однако было обнаружено, что при откачке до указанной 

глубины вакуума в измеряемых спектрах излучения, помимо спектра образца, содержится 

множество паразитных узких линий излучения, которые, судя по малой ширине, могут 

относиться только к молекулам газовой фазы. Анализ положения полос позволил установить их 

принадлежность к парам воды и СО2. Очевидно, что искажающее излучение испускается слоем 

воздуха вблизи образца (фокуса оптической системы), а как известно, в составе воздуха только 

два типа молекул активны в ИК области: вода и СО2. Если же совсем не проводить 

вакуумирование спектрометра, то присутствующие в оптической части спектрометра пары 

воды и СО2 поглощают излучение от образца. То есть образец начинает играть роль источника 

излучения, а воздух в спектрометре – роль поглощающего образца. Это тоже приводит к 

появлению паразитных линий в спектре излучения на частотах паров воды и СО2, только 

противоположной направленности.  

На рисунке 3.2 показаны фоновые (без образца) спектры излучения при максимальной 

откачке и при атмосферном давлении воздуха в спектрометре. Спектры содержат 

характеристические линии излучения или поглощения паров воды и СО2. Полоса в диапазоне 

1300-2000 см-1 включает в себя совокупность колебательно-вращательных частот, связанных с 

деформационными колебаниями молекул воды, а полосы около 2350 см-1 соответствуют 

валентным антисимметричным колебаниям молекул СО2. Для устранения влияния паров воды и 

СО2 на анализируемые эмиссионные спектры подбиралась такая глубина вакуума, при которой 

оба эффекта (излучение и поглощение) полностью компенсировались. То есть при некоторой 

глубине откачки спектрометра излучение воздуха снаружи полностью поглотится воздухом 

внутри спектрометра. Оптимальным для использующейся в настоящей работе конфигурации 

системы оказался вакуум в диапазоне 95-105 мбар. 
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Рисунок 3.2. Спектры излучения, измеренные с использованием холодного фона без образца. 

Красный – спектрометр откачан до 0.9 мбар, синий – спектрометр заполнен воздухом при 

атмосферном давлении. 

3.1.3. Измерительная кювета для жидких образцов 

На рисунке 3.3 представлена схема измерительной кюветы для жидких образцов. 

 

Рисунок 3.3. Измерительная жидкостная кювета. 1 – термостатирующая рубашка, 2 – канал для 

прокачки термостатирующей жидкости, 3 – окна кюветы, 4 – тефлоновая прокладка, 5 – образец 

исследования, 6 – закручивающаяся прижимная крышка.  

Окна кюветы изготовлены из материала KRS-5 диаметром 50 мм и толщиной 2 мм. 

Между окнами помещалась прокладка из фторопласта. Капля образца помещалась в центр окна, 
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и после соединения со вторым окном, она растекалась по всей площади. Окна с образцом 

устанавливались в латунный держатель и зажимались закручивающейся крышкой. Держатель 

имеет внутренний канал для прокачки жидкости с заданной температурой с целью 

термостатирования. 

3.1.4. Подбор толщины слоя образца 

Отдельно стоит остановиться на одном очень важном методическом вопросе – подборе 

толщины образца. Для понимания рассмотрим два предельных случая: слишком малая и 

слишком большая толщина. В первом случае интенсивности полос излучения малы, из-за чего 

реализуется низкая чувствительность метода. Во втором случае образец начинает экранировать 

излучение холодного фона и поглощать собственное излучение, в итоге его эмиссионный 

спектр совпадает со спектром АЧТ при температуре образца и полностью теряет 

информативность. Оптимальной толщиной водных растворов оказался слой 5-10 мкм. Для 

образцов другого типа следует подбирать толщину в зависимости от их поглощающей и 

излучающей способности.  

3.1.5. Коррекция спектров 

После измерения спектров собственного излучения они подвергались математической 

коррекции. Дело в том, что помимо излучения от самих образцов, имеется вклад излучения 

холодного фона (хоть и небольшой), к тому же необходимо учитывать, что излучение образца 

может частично поглощаться окном кюветы и сами окна могут излучать. С учётом этого 

каждый измеренный спектр излучения корректировался следующим образом: 

Is = (Iexp- Iw * Ts * Tw)/Tw,     (3.1) 

Iexp – измеренный спектр излучения образца в кювете с использованием холодного фона 

(нескорректированный);  

Iw – спектр излучения окна кюветы на холодном фоне; 

Ts – спектр пропускания образца; 

Tw – спектр пропускания окна кюветы; 

Is – скорректированный спектр излучения раствора. 

Спектры Ts и Tw измерялись с использованием того же ИК спектрометра, но в стандартном 

абсорбционном режиме. Рисунок 3.4 иллюстрирует коррекцию спектра, согласно формуле (3.1). 
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Рисунок 3.4. Иллюстрация потоков излучения в измерительной системе, поясняющая формулу 

корректирующего преобразования (3.1). 

Член Iw*Ts*Tw формулы (3.1) позволяет вычесть из измеренного спектра излучения 

вклад фонового излучения, прошедшего через первое окно (Iw), ослабленное прохождением 

через слой образца (Iw*Ts) и через второе окно (Iw*Ts*Tw). Знаменатель Tw в формуле (3.1) 

учитывает то, что излучение образца ослабляется, проходя через выходное окно кюветы. В 

работе не учитывалось излучение и поглощение двух других окон (входное окно спектрометра 

и окно детектора), а также светоделителя спектрометра, находящихся на оптическом пути 

излучения. Спектральные вклады этих элементов достаточно малы ввиду практически 100% 

прозрачности и ничтожно малого спектра излучения использующихся материалов, к тому же в 

данной работе производилось сравнение спектров анализируемых растворов с фоновыми 

спектрами, измеренными также при наличии указанных элементов. Описанная корректировка 

может быть дополнена параметрами других оптических элементов в случае, когда на пути 

регистрируемого излучения имеются сильно поглощающие и излучающие элементы. 

3.2. Физическая природа явления собственного излучения на примере воды 

На рисунке 3.5 представлен спектр излучения воды. Обращает внимание, что положение 

полос в спектре излучения воды (рисунок 3.5) совпадает или близко к положению полос в её 

спектре поглощения (рисунок 3.6). Интерпретации всех полос поглощения хорошо известны 

[536]: либрационная (700 см-1), деформационная (1640 см-1), сумма либрационной и 

деформационной (2200 см-1), валентная (3400 см-1).  
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Рисунок 3.5. Спектр излучения H2O при 25˚С. Для наглядности спектр представлен в двух 

интервалах волновых чисел и в разных масштабах.  

 

Рисунок 3.6. Спектр поглощения воды при 25˚С. 

На основании указанного соответствия положения полос в спектрах излучения и 

поглощения можно объяснить физическую природу наблюдаемых спектров собственного 

излучения. Регистрируемое излучение происходит в результате спонтанных переходов молекул 

с возбуждённых колебательных энергетических уровней на основной уровень. Это процесс 

обратный поглощению, при котором происходят переходы молекул с основного на 

возбуждённые уровни, что регистрируется по ослаблению интенсивности проходящего 

излучения. Поскольку оба типа спектров (излучения и поглощения) определяются квантовой 

структурой молекул, то эти частоты должны совпадать, что и наблюдается из сравнения 

рисунков 3.5 и 3.6. Поэтому можно утверждать, что спектры излучения, измеренные с 



 
 

141 
 

использованием холодного фона, содержат характеристические полосы молекул образца, 

следовательно, могут использоваться для анализа молекулярной структуры, как и классические 

спектры поглощения. 

