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Задача определения биологически активных низкомолекулярных аминотиолов, таких как цистеин
и глутатион, требует разработки новых методов и аналитических реагентов. Среди последних в от-
дельную группу можно выделить спиропираны – фотохромные органические вещества, в растворах
которых существует равновесие между циклической и открытой формами. В настоящей работе рас-
смотрена возможность применения бензофурановых спиропиранов в качестве аналитических реа-
гентов на аминотиолы. Изучено влияние различных заместителей в структуре спиропиранов на из-
менение их оптических свойств в присутствии цистеина и глутатиона. Установлено, что равновесие
в растворах бензофурановых спиропиранов, содержащих в положении 7 гидроксогруппу, в присут-
ствии аналитов смещается в сторону образования окрашенной раскрытой формы. Рассмотренные
спиропираны использованы для создания простой, селективной и чувствительной методики спек-
трофотометрического и кинетического определения цистеина и глутатиона in vitro.
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Низкомолекулярные аминотиолы, такие как
цистеин, гомоцистеин и глутатион, играют важ-
ную роль в биохимических процессах. Благодаря
сильным восстановительным свойствам они яв-
ляются незаменимыми компонентами защитной
системы организма: нейтрализуют действие
окислителей (таких как свободные радикалы [1,
2]) в условиях оксидативного стресса, поддержи-
вают постоянство окислительно-восстановитель-
ного статуса клетки [3], участвуют в биосинтезе
других антиоксидантов и клеточных метаболитов
[4]. Концентрация их в клетке достаточно высока
(30−200 μM для цистеина, 5−15 μM для гомоци-
стеина, 10 мМ для глутатиона [5–7]), а в условиях
нарушения клеточного гомеостаза (оксидатив-
ный стресс, заболевания иммунной системы) мо-
жет изменяться, что делает их индикаторами для
отслеживания нежелательных физиологических
процессов [8–10]. Важная роль аминотиолов обу-
словливает необходимость их точного количе-
ственного определения, для чего постоянно раз-
рабатываются новые эффективные методы и син-
тезируются селективные сенсоры.

Перечень методов определения цистеина, го-
моцистеина и глутатиона достаточно широк – к

ним относятся спектрофотометрия [11], флуори-
метрия [12, 13], высокоэффективная жидкостная
хроматография [14], капиллярный зонный элек-
трофорез [15], масс-спектрометрия [16]. Если
рассматривать методы, основанные на спектро-
фотометрическом детектировании, то, поскольку
аналиты характеризуются слабым поглощением в
диапазоне 200–800 нм, часто в анализе применя-
ют дериватизирующие агенты [17, 18] или селек-
тивные химические сенсоры [7, 19]. Среди по-
следних в отдельную группу можно выделить
спиропираны.

Спиропираны – фотохромные органические
вещества, в растворах которых существует равно-
весие между двумя формами: спиро-формой
(циклической формой, ее раствор бесцветен) и
мероцианиновой формой (открытой меро-фор-
мой, ее раствор окрашен) [20–22]. На равновесие
могут влиять различные факторы: температура,
давление, облучение, pH среды, природа раство-
рителя, присутствие субстрата. В аналитических
целях особенно интересен последний фактор:
субстратами, которые способствуют раскрытию
циклической формы и образуют комплекс с меро-
цианиновой формой, часто служат ионы металлов
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[23] и аминокислоты [24] (в частности, содержащие
тиольные группы [25, 26]). На изменении спектров
поглощения спиропиранов, вызванном стабилиза-
цией мероцианиновой формы под действием ана-
лита, и основаны соответствующие методы ана-
лиза.