Необходимо обсудить при этом некоторые наблюдаемые отличия спектров излучения и 

поглощения. Во-первых, с ростом частоты интенсивность полос в спектре излучения 

снижается, во-вторых, положение максимумов широких полос в спектре излучения несколько 

сдвинуто в сторону меньших частот, относительно спектров поглощения. Объясняется это 

следующим образом. Для излучения фотонов необходимо наличие молекул в возбуждённых 

состояниях. При ненулевой температуре молекулы с некоторой вероятностью пребывают на 

возбуждённых уровнях энергии, что называют их заселённостью. При отсутствии 

вырожденности, заселённость возбуждённого энергетического уровня NE по отношению к 

заселённости нулевого уровня N0 определяется согласно распределению Больцмана: 

NE
N0

= exp �− 𝛥𝛥𝐸𝐸
𝑘𝑘𝑘𝑘
�,      (3.2) 

где 𝛥𝛥𝐸𝐸 – разница энергий между возбуждённым и основным уровнями, k – постоянная 

Больцмана, T – абсолютная температура. Из этого ясно, что при фиксированной температуре с 

ростом энергии уровней уменьшается их заселённость. Учитывая правило частот Бора 𝛥𝛥𝐸𝐸 = ℎ𝜈𝜈 

это означает, что с ростом частоты интенсивность полос в спектре излучения уменьшается 

(согласно распределению Больцмана). По той же причине у широких полос высокочастотный 

край менее интенсивен, чем низкочастотный, что приводит к смещению максимума полосы в 

спектре излучения в сторону меньших частот по сравнению со спектром поглощения. При 

необходимости может быть проведена корректировка спектра излучения путём деления на 

правую часть выражения (3.2). 

3.3. Примеры применения ИК спектроскопии собственного излучения для исследования 

структуры биомолекул в растворах 

Измерялись спектры собственного излучения водных растворов БСА (Amresco, USA), 

АТФ (Thermo, USA) и водной суспензии липосом на основе 1,2-димиристоил-фосфатидилхолин 

(DMPC) (Avanti Polar Lipids, USA). Концентрация каждого вещества составляла 1 мг/мл. Для 

приготовления растворов использовалась вода Milli-Q (Millipore, USA) или D2O (ООО 

"Астрахим", Россия).  

На рисунке 3.7 приведён спектр излучения БСА в воде в спектральной области амидных 

полос. Спектр имеет типичную для полос амид I (около 1650 см-1) и амид II (около 1550 см-1) 
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форму. Эти полосы в абсорбционной ИК спектроскопии обычно анализируют для определения 

вторичной структуры белка [311,537]. По положению и ширине этих полос можно сделать 

вывод, что вторичная структура белка состоит в основном из альфа-спиральных участков с 

небольшим вкладом неупорядоченных клубков и практически не содержит бета-слоёв. Это 

вполне подтверждается справочными данными о БСА [538]. Данный результат демонстрирует 

применимость спектроскопии излучения с холодным фоном для исследования вторичной 

структуры белков в растворах. 

 

Рисунок 3.7. Разностный спектр излучения раствора БСА (1 мг/мл в H2O) и H2O в области 

частот амидных полос. Спектры измерялись при комнатной температуре (около 23˚С). 

На рисунке 3.8 представлены спектры излучения суспензии DMPC в D2O при двух 

значениях температуры, 10 и 35˚С, в области полосы валентных колебаний карбонильных 

групп. Из практики абсорбционной ИК спектроскопии известно [165], что полоса колебаний 

C=O групп фосфолипидов в липосомах состоит из двух перекрывающихся полос, 

соответствующих колебаниям гидратированных (1727 см-1) и дегидратированных (1742 см-1) 

C=O групп. В зависимости от фазового состояния фосфолипида степень гидратации меняется, 

что даёт возможность по ИК спектрам делать выводы о фазовых состояниях фосфолипидов в 

различных условиях. Поскольку температура фазового перехода гель-жидкий кристалл для 

DMPC в воде составляет 24˚С [539], то при выбранных значениях температуры фосфолипид 

находится в разных фазах: гель при 10˚С и жидкий кристалл при 35˚С. Как видно из рисунка 

3.8, при 35˚С положение максимума полосы смещено (на 6 см-1) в сторону меньших частот по 

сравнению с положением полосы при 10˚С. Это полностью объясняется большей гидратацией 

C=O групп DMPC в состоянии жидкого кристалла, по сравнению с гелем [165]. Данный 

результат демонстрирует, что эмиссионная ИК спектроскопия с использованием холодного 
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фона позволяет проводить достаточно точный количественный анализ фазового состояния 

фосфолипидов, не уступающий абсорбционной ИК спектроскопии. 

 

Рисунок 3.8. Разностные спектры излучения суспензии DMPC (1 мг/мл в D2O) и D2O при двух 

значениях температуры в области полосы валентных колебаний C=O групп. 

На рисунке 3.9 дан спектр излучения АТФ в водном растворе в широком диапазоне 

частот. Спектр содержит множество полос, каждая из которых относится к колебаниям 

фосфатных групп, фуранозного кольца или пуринового основания молекулы АТФ [540,541]. Не 

вдаваясь в подробности расшифровки спектра АТФ отметим, что каждая из спектральных 

полос на рисунке 3.9, в том числе мало интенсивные полосы в интервале 1300-1500 см-1, несёт 

информацию о структуре молекулы АТФ, а не является шумом. Для подтверждения этого на 

рисунке 3.9 совмещены спектр собственного излучения и спектр поглощения раствора АТФ. 

Очевидно, что каждая полоса одного спектра дублируется в другом. Данный результат 

свидетельствует о характеристичности спектров излучения и применимости эмиссионной ИК 

спектроскопии с холодным фоном для определения структурных характеристик нуклеотидов и, 

следовательно, нуклеиновых кислот. 
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Рисунок 3.9. Представлены два спектра, измеренные при 25˚С: 1) разностный спектр излучения 

раствора АТФ (1 мг/мл в H2O) и H2O; 2) разностный спектр поглощения того же раствора и 

H2O.  

Приведённые примеры свидетельствуют о том, что метод эмиссионной ИК 

спектроскопии с холодным фоном применим для анализа структурных характеристик 

биомолекул в их естественных условиях – в водном растворе и при температурах сохранения 

нативной структуры. 

3.4. Преимущества метода ИК спектроскопии собственного излучения перед 

абсорбционной ИК спектроскопией 

Вопрос преимуществ эмиссионной ИК спектроскопии перед абсорбционной поднимался 

в работах [375,542]. В них показано, что при регистрации собственного излучения (с нагревом 

образца или с использованием холодного фона) достигается выигрыш по соотношению 

сигнал/шум. Это преимущество объясняется тем, что при регистрации спектра излучения на 

детектор поступает только то излучение, которое должно быть измерено, в отличие от 

абсорбционной спектроскопии, когда измеряется излучение мощного источника, и на его фоне 

необходимо выделить полосы ослабления излучения образцом. Любой источник излучения 

проявляет дрейф и флуктуации в своём спектре, что влияет на соотношение сигнал/шум в 

спектрах.  

С точки зрения стабильности измеряемых спектров, что прямо связано с соотношением 

сигнал/шум и чувствительностью, спектроскопия собственного излучения с холодным фоном 

имеет преимущество перед спектроскопией излучения сильно нагретых образцов. Дело в том, 



 
 

145 
 

что для реализации качественного измерения эмиссионного спектра принципиально важно 

поддержание стабильной температуры образца, а чем выше температура образца, тем сложнее 

обеспечить её стабильность. В случае спектроскопии с холодным фоном требуется также 

стабилизация температуры холодного фона, но это не вызывает проблем, так как она 

определяется в высшей степени стабильной температурой кипения азота при атмосферном 

давлении.  