В работах [19, 25, 26], посвященных определе-
нию аминотиолов, отмечается, что тиольная
группировка аналитов участвует в дополнитель-
ном связывании со спиропираном, чем объясня-
ется селективность определения цистеина и глу-
татиона на фоне остальных аминокислот. Более
того, авторами работы [19] подчеркивается важ-
ность учета стерического фактора при подборе
структуры спиропирана. Так, наличие заместите-
лей большого размера и протяженной формы, со-
держащих гетероатомы (например, азот), позво-
ляет добиться селективности действия по отно-
шению к олигопептиду глутатиону на фоне
небольших по размеру аминокислот цистеина и
гомоцистеина. Кроме этого, все рассмотренные
спиропираны содержат индолиновый фрагмент,
благодаря которому образующаяся мероциани-
новая форма является цвиттер-ионом. С одной
стороны, за счет взаимодействия между цвиттер-
ионами мероцианина и аминокислоты образует-
ся прочный комплекс, что позволяет разработать
чувствительную методику. С другой стороны, по-
скольку цвиттер-ион мероцианина аналогичным
образом связывается и с другими цвиттер-иона-
ми, присутствующими в растворе (например, с
другими аминокислотами), а также с протонами
и ионами металлов, селективность разработан-
ных методов в ряде случаев [24–26] не всегда удо-
влетворительна.

В данной работе рассмотрены бензофурано-
вые спиропираны как аналитические реагенты на
аминотиолы. Мероцианиновая форма спиропи-
ранов, содержащих бензофурановый фрагмент,
представляет собой нейтральную молекулу [27–
31]. Изучено влияние структуры предложенных
спиропиранов на устойчивость мероцианиновой
формы и на чувствительность определения ци-
стеина, гомоцистеина и глутатиона. Показано,
что аналиты могут смещать равновесие в сторону
образования окрашенной формы, что позволило
разработать чувствительные и селективные мето-
дики их определения in vitro.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
L-цистеин (98%, Sigma-Aldrich, США; Cys),

L-гомоцистеин (98%, Sigma-Aldrich, США; Hcy),
L-глутатион (97%, Alfa-Aesar, США; GSH), L-ме-
тионин (98%, Sigma-Aldrich, США; Met), L-гли-
цин (97%, Sigma-Aldrich, США; Gly) использова-
ли без дополнительной очистки. Спиропираны
SP1-7 синтезировали, как описано ранее [27–31].
Ацетонитрил для ВЭЖХ производства “Крио-
хром” (Россия) применяли без дополнительной

очистки. Использовали реактивы и растворители
квалификации не ниже х. ч., если не указано
иное.

Точные навески препаратов взвешивали на ве-
сах специального класса точности МВ 210-А
(“Сартогосм”, Россия) с погрешностью измере-
ния 0.0001 г. Электронные спектры поглощения
соединений и значения оптической плотности ре-
гистрировали на спектрофотометре Cary 50, снаб-
женном Пельтье-термостатом (Varian, США), в
кварцевых кюветах с толщиной поглощающего
слоя 1.0 см. Значения pH растворов измеряли ио-
номером рН-150М (Теплоприбор, Россия) с ин-
дикаторным стеклянным электродом и хлоридсе-
ребряным электродом сравнения.

Исходные растворы аминокислот (5.0 × 10–3 М)
готовили растворением точной навески в биди-
стиллированной воде. Рабочие растворы необходи-
мой концентрации готовили последовательным
разбавлением исходного раствора бидистиллиро-
ванной водой. Исходные растворы спиропиранов
(5.0 × 10–4 М) готовили растворением точной на-
вески в ацетонитриле. Рабочие растворы необхо-
димой концентрации готовили последователь-
ным разбавлением исходного раствора ацетонит-
рилом.

Трис-HCl буферный раствор с pH 7.4 готови-
ли, разбавляя 25 мл 0.2 М раствора трис(гидрок-
симетил)аминометана до 100 мл 0.1 М HCl, кон-
тролируя значение pH с помощью pH-метра.

Для изучения взаимодействия между спиро-
пираном и субстратом раствор субстрата (Cys,
Hcy, GSH, Met или Gly, диапазон концентраций
0–1.0 × 10–3 М) добавляли к раствору спиропира-
на (конечная концентрация 5.0 × 10–5 М; раство-
ритель – смесь ацетонитрил–трис-HCl буфер-
ный раствор с pH 7.4 (50 : 50, по объему) [25]).
Смесь инкубировали в темноте в течение 25 мин,
затем регистрировали электронный спектр по-
глощения.

Константу связывания для комплекса амино-
тиола со спиропираном рассчитывали по форму-
ле (1):

(1)

где Ai – оптическая плотность при 460 нм (SP3) и
при 450 нм (SP7) в присутствии i-той концентра-
ции аналита [RSH] (GSH в случае SP7 и Cys в слу-
чае SP3), М; ε – молярный коэффициент свето-
поглощения спиропирана, М–1 см–1; [SP] – концен-
трация спиропирана, М; β – константа связывания
между спиропираном и аналитом, М–1.

Для получения градуировочных зависимостей
для спектрофотометрического определения Cys
(SP3) и GSH (SP7) смешивали растворы спиро-
пирана (конечные концентрации 2.0 × 10–5 М для
SP3 и 1.0 × 10–4 М для SP7) и аминотиола (диапа-
зон концентраций 1.7 × 10–6−2.0 × 10–5 М для Cys

[ ] [ ][ ]i i

1 1 1 ,
ε SP βε SP RSHA

= +
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и 5.0 × 10–7−1.0 × 10–4 М для GSH), в смеси ацето-
нитрил–трис-HCl буферный раствор с pH 7.4
(50 : 50, по объему) и после выдерживания в тем-
ноте в течение 25 мин регистрировали спектр по-
глощения.

Для определения Cys (SP3) и GSH (SP7) кине-
тическим методом смешивали растворы спиро-
пирана (конечные концентрации 2.0 × 10–5 М для
SP3 и 1.0 × 10–4 М для SP7) и аминотиола (диапа-
зон концентраций 1.7 × 10–6−1.0 × 10–5 М для Cys
и 5.0 × 10–7−5.0 × 10–5 М для GSH), в смеси аце-
тонитрил–трис-HCl буферный раствор с pH 7.4
(50 : 50, по объему) и в течение 25 мин регистри-
ровали спектры поглощения с интервалом 2 мин.
Кинетика взаимодействия спиропирана с амино-
тиолом при избыточной концентрации спиропи-
рана описывается уравнением реакции псевдо-
первого порядка по реагирующим компонентам:

(2)

где c0 – исходная концентрация спиропирана, М;
X – координата реакции, t – время, мин; k – кон-
станта скорости, мин–1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Концепция выбора структуры спиропиранов.

Определение аминокислот при помощи спиро-
пиранов основано на образовании комплекса
между мероцианиновой формой спиропирана и
аминокислотой. Это взаимодействие смещает
равновесие между спироциклической (раствор
бесцветен) и мероцианиновой (раствор окрашен
и поглощает свет в длинноволновой области)
формами в сторону последней.

В работах [19, 24–26], посвященных определе-
нию аминокислот, в основном рассмотрены спи-
ропираны, содержащие индолиновый фрагмент.
При раскрытии спиро-формы таких спиропира-
нов образуется полярная цвиттер-ионная меро-

цианиновая форма (схема 1а). Она образует ком-
плекс с цвиттер-ионной формой серосодержа-
щей аминокислоты главным образом за счет сил
электростатического притяжения, хотя возможно
образование дополнительных координационных
связей с атомом серы тиольной группы определя-
емой аминокислоты. При этом молекулы аналита
также могут активно участвовать в процессе рас-
крытия циклической формы за счет нуклеофиль-
ной атаки тиолат-аниона серосодержащей ами-
нокислоты [25]. Очевидно, что в случае спиропи-
ранов на основе индолинового фрагмента при
выборе структуры и природы заместителей следу-
ет руководствоваться следующими принципами:
заместители должны стабилизировать цикличе-
скую форму, что повышает контрастность анали-
тической реакции; должен быть учтен стериче-
ский фактор – размер и положение заместителей
спиропирана влияет на селективность по отно-
шению к аминотиолам, отличающимся по разме-
ру, например глутатиону и цистеину.

В случае спиропиранов на основе бензофура-
нового фрагмента при раскрытии спиро-формы
не образуется цвиттер-иона [27–31] (схема 1б),
они более устойчивы к влиянию растворителя и
внешнего облучения, т.е. процесс раскрытия
циклической формы затруднен. Поскольку меро-
цианиновая форма бензофуранового спирана не
является биполярным ионом, связывание с ами-
нокислотой происходит за счет координацион-
ных связей. Нами изучена целесообразность ана-
литического применения ряда бензофурановых
спиропиранов, имеющих различные заместите-
ли, которые могут стабилизировать как цикличе-
скую, так и раскрытую форму. Кроме того, заме-
стители, отличающиеся размерами и наличием
гетероатомов, как и в случае индолиновых спиро-
пиранов могут влиять на эффективность анализа,
поскольку их структура может определять селек-
тивность по отношению к различным аналитам.