При этом очевидно, что преимущество эмиссионной спектроскопии перед 

абсорбционной по сигнал/шум достигается только когда фоновое излучение намного слабее 

излучения образца. Проведём сравнение двух подходов к измерению эмиссионных ИК 

спектров: с использованием холодного фона и с нагревом образца. Согласно закону Стефана-

Больцмана, интегральная интенсивность излучения АЧТ пропорциональна абсолютной 

температуре в четвёртой степени. Следовательно, интенсивность излучения образца при 

комнатной температуре (≈298˚К) примерно в 220 раз больше интенсивности фонового 

излучения при температуре кипения азота (77.4˚К). Хотя реальные образцы и не являются АЧТ, 

такая оценка правомерна при сравнении излучения одного и того же образца при разных 

температурах. Без использования холодного фона (при температуре фона ≈298˚К), аналогичное 

соотношение интенсивностей образца и фона может быть достигнуто только путём нагрева 

образца до ≈1150˚К. Очевидно, что при таких температурах невозможно сохранить структуру 

органических молекул, а также жидкое фазовое состояние водных растворов. Таким образом, 

ИК спектроскопия собственного излучения с холодным фоном позволяет достигать высокого 

отношения сигнал/шум без необходимости нагрева образца. 

Рассмотрим вопрос чувствительности предложенного в настоящей работе метода 

эмиссионной спектроскопии. Для этого можно сопоставить абсолютные значения интегральной 

интенсивности излучения (площадь под кривой в спектре) АЧТ при 25˚С (рисунок 3.10) и 

площадь самых слабых, но надёжно регистрируемых пиков излучения, например в спектре 

АТФ (рисунок 3.9). В данном примере удаётся регистрировать пики в 106 менее интенсивные по 

сравнению с интенсивностью спектра АЧТ. Поскольку мощность излучения АЧТ при 25˚С 

составляет ≈ 0.045 Вт/см2, а площадь пятна образца, от которого регистрируется излучение, 

составляет ≈ 0.3 см2, то в рамках предложенного подхода от образца надёжно детектируется 

излучение с мощностью ~10-8 Вт. Уточним также, что от общей интенсивности излучения 

детектором регистрируется только та часть, которая попадает в угловую апертуру оптической 

системы спектрометра (~1%). Из этого следует, что можно рассматривать пути повышения 
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чувствительности за счёт дополнительной фокусировки излучения образца вплоть до мощности 

излучения ~10-10 Вт. 

 

Рисунок 3.10. Спектр излучения АЧТ, измеренный системой, изображённой на рисунке 3.1, без 

холодного фона (при температуре 25˚С). 

Проведём ещё одну оценку чувствительности предложенного в настоящей работе 

метода. Как следует из спектра воды на рисунке 3.5 максимальная надёжно регистрируемая 

частота излучения лежит около 3600 см-1. Заселённость соответствующего уровня энергии, 

рассчитанная по формуле (3.2), составляет 2.8*10-8. То есть эмиссионная спектроскопия с 

холодным фоном способна зарегистрировать излучение от менее 10-7 части молекул воды. При 

этом предел чувствительности абсорбционной ИК спектроскопии значительно выше: 10-3 – 10-7, 

в зависимости от вещества. Этот результат позволяет утверждать, что эмиссионная ИК 

спектроскопия с холодным фоном обладает более высокой чувствительностью по сравнению с 

абсорбционной ИК спектроскопией.  

Описанный метод, несмотря на явные преимущества по сравнению с абсорбционной 

спектроскопией, имеет и некоторые ограничения. Из рисунка 3.5 видно, что при комнатной 

температуре используемый подход позволяет регистрировать излучение в спектральном 

интервале 400 – 3600 см-1. На больших волновых числах метод не применим из-за ничтожной 

заселённости соответствующих колебательных уровней. Видится единственный способ 

расширить диапазон в высокочастотную область – повышать температуру образца, что весьма 

ограничено применимо для растворов биомолекул. Однако в данном случае важно, что 

указанный спектральный интервал покрывает практически всю область частот возможных 
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валентных и деформационных колебаний любых молекул. В связи с этим говорить о серьёзных 

недостатках в спектральной доступности предлагаемого метода неверно. Более того, как видно 

из рисунка 3.10, наибольшая излучательная способность образцов при температурах вблизи 

комнатной реализуется в интервале 500-1700 см-1. Это означает, что в указанном интервале 

волновых чисел реализуется наибольшая чувствительность и соотношение сигнал/шум 

спектроскопии собственного излучения с холодным фоном. Указанный интервал обычно 

называют областью отпечатков пальцев, поскольку именно в нём спектры органических 

веществ обладают наибольшей информативностью при анализе молекулярной структуры. 

К преимуществам эмиссионной ИК спектроскопии с холодным фоном также можно 

отнести неинвазивность. Для измерения собственного излучения образца его не требуется ни 

нагревать, ни облучать мощным ИК или иным излучением. Эти воздействия в некоторых 

случаях могут оказывать разрушающее или модифицирующее воздействие на 

биомолекулярные структуры. Для применения метода эмиссионной ИК спектроскопии с 

холодным фоном нужно только поместить образец в фокус оптической системы спектрометра. 

Температура выбирается с учётом свойств образца и целей исследования. К тому же, 

располагая образец с внешней стороны спектрометра, нет необходимости использовать 

герметичные кюветы при вакуумировании спектрометра, что существенно облегчает и 

удешевляет процедуру проведения измерений. 

Продолжая сравнивать эмиссионный и абсорбционный типы спектроскопии заметим, 

что в абсорбционной спектроскопии собственное излучение образца полностью игнорируется 

ввиду его малости по сравнению с излучением ИК источника спектрометра. Собственное 

излучение даже нет необходимости учитывать при коррекции фона, поскольку оно лежит ниже 

предела чувствительности прибора. В то же время не исключено, что эмиссионная 

спектроскопия биомолекул позволит получить не просто уточняющую, но и абсолютно новую 

спектральную информацию, которую невозможно получить из абсорбционных спектров.  

В настоящей работе спектры излучения измерялись в среднем ИК диапазоне. При этом 

нет принципиальных ограничений для измерения спектров в дальнем ИК диапазоне, вплоть до 

нескольких см-1. В настоящей работе была сделана попытка также измерять спектры 

собственного излучения водных растворов в дальнем ИК диапазоне, вплоть до 10 см-1. Для 

регистрации эмиссионных спектров в этом диапазоне использовался кремниевый болометр, 

охлаждаемый жидким гелием, чувствительность которого на порядки превосходит 

чувствительность использованного в среднем ИК диапазоне MCT-детектора. Однако 
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необходимо было удовлетворить ещё одному важному условию: окна и светоделитель ИК 

спектрометра с Фурье-преобразованием должны быть прозрачны в исследуемом диапазоне 

частот. Как пример, во всём среднем ИК диапазоне пропускание использующихся материалов 

KBr или KRS-5 составляет более 95% (без учёта отражения излучения на границах). Поскольку 

у данных материалов почти нет поглощения, следовательно, и нет уровней возбуждения, 

характерных для данных частот, поэтому спектры излучения этих материалов близки к нулю. В 

дальнем ИК диапазоне обычно используются другие стандартные светоделители – из 

полиэтилена или лавсана, а также окна из полиэтилена, кремния или германия. Оказалось, что 

такие материалы, хотя и пропускают большую часть излучения в предназначенной для них 

спектральной области, в некоторых интервалах частот их суммарное пропускание не 

превышает 10%. То есть они приобретают свойства серого тела и сами становятся источниками 

паразитного излучения. В эмиссионных спектрах отчётливо наблюдались полосы, совпадающие 

с положением полос поглощения указанных материалов (лавсана и полиэтилена), что сильно 

мешало регистрации спектров излучения исследуемых образцов. В связи с большим 

количеством артефактов в спектрах излучения дальнего ИК диапазона и сложностью 

интерпретации эти данные в настоящей работе не приводятся.  

Заметим, что описанная проблема решаема. Для работы со спектрами излучения в 

дальнем ИК диапазоне требуется либо разработка численных методов устранения вклада 

паразитных излучений и выделения полезного сигнала, либо использование окон и 

светоделителей, изготовленных из материалов с пропусканием, близким к 100% в требуемом 

диапазоне. Этому критерию соответствует, например, алмаз. Также возможен подбор более 

дешёвых полимерных материалов [543], пропускание которых в различных интервалах 

дальнего ИК диапазона близко к 100%. Решение указанной чисто технической проблемы 

позволило бы в рамках эмиссионной ИК спектроскопии получить доступ к дальнему ИК и 

терагерцовому диапазонам, характерные частоты которых несут информацию о 

межмолекулярной и макромолекулярной структуре, а также гидратации биомолекул 

[35,339,544]. 
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ГЛАВА 4. АНАЛИЗ ГЕТЕРОГЕННОСТИ ВОДНЫХ РАСТВОРОВ БИОМОЛЕКУЛ 

МЕТОДОМ ДИНАМИЧЕСКОГО СВЕТОРАССЕЯНИЯ 
При подготовке данного раздела диссертации использованы материалы семинара ИТЭБ РАН, в которых, согласно Положению о 

присуждении ученых степеней в МГУ, автором были апробированы основные результаты, положения и выводы его исследования: 

Пеньков Н.В. Молекулярная организация водных растворов биомолекул. Автореф. дисс.. д.ф.-м.н. (ПРОЕКТ) 

https://iteb.ru/news/zasedanie-sektsii-teoreticheskaya-biofizika-i-mode-202205/ 

4.1. Приборы и методы 

Измерение распределений по размерам различных биомолекул в растворах 

производилось методом динамического светорассеяния (ДСР). Уточнение состава, деталей 

пробоподготовки и условий измерения каждого раствора приведено в тексте при описании 

результатов с соответствующими ссылками. В работе использовалась установка Zetasizer nano 

ZS (Malvern, Великобритания). Прибор оснащён He-Ne лазером с длиной волны 633 нм 

мощностью 2 мВт, регистрация излучения реализуется в режиме обратного рассеяния под 

углом 173˚ лавинным фотодиодом. Для обработки полученных данных использовалось штатное 

программное обеспечение, либо данные экспортировались и обрабатывались в программах 

Excel или Sigma Plot. 

Также для работы по данному направлению была специально разработана и 

сконструирована с участием фирмы «Фотокор» многофункциональная высокочувствительная 

установка, реализующая метод динамического светорассеяния. Созданная установка Photocor 

Complex (ООО «Фотокор», Россия), оснащена тремя лазерами с длинами волн 450, 650, 980 нм 

с регулируемой мощностью вплоть до 150 мВт. Установка собрана на основе гониометра, 

позволяющего проводить измерение интенсивности рассеяния лазерного излучения под 

разными углами в диапазоне от 0 (режим турбидиметрия) до 160˚. Излучение регистрируется 

одним из двух лавинных фотодиодов, либо обоими в режиме кросс-корреляции. Измеряемые 

коррелограммы обрабатывались с помощью программного обеспечения DynaLS (ООО 

«Фотокор», Россия). 

Zetasizer nano ZS имеет возможность термостатирования образцов от 0 до 92˚С, а 

Photocor Complex от -60˚С до 200 ˚С. Указанные диапазоны температур обоих приборов 

полностью покрывают температуры нативного состояния любых биомолекул. 

При анализе концентрированных растворов биомолекул производилось измерение их 

вязкости с использованием синусоидального вибро-вискозиметра SV-10 (A&D corp., Япония). 

Значения динамической вязкости необходимы для корректного расчёта гидродинамических 

радиусов (см. формулу 1.4). Указанный тип вискозиметра позволяет при стабилизированной 

https://iteb.ru/news/zasedanie-sektsii-teoreticheskaya-biofizika-i-mode-202205/
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температуре измерять динамическую вязкость раствора, умноженную на плотность. Для 

расчёта вязкости плотность измеряли отдельно весовым методом. 

4.2. Примеры применения метода динамического светорассеяния для определения 

распределений по размерам биомолекул в растворах. Учёт артефактов, связанных с 

наличием нанопузырьков  

На рисунках 4.1-4.10 приведены примеры распределений по размерам различных 

биомолекул в водных растворах, позволяющие анализировать различные аспекты 

взаимодействий биомолекул. Так, например, можно анализировать процессы олигомеризации и 

денатурации белков. На рисунке 4.1 дано распределение по размерам пероксиредоксина 2 в 

мономерной форме, а на рисунке 4.2 температурная зависимость среднего гидродинамического 

диаметра пероксиредоксина 2 с окисленными и восстановленными остатками цистеина [545]. 

При восстановленных остатках цистеина белок находится в мономерной форме, тогда как при 

их окислении за счёт образования межмолекулярных дисульфидных связей он 

олигомеризуется. Это видно по отличию размеров белка на рисунке 4.2 при температурах ниже 

температуры денатурации. При нагревании происходит денатурация обоих белков, что можно 

видеть по увеличению измеряемого размера, начиная с определённых значений температуры. 

При этом из рисунка 4.2 следует, что в олигомерной форме (при наличии дисульфидных связей) 

структура белка более стабильна, и плавление начинается при более высокой температуре, чем 

для белка в форме мономера. Этот и другие примеры показывают, что метод ДСР на основании 

анализа распределений по размерам позволяет изучать термостабильность белков и определять 

их температуры плавления. 

(а)   

(б)  
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Рисунок 4.1. Распределение по размерам пероксиредоксина 2 (1 мг/мл) с восстановленными 

остатками цистеина в растворе [545]: (а) распределение по интенсивности; (б) распределение по 

объёму. 

 

Рисунок 4.2. Изменение среднего гидродинамического диаметра пероксиредоксина 2 с 

окисленными и восстановленными дисульфидными связями при нагревании в процессе 

тепловой денатурации. 

На рисунках 4.3 – 4.5 распределения по размерам характеризуют агрегационные 

процессы в растворах некоторых белков под действием различных факторов. На рисунке 4.3 

показаны распределения по размерам нативного и частично агрегированного 

миозинсвязывающего С-белка [546].  

(а)   

(б)  
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Рисунок 4.3. Распределения по размерам миозинсвязывающего С-белка (1 мг/мл) в растворах, 

нативного (–––) и после частичной агрегации (–––) [546]: (а) распределения по интенсивности; 

(б) распределения по объёму. 

На рисунке 4.4 показаны распределения по размерам гладкомышечного титина в 

частично агрегированной и дезагрегированной формах [267]. 

(а)   

(б)  

(в)  

Рисунок 4.4. Распределения по размерам гладкомышечного титина (1 мг/мл) в растворе, 

частично агрегированного (–––) и дезагрегированного (–––) [267]: а) распределения по 

интенсивности; б) распределения по объёму; в) распределения по числу частиц. 