Схема 1. Равновесие между циклической и открытой формами спиропирана 
на основе индолинового (а) и бензофуранового (б) фрагмента.
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Предложенные спиропираны имеют различ-
ные заместители в положениях 6, 7 или 8 (рис. 1).
Например, показано [25], что нитрогруппа в по-
ложении 6 у индолинового спиропирана приво-
дит к стабилизации мероцианиновой формы и
падению чувствительности по отношению к глу-
татиону и цистеину. Мы, в свою очередь, иссле-
довали свойства бензофуранового спиропирана с
аналогичным заместителем в положении 6 (SP1).
Ранее показано [27], что присутствие в положе-
нии 7 гидроксогруппы с подвижным атомом во-
дорода стабилизирует открытую форму. В связи с
этим мы проанализировали соединения SP3,
SP4, и SP7, содержащие OH-заместители в поло-
жении 7, а также заместители различного размера
в положении 8. Кроме того, рассмотрены спиро-
пираны с различными заместителями в положе-
нии 8, но не содержащие гидроксогруппы в поло-
жении 7 (SP2, SP5, SP6).

Фотохимические свойства соединений SP1-7 в
присутствии различных субстратов. Спиропираны
SP1-7 хорошо растворимы в метаноле, ацетонит-
риле, диметилсульфоксиде, но нерастворимы в
воде. При этом цистеин, гомоцистеин и глутати-
он являются водорастворимыми аминотиолами и
практически не растворяются в органических
растворителях. Для дальнейшего анализа мы ис-
пользовали в качестве растворителя смесь ацето-
нитрил–трис-HCl буферный раствор с pH 7.4

(50 : 50, по объему), в которой одинаково хорошо
растворимы и аналиты, и спиропираны. Чтобы
исключить влияние компонентов буферного рас-
твора на равновесие между изомерными форма-
ми спиропиранов (например, за счет возможного
комплексообразования мероцианиновой формы
с ионами калия) при исследовании их фотохими-
ческих свойств использовали трис-HCl буфер-
ный раствор. Поскольку в диапазоне pH 7.2–9.0
значительных различий в оптических свойствах
для каждого спиропирана не наблюдали, для
дальнейших исследований выбрали значение
pH 7.4 как близкое к физиологическому.

Изучили электронные спектры поглощения
спиропиранов в присутствии различных субстра-
тов: GSH, Cys, Hcy, Gly и Met (рис. 2). Для SP1,
SP2, SP5, SP6 не наблюдали изменения оптиче-
ских свойств как в присутствии аминотиолов, так
и в присутствии аминокислот, не содержащих
тиольной группы. Оптическая плотность в длин-
новолновой области спектра увеличивается в
присутствии субстратов в случае спиропиранов,
содержащих гидроксогруппу в положении 7 (SP3,
SP4, SP7). При этом соединения SP3, SP4, SP7 ха-
рактеризуются стабильностью мероцианиновой
формы. Во-первых, открытую форму стабилизи-
рует переход протона с гидроксогруппы на атом
азота [27]. Во-вторых, у этих спиропиранов отно-
сительно велика длина связи Cспиро–O, которая

Рис. 1. Бензофурановые спиропираны SP1-7, рассмотренные в настоящей работе.
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Рис. 2. Электронные спектры поглощения спиропиранов SP1-7 (5.0 × 10–5 М) в отсутствие субстратов (1) и в присут-
ствии 1.0 × 10–3 М GSH (2), Cys (3), Hcy (4), Gly (5) и Met (6).
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разрывается при раскрытии циклической формы
[30, 31]. К примеру, у SP7 и SP4 она значительно
длиннее, чем у SP1 [31].