Данные на рисунке 4.5 демонстрируют изменения со временем распределения по 

размерам лизоцима при его денатурации с агрегацией под действием дитиотреитола.  
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(а)  

(б)  

(в)  

Рисунок 4.5. Распределения по размерам лизоцима из яичного белка (1 мг/мл) в растворе [266]: 

а) исходное распределение по интенсивности; б) временная зависимость распределений по 

интенсивности после добавки 30 мМ дитиотреитола (в последовательности –, –, –); в) 

временная зависимость распределений по объёму после добавки 30 мМ дитиотреитола.  

На рисунке 4.6 представлены распределения по размерам лецитиновых липосом в 

водных суспензиях с различными добавками, влияющими на их размеры [234,547,548].  
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Рисунок 4.6. Распределения по размерам лецитиновых липосом в водной суспензии (буфер 40 

мМ KCl, рН=7.5-8.5) (––) и со следующими добавками: 50 мкМ бетулиновой кислоты (––) [547], 

10 мкМ бедаквилина (––) [234], 50 мкM HPA+1 мМ Ca2+ (–––) [548]. 

Анализ рисунков 4.1а, 4.3а, 4.4а, 4.5а показывает, что в распределениях по размерам 

белков в растворах, наряду с фракцией ~10 нм, относящейся к белковым молекулам, во всех 

случаях также регистрируется некая фракция с характерными размерами 150-500 нанометров. 

Данная фракция наблюдается при анализе распределений по размерам практически любого 

раствора биомолекул, и не только биомолекул, но и других коллоидных растворов с 

наноразмерной фракцией дисперсной фазы (например, рисунок 4.7а).  

(а)   

(б)  

Рисунок 4.7. Распределения по размерам фуллерена С60 (0.1 мг/мл) в растворе [549]: а) 

распределение по интенсивности; б) распределение по объёму. 

Как правило, её относят к посторонним примесям или агрегатам и исключают из 

рассмотрения. Действительно, данная субмикронная фракция может относиться и к примесям и 

агрегатам. Однако закономерность её присутствия практически в любом растворе заставляет 

задуматься о наличии некоторой естественной гетерогенности водных растворов. Тем более, 

что даже чистая вода [550,551] или солевые растворы [281], заведомо не содержащие 

коллоидных частиц, тоже демонстрируют наличие фракции с размерами порядка сотен 

нанометров при проведении высокочувствительных измерений (рисунок 4.11). О природе этой 

фракции речь пойдёт в следующем разделе, где будет показано, что это газовые нанопузырьки, 

неотъемлемо присутствующие во всех водных растворах. В данном разделе главной целью 



 
 

155 
 

является описание подходов, позволяющих устранить или минимизировать влияние этой 

фракции на реальные распределения по размерам изучаемых биомолекул. 

Нанопузырьки могут в разной степени мешать анализу распределений по размерам 

биомолекул в растворах. Например, белки в мономерной или олигомерной формах имеют 

размеры ~10 нм, что много меньше размеров фракции нанопузырьков 150-500 нм, поэтому 

последнюю можно не брать в расчёт и анализировать только область размеров белка. В то же 

время при исследовании процессов агрегации (рисунки 4.3а, 4.4а, 4.5б) размер белковой 

фракции может попадать в область сотен нм. Также при анализе модельных фосфолипидных 

мембран (рисунок 4.6) их характерные размеры перекрываются с размерами нанопузырьков. В 

таком случае возникает вопрос, какой вклад вносит фракция нанопузырьков в регистрируемые 

распределения по размерам биомолекул и насколько искажает их? Необходимо иметь подходы, 

позволяющие идентифицировать нанопузырьки в распределениях по размерам изучаемых 

биомолекул. 

Метод ДСР определяет распределения по размерам на основании анализа 

корреляционной функции интенсивности рассеяния света в жидком образце (раздел 1.6.3). 

Интенсивность рассеяния раствора биомолекул складывается из интенсивностей молекулярного 

рассеяния водно-солевой среды и всех присутствующих в растворе оптических 

неоднородностей. Рассеяние водно-солевой среды не обладает корреляциями на временах, 

соответствующих коэффициентам диффузии биомолекул, то есть не вносит вклад в 

корреляционную функцию и может рассматриваться как фоновая часть интенсивности. 

Оставшаяся часть интенсивности рассеяния, вносящая вклад в корреляционную функцию, 

складывается из парциальных интенсивностей, относящихся ко всем размерным фракциям. То 

есть метод ДСР определяет распределения по размерам на основе интенсивности рассеяния и 

позволяет определить вклад каждой размерной фракции в общую интенсивность рассеяния.  

Из экспериментальных данных (таблица 4.1) следует, что вклад нанопузырьков в 

интенсивность рассеяния различных водно-солевых растворов сопоставим с молекулярным 

рассеянием водно-солевой среды. Определив интенсивности рассеяния раствора биомолекул и 

растворителя, а также соотношение вкладов каждой размерной фракции в распределение по 

размерам биомолекул, можно рассчитать интенсивность рассеяния субмикронной фракции. 

Если она сопоставима с интенсивностью рассеяния растворителя, то данную фракцию 

необходимо отнести к нанопузырьковой фазе, если много больше интенсивности рассеяния 

растворителя, то эту фракцию можно рассматривать как часть изучаемого объекта.  
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Например, на рисунке 4.8 в распределении по размерам раствора БСА (1 мг/мл) общая 

интенсивность рассеяния раствора после вычитания интенсивности рассеяния буфера 

составляет 410 кГц (в единицах отсчётов детектора в секунду), а на субмикронную фракцию 

приходится 6.5% от общей интенсивности. Следовательно, интенсивность рассеяния этой 

фракции составляет 27 кГц. Сравнивая это значение с интенсивностью рассеяния буферного 

раствора 23 кГц, можно сделать вывод, что размерный пик около 250 нм относится не к 

белковой фракции, а к нанопузырькам. Это подтверждается из сравнения с распределениями по 

размерам растворов БСА в меньших концентрациях, откуда видно, что при снижении 

концентрации белка увеличивается вклад субмикронной фракции (см. рисунок 4.8). Это 

происходит из-за того, что распределения по размерам нормированы на 100% и количественное 

снижение одной фракции автоматически приводит к росту вклада другой.  

 

Рисунок 4.8. Распределения по размерам раствора БСА в трёх концентрациях 1 (−−), 0.2 (−−) и 

0.02 мг/мл (−−).  

В тех случаях, когда интенсивность рассеяния субмикронной фракции существенно 

больше интенсивности рассеяния растворителя, можно утверждать о том, что она относится к 

изучаемому объекту. Это могут быть агрегаты биомолекул, либо посторонние примеси, данный 

вопрос решается в зависимости от наличия дополнительной информации об образце, но точно 

исключается версия нанопузырьков. Когда же удаётся установить, что субмикронная фракция 

однозначно относится к нанопузырькам, её можно устранить из распределений по размерам 

несколькими способами: используя растворы больших концентраций биомолекул; переходя от 

распределений по интенсивности к распределениям других типов; применяя фильтрацию. 

Использование растворов высокой концентрации 

Как следует из рисунка 4.8, при снижении концентрации белка до 0.02 мг/мл фракция 

около 200 нм становится доминирующей, а при концентрациях более 0.2 мг/мл она 
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малозаметна. Если анализировать растворы белков с близкими размерами к БСА и 

концентрациями более 0.2 мг/мл, нанопузырьковая фракция не будет вносить существенного 

вклада в распределения. Однако не всегда есть возможность приготовления растворов 

биомолекул с высокими концентрациями, например, когда речь идёт о дорогих и трудно 

производимых биомолекулах. 

Переход от распределений на основе интенсивности к другим формам распределений 

Когда установлено, что субмикронная фракция относится к нанопузырькам, её можно 

устранить математически, перейдя от распределений по интенсивности к распределениям по 

объёму или числу частиц, в которых малоразмерные фракции более выражены. Дело в том, что 

в случае Рэлеевского рассеяния интенсивность рассеяния I зависит от размера d согласно 𝐼𝐼~𝑑𝑑6, 

а также пропорциональна рассеивающей способности (1.6). Таким образом, один воздушный 

пузырёк с размером около d1=200 нм в растворе рассеивает столько же света, как ~1010 молекул 

лизоцима с размером d2=4 нм. Если в распределении по интенсивности такого раствора 

регистрируется два сопоставимых по интенсивности пика, относящихся к белку и пузырькам, 

то соотношение их объёмов составляет �𝑑𝑑2 𝑑𝑑1� �
3

∗ 1010 ≈ 105. То есть для раствора лизоцима 

при объёмной доле пузырьков 0.001% в распределении по интенсивности будет два 

равнозначных размерных пика. В то же время, производя несложное математическое 

преобразование, можно осуществить переход от распределения по интенсивности к 

распределению по объёму, что приведёт к полному устранению вклада фракции нанопузырьков 

(рисунки 4.1б, 4.3б).  

Описанный подход также может использоваться в случаях, когда субмикронная фракция 

относится к агрегатам изучаемых молекул или примесям, но не представляет интереса, а 

основной интерес представляет низкоразмерная фракция (см. рисунки 4.5в, 4.7б).  

Когда размеры биомолекул не столь малы и составляют десятки нм, то переход к 

распределениям по объёму может не полностью устранить субмикронный пик (4.4б). В таком 

случае можно воспользоваться более сильным математическим подавлением субмикронного 

пика путём перехода к распределению по числу частиц (рисунок 4.4в). Однако перед 

проведением математических преобразований важно убедиться в том, что субмикронный пик 

не несёт в себе полезную информацию об изучаемых биомолекулах. 
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Отметим, что в некоторых случаях подход на основе математических преобразований 

распределений по размерам не даёт желаемого результата. Это случается в тех случаях, когда в 

растворе имеется ещё более низкоразмерная фракция, чем анализируемые биомолекулы. На 

рисунке 4.9а показано распределение по размерам лизоцима с добавкой гуанидина 

гидрохлорида [266]. В распределении по размерам идентифицированы три фракции: примеси (с 

некоторым вкладом нанопузырьков) около 500 нм, белок в начальной стадии денатурации 

около 7 нм и молекулы гуанидина гидрохлорида около 0.4 нм. Переход к распределениям по 

объёму (рисунок 4.9б) приводит к полной потере информации о белке и абсолютно неприменим 

в этом случае.  

(а)   

(б)   

Рисунок 4.9. Распределение по размерам лизоцима (1 мг/мл) в растворе с добавкой 30 мМ 

дитиотриетола и 6 М гуанидина гидрохлорида [266]: а) распределение по интенсивности; б) 

распределение по объёму. 

Фильтрация образцов 

В некоторых случаях можно использовать процедуру фильтрации изучаемых растворов 

биомолекул. Основной сложностью этой процедуры является подбор материала фильтров, 

поскольку часто биомолекулы в значительных количествах оседают на фильтрах, даже будучи 

много меньше размера пор. На рисунке 4.10 даны распределения по размерам в растворе лизина 

до фильтрации, сразу после фильтрации и через 3 часа после фильтрации. В данном случае 

использовались фильтры с размером пор 20 нм.  
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Рисунок 4.10. Распределения по размерам в растворах лизина (20 мг/мл) при рН 3 [552]: до 

фильтрации (−−), сразу после фильтрации (−−) и через 3 часа после фильтрации (−−). 

Из рисунка видно, что без фильтрации молекулы аминокислоты не видны на фоне 

нанопузырьковой фазы. После фильтрации они отчётливо регистрируются. Однако несколько 

часов спустя фракция аминокислоты снова пропадает. По-видимому, фильтрация эффективно 

устраняет нанопузырьки. При этом, будучи равновесной фазой, нанопузырьки вновь 

формируются через некоторое время. Также важно отметить, что в данном случае исходная 

концентрация аминокислоты была достаточно высокой – 20 мг/мл. При меньших 

концентрациях интенсивность рассеяния столь малых биомолекул намного меньше 

интенсивности рассеяния буфера, поэтому фракцию аминокислоты не удаётся 

зарегистрировать. 

4.3. Физические характеристики нанопузырьков в водных растворах 

Опыт показывает, что метод ДСР регистрирует размерные фракции не только в 

коллоидных системах, но и в водных растворах, считающихся истинными. При проведении 

высокочувствительных измерений водных растворов солей обнаруживается фракция с 

размерами порядка сотен нанометров (рисунок 4.11). Изучению данного вопроса посвящено 

множество исследований и даны различные интерпретации [271,276,553]. Однако 

преобладающей на сегодняшний день интерпретацией является наличие в растворах 

нанопузырьков, стабилизированных ионами (бабстонов) [278]. 



 
 

160 
 

 
Рисунок 4.11. Характерное распределение по размерам оптических неоднородностей в водных 

растворах неорганических солей. 

Определив методом ДСР размеры пузырьков и интенсивность рассеяния, а также 

учитывая коэффициенты преломления воздуха и воды, могут быть рассчитаны числовые 

концентрации пузырьков в растворах. Было исследовано влияние на размер и числовую 

концентрацию нанопузырьков в растворе различных неорганических ионов [281]. Из таблицы 

4.1 видно, что средний гидродинамический диаметр нанопузырьков в растворах разных солей 

лежит в диапазоне 100-600 нм. Тип ионов влияет также на числовую концентрацию пузырьков, 

которая варьирует от 106 до 107 см-3. 

Таблица 4.1*. Размеры и равновесная числовая концентрация бабстонов в растворах 

неорганических солей с концентрацией 0.1 М [281].  

Соль Интенсивность 
рассеяния, кГц 

Размеры 
нанопузырьков, нм 

Числовая плотность 
нанопузырьков*10-6, см-3 

Вода 11±2 480±320 <<1.0 

KI 15±3 260±70 1.0±0.6 

KBr 38±4 300±90 5.0±0.7 

NaCl 28±3 250±50 4.0±0.7 

KCl 29±2 220±30 6.0±0.6 

NaNO3 18±3 270±40 1.4±0.5 

CsCl 33±4 310±50 3.4±0.6 

CaCl2 21±3 370±50 1.2±0.3 

MgCl2 24±2 480±90 2.0±0.3 

Na2SO4 20±2 190±80 5.0±1.0 

NaF 15±2 200±60 2.4±0.6 

MgSO4 19±2 430±80 1.1±0.3 

NaOH 37±4 205±50 12.0±1.8 

LiOH 21±2 220±90 3.7±0.7 
*Погрешность представляет собой стандартное отклонение при числе повторов 10. 
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На рисунке 4.12 дана зависимость концентрации пузырьков от содержания NaCl в 

растворе, образующихся в результате перемешивания магнитной мешалкой без разрыва 

жидкости [274]. При сравнении данных рисунка 4.12 и таблицы 4.1 по NaCl видно, что 

перемешивание, способствующее появлению турбулентностей в жидкости, приводит к 

увеличению числа нанопузырьков примерно в 5 раз. Причём предельная концентрация 

пузырьков, образующихся при перемешивании со скоростями 150 и 1500 об/мин, практически 

не отличалась. Менялось лишь время достижения этой предельной концентрации с 1100 до 100 

с, соответственно [274]. 

 

Рисунок 4.12. Зависимость предельной числовой концентрации нанопузырьков N от молярной 

концентрации NaCl [274], образующихся в растворе в результате перемешивания магнитной 

мешалкой без разрыва жидкости. Погрешность: стандартное отклонение (n=10). 

Были проведены исследования распределений по размерам нанопузырьков, 

образующихся в растворах электролитов под действием электролиза. Размерные распределения 

пузырьков, образующихся в растворе Na2SO4 (1 M) под действием переменного электрического 

поля представлены на рисунке 4.13. Детальное описание эксперимента описано в [554].  
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Рисунок 4.13. Распределения по размерам нанопузырьков водорода и кислорода, 

образовавшихся в результате электролиза в растворе Na2SO4 (1 M). Синяя кривая – 

распределение по размерам, измеренное во время генерации, красная – через 3 минуты после 

прекращения генерации [554]. 

Из рисунка 4.13 следует, что во время электролиза образуются пузырьки с размерами 

около 60 нм, тогда как через 3 мин спустя размер пузырьков стабилизируется около 250 нм и 

более не увеличивается. Очевидно, что в данном случае размер 60 нм – это максимальный 

размер основной массы пузырьков, образующихся при электролизе. Меньшие размеры не 

видны методом ДСР, из-за сильно уменьшающегося светорассеяния ими согласно закону Рэлея 

(1.6). Стабилизированные размеры пузырьков (после генерации) попадают в область 

самопроизвольно образующихся пузырьков в растворах электролитов (таблица 4.1). Это 

подтверждает высказанное ранее утверждение, что размер порядка сотен нанометров является 

равновесным для пузырьков в водных растворах. 

Влияние типа газа на параметры образующихся нанопузырьков в воде и физрастворе 

показано на рисунке 4.14 [275]. Из рисунка 4.14 видны небольшие отличия в равновесной 

концентрации нанопузырьков на основе различных газов, что может быть связано с 

поляризуемостью молекул газа [275]. Однако наблюдается сильный рост концентрации 

пузырьков с увеличением давления насыщения раствора газами и при переходе от воды к 

физраствору. Понятно, что с ростом давления увеличивается концентрация растворённого газа, 

а физраствор содержит большее количество ионов, позволяющих стабилизировать пузырьки.  
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Рисунок 4.14. Влияние типа газа и давления насыщения на числовую концентрацию 

нанопузырьков в воде и физиологическом растворе [275]. Погрешность: стандартное 

отклонение (n=10). 

Все представленные в настоящем разделе результаты подтверждают природу 

наблюдаемой субмикронной фракции водных растворов – стабилизированных ионами 

нанопузырьков. 

Отдельно отметим, что в бинарных смесях жидкостей возможно образование не только 

нанопузырьков, но и нанокапель, обогащённых одной из жидкостей, как было показано в наших 

работах [393–397]. Однако, как правило, существование биомолекул в нативном состоянии 

возможно только в водно-солевых растворах, где данное явление не реализуется. 

4.4. Влияние механического воздействия на характеристики гетерогенности водных 

растворов биомолекул 

До сих пор речь в основном шла о пузырьках воздуха, самопроизвольно образующихся в 

водных растворах в равновесных концентрациях. Очевидно, что они могут быть сгенерированы 

в больших концентрациях путём различных воздействий. В разделе 4.3 были приведены 

примеры генерации пузырьков путём электролиза (рисунок 4.13) или под действием 

турбулентностей без разрыва жидкости (рисунок 4.12). В данном разделе рассматриваются 
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некоторые закономерности образования пузырьков в водном растворе биомолекул в результате 

интенсивных механических воздействий, сопровождающихся разрывом жидкости.  

На рисунке 4.15 показаны распределения по размерам раствора иммуноглобулина G с 

концентрацией 0.1 мг/мл. На рисунке 4.15а отчётливо видна фракция белка около 10 нм и 

фракция нанопузырьков около 300 нм. После проведения интенсивного механического 

воздействия (встряхивания) раствора с образованием большого количества видимых глазом 

пузырьков и отстаивания в течение 5 минут в распределениях обнаружены две дополнительные 

размерные фракции около 600 и 3000 нм. Фракция наибольшего размера, по-видимому, 

соответствует кластерам нанопузырьков [282–286], возможно в комплексе с белками. Однако 

фракция около 600 нм не регистрировалась в экспериментах без механических воздействий. 

Анализ матрицы рассеяния и данных по фазовой микроскопии позволил установить, что она 

относится к агрегатам денатурированной формы белка с нанопузырьками [555]. 

 

 (а) (б) 

Рисунок 4.15. Распределения по размерам иммуноглобулина G (0.1 мг/мл) в воде: а) исходное 

распределение; б) распределение после интенсивного механического воздействия с разрывом 

жидкости. 

Из представленных данных следует два вывода. Во-первых, биомолекулы в растворах, в 

частности белки, могут образовывать комплексы с пузырьками; во-вторых, характеристики 

гетерогенности белковых растворов после механического воздействия могут существенно 

меняться. При интенсивном механическом воздействии на водный раствор происходит 

образование повышенной концентрации пузырьков, которые достаточно быстро всплывают, 

оставаясь в равновесной концентрации (таблица 4.1). При наличии же биомолекул, обладающих 

поверхностно-активными свойствами, они образуют комплексы с пузырьками, не позволяя им 

покидать раствор в течение длительного времени. Это явление требует дальнейшего более 

глубокого исследования на примерах растворов различных биомолекул, различного типа и 
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интенсивности механических воздействий, с выяснением временных зависимостей сохранения 

эффекта. 

Показанная возможность объединения белков с нанопузырьками позволяет 

предположить, что при малой концентрации биомолекул их основная часть может пребывать в 

комплексах с нанопузырьками. Согласно данным таблицы 4.1 объёмная доля C нанопузырьков 

в водных растворах с близкой к физиологической концентрации соли составляет 𝐶𝐶 = 𝑠𝑠𝑏𝑏 ∗
1
6
𝜋𝜋𝑑𝑑3 ≈ 10−7. Это означает, что при сопоставимых концентрациях биомолекул (менее 1 мкг/мл) 

возможно существенное их захватывание поверхностями нанопузырьков. При этом на 

сегодняшний день неизвестно, как отличаются свойства биомолекул в свободном состоянии от 

биомолекул, находящихся на поверхности пузырька. Данный эффект может быть важен при 

работе с растворами биомолекул малых концентраций, тем более при сопутствующих 

механических воздействиях, при которых концентрация пузырьков может сильно возрастать.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Настоящая диссертационная работа посвящена исследованиям молекулярной 

организации водных растворов биомолекул. Несмотря на широту и многообразие аспектов 

данной тематики, можно выделить три основных направления, в рамках которых она обретает 

полноту: гидратация биомолекул, структура биомолекул в водном окружении, характеристики 

гетерогенности растворов биомолекул. В работе описан ряд методических разработок, дающих 

новые возможности для проведения исследований по каждому из трёх обозначенных 

направлений.  

Описан подход на основе ТГц спектроскопии временного разрешения, позволяющий 

анализировать гидратацию биомолекул в растворах. Данный подход состоит из нескольких 

этапов. Сначала проводятся высокоточные спектральные измерения изучаемого раствора 

биомолекул и расчёт спектров комплексной диэлектрической проницаемости раствора, также 

определяются спектры диэлектрической проницаемости растворителя и сухого вещества 

биомолекул. Затем с использованием модели эффективной среды (соответствующей типу 

биомолекул) рассчитывается диэлектрическая проницаемость водной фазы раствора. Для 

диэлектрической проницаемости водной фазы с помощью процедуры фитинга определяется ряд 

параметров, характеризующих межмолекулярную структуру и динамику воды. Сравнивая 

параметры, рассчитанные для водной фазы раствора биомолекул, с параметрами аналогичного 

раствора без биомолекул можно делать выводы о структурно-динамических особенностях 

гидратных оболочек. Данный подход позволил получить новые данные о гидратации белка, 

фосфолипида, АТФ, ДНК и сахаров в водных растворах. 

Разработана новая разновидность метода ИК спектроскопии собственного излучения 

образцов с использованием холодного фона. Как было показано на ряде примеров, этот подход 

может использоваться для анализа нативной структуры биомолекул в растворах. При этом 

возможно достижение более высокой чувствительности, по сравнению с классическим 

вариантом абсорбционной спектроскопии. Метод характеризуется отсутствием какого-либо 

воздействия на образец, в том числе ИК излучения, что может быть важно при изучении 

высокочувствительных объектов.  

Объединяя обширные экспериментальные данные исследований растворов различных 

биомолекул, а также нанопузырьков в водных растворах, методом динамического 

светорассеяния, удалось установить один часто проявляющийся артефакт: распределения по 

размерам биомолекул могут содержать пик в области сотен нм, относящийся к нанопузырькам. 
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Предложена методика, позволяющая выяснить, принадлежит данный пик к фазе нанопузырьков 

или относится к фракции биомолекул. Это может быть важно при анализе некоторых 

процессов, происходящих с биомолекулами в растворе, например при агрегации белков.  

Возвращаясь к основной идее исследования водных растворов биомолекул с 

объединением трёх направлений (структура биомолекул, их гидратные оболочки и 

характеристики гетерогенности), полученные в настоящей работе результаты выявили 

множество взаимосвязей их между собой на примерах всех основных типов биомолекул. Так, 

белок в частично агрегированной форме демонстрирует существенное отличие параметров 

гидратных оболочек данной конформации от всех остальных конформаций, при которых 

агрегация (изменение гетерогенности) не наблюдается. На примере DPPC липосом показано, 

что в зависимости от фазового состояния (структуры) фосфолипидного бислоя влияние на воду 

в гидратных оболочках может быть разным и даже противоположным – ослабляющим или 

усиливающим межмолекулярное связывание. Анализ гидратных оболочек АТФ показал их 

существенное отличие в зависимости от связывания с Mg2+. Это оказалось также сопряжено с 

бо́льшим гидродинамическим размером (изменением гетерогенности) комплекса Mg·АТФ, по 

сравнению с АТФ, за счёт изменений в гидратной оболочке. Выявлено множество взаимосвязей 

между структурой молекул сахаров и их характеристиками гидратации. Также показано, что 

полисахариды, будучи полимерными структурами, формируют гидратные оболочки с 

характеристиками похожими на те, которые формируют их мономеры, но у полисахаридов 

наблюдается меньшая степень выраженности/протяжённости гидратных оболочек. У ДНК 

наблюдается обратная зависимость гидратации от размера: гидратная оболочка полимера ДНК 

более выражена, чем у отдельных нуклеотидов. Приведённые примеры сахаров и ДНК 

демонстрируют явную связь характеристик гетерогенности (размера биомолекул) их растворов 

не только со структурой биомолекул, но и со свойствами гидратации.  
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ОСНОВНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ И ВЫВОДЫ 

1) Впервые разработана теоретическая модель эффективной среды, позволяющая связать 

комплексную диэлектрическую проницаемость раствора протяжённых биополимеров с 

проницаемостями двух фаз раствора: биополимеров и водной фазы. На примере раствора ДНК 

проведена экспериментальная проверка модели, которая показала высокую точность в ТГц 

диапазоне.  

2) Впервые показано, что параметры молекулярной релаксации гидратных оболочек 

отличаются у белка (БСА) различной конформации. Имеется потенциал использования данного 

эффекта для определения конформации белков в растворах через анализ их гидратации 

методом ТГц спектроскопии временного разрешения. 

3) Выявлены отличия по ряду параметров гидратации фосфолипидных липосом в зависимости 

от их фазового состояния. Например, у DPPC липосом температурный переход от фазы гель к 

риппл-фазе меняет влияние фосфолипида на гидратную оболочку с ослабляющего 

межмолекулярное связывание на усиливающее. Предложенный подход на основе ТГц 

спектроскопии временного разрешения обладает чувствительностью к изменённым структурно-

динамическим характеристикам воды на дистанции более 5 нм от поверхности липосомы. 

4) Показано, что АТФ искажает структуру воды за счёт сильного связывания её молекул, а 

комплекс Mg∙АТФ, наоборот, структуру воды упорядочивает и способствует образованию 

дополнительных водородных связей в гидратных оболочках. Это может иметь биологический 

смысл, ввиду того, что только при связывании с Mg2+ АТФ участвует в биологически значимых 

реакциях.  

5) С помощью метода ТГц спектроскопии временного разрешения в гидратной оболочке ДНК 

(в релаксированной форме) выявлено наличие трёх фракций молекул воды, отличающих её от 

невозмущённой воды: более сильно связанные молекулы, область с бо́льшим количеством 

свободных молекул и область с бо́льшим количеством водородных связей. Ионы Mg2+ слабо 

влияют на гидратную оболочку ДНК, тогда как ионы K+ в концентрации близкой к 

внутриклеточной её частично разрушают. 

6) Показано, что ДНК оказывает аналогичное по характеристикам, но более сильное 

модифицирующее влияние на гидратную оболочку, чем отдельные нуклеотиды. 

7) На основе предлагаемого подхода с использованием ТГц спектроскопии временного 

разрешения установлен ряд особенностей гидратации сахаров с различной молекулярной 

структурой. Растворимые сахара проявляют усиление связывания воды в гидратных оболочках. 
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Гидратные оболочки моносахаридов отличаются от невозмущённой воды увеличением четырёх 

параметров: количества водородных связей и их средней энергии, количества свободных 

молекул воды и их времени релаксации. Аксиальная ориентация ОН(4) группы моносахарида, в 

отличие от экваториальной, способствует уширению распределения энергий водородных связей 

в гидратной оболочке. Гидратация полисахарида выражена слабее, чем у составляющих 

моносахаридов, и зависит от типа гликозидных связей. 

8) Разработан метод эмиссионной ИК спектроскопии с холодным фоном, не требующий какого-

либо возбуждения исследуемых образцов. Данный метод является альтернативой классической 

абсорбционной ИК спектроскопии, позволяя проводить молекулярный анализ, в том числе, 

биомолекул в растворе. Метод прошёл успешную проверку при определении вторичной 

структуры белка (БСА) в растворе на основе анализа амидных полос в спектре излучения. На 

примере суспензии DMPC липосом показано, что анализ полосы излучения карбонильных 

групп фосфолипида позволяет корректно определять его фазовое состояние. Определены 

характеристические полосы излучения АТФ в растворе. Метод покрывает всю область 

основных частот молекулярных колебаний и в несколько раз превосходит традиционную ИК 

спектроскопию поглощения по чувствительности. Не требуя источника возбуждения, метод 

может применяться для анализа любых образцов, в том числе и чувствительных к ИК 

излучению.  

9) При измерении распределений по размерам биомолекул в водных растворах методом 

динамического светорассеяния возможно появление артефактной фракции с субмикронными 

размерами, относящейся к нанопузырькам, являющимся естественной гетерогенностью любых 

водных растворов. Впервые предложен алгоритм, позволяющий определить принадлежность 

данной фракции к нанопузырькам на основе сравнения её интенсивности рассеяния с 

интенсивностью рассеяния растворителя.  
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