Показано [25], что нитрогруппа в положении 6
стабилизирует мероцианиновую форму спиропи-
рана на основе индолинового фрагмента. Тем не
менее в спектре аналогичного бензофуранового
спиропирана SP1 аналитический сигнал в при-
сутствии аминокислот не наблюдается. Вероят-
но, в сравнении со спиропираном индолинового
типа именно бензофурановый фрагмент оказыва-
ет решающее влияние на стабильность цикличе-
ской формы.

В случаях SP7 и SP3 изменения спектра в при-
сутствии метионина и глицина незначительны.
Наоборот, отклик на присутствие аминотиолов
цистеина и глутатиона явно выражен. При этом
соединения SP7, SP4, SP3 демонстрируют раз-
личную селективность по отношению к аналитам
(рис. 2, 3).

Во всех случаях, где наблюдается аналитиче-
ский сигнал, увеличение оптической плотности
при длине волны 450 нм для SP7, SP4 и при 460 нм
для SP3 происходит пропорционально увеличе-
нию концентрации субстрата. Это позволяет оце-
нить константу связывания и возможность коли-
чественного анализа. Для расчета константы свя-
зывания использовали уравнение (1). Для
комплекса SP3 с цистеином константа составила
4.46 × 104 М–1, для SP7 с глутатионом – 1.05 × 106 М–1.
Значения констант превосходят аналогичные
данные для некоторых индолиновых спиропира-
нов [25] и позволяют использовать спектрофото-
метрический метод для количественного опреде-
ления цистеина и глутатиона.

Получены градуировочные зависимости вида
(A – A0)/A0 = c(RSH)K + b, где A0 и A – значения
оптической плотности при 460 нм (SP3) или
450 нм (SP7) в отсутствие и в присутствии Cys или
GSH соответственно. Параметры градуировоч-
ных функций представлены в табл. 1.
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Кинетический анализ. Увеличение оптической
плотности в растворе спиропирана в длинновол-
новой области свидетельствует о переходе соеди-
нения в мероцианиновую форму. При этом изо-
меризация спиропирана в присутствии амино-
тиола происходит быстрее, чем в его отсутствие
(рис. 4).

Анализ кинетики перехода соединений SP7 и
SP3 из циклической формы в открытую показал,
что скорость процесса изомеризации напрямую

зависит от концентрации присутствующего ами-
нотиола. Кинетика процесса позволяет использо-
вать константы псевдопервого порядка для разра-
ботки методики количественного определения
[26] цистеина и глутатиона.

Рассчитаны константы псевдопервого поряд-
ка при взаимодействии избытка спиропирана с
аминотиолом. Коэффициенты градуировочных
зависимостей вида k = c(RSH)K + b (где k – кон-
станта псевдопервого порядка, рассчитанная по

Рис. 3. Селективность спиропиранов SP7 (черный), SP3 (белый) и SP4 (серый) по отношению к аминокислотам, где
A0 и A – поглощение спиропирана при 450 нм для SP7, SP4 и при 460 нм для SP3 в отсутствие и присутствии изомо-
лярного количества аминокислоты соответственно.
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Таблица 1. Параметры градуировочных функций для спектрофотометрического определения цистеина и глута-
тиона

Примечание: R – коэффициент корреляции, cмин – предел обнаружения.

Аналит Спиропиран
Коэффициенты градуировочных зависимостей

cмин, М
K b R

Cys SP3 2.7 × 104 0.7 0.964 8.8 × 10–7

GSH SP7 3.9 × 104 1.2 0.956 1.2 × 10–7

Рис. 4. Увеличение оптической плотности при 450 нм в спектре SP7 (1.0 × 10–4 М) в отсутствие (а) и в присутствии
4.0 × 10–5 М GSH (б) в смеси ацетонитрил–трис-HCl буферный раствор с pH 7.4 (50 : 50, по объему); спектры реги-
стрировали с интервалом 2 мин.
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формуле (2), для реакции аминотиола RSH (Cys
или GSH) с избытком SP3 или SP7 соответствен-
но) представлены в табл. 2.

Таким образом, каталитические свойства ци-
стеина и глутатиона могут быть использованы для
разработки методики их чувствительного кинети-
ческого определения.

Разработанные методики спектрофотометри-
ческого (табл. 1) и кинетического (табл. 2) опре-
деления цистеина и глутатиона являются просты-
ми, чувствительными и селективными.

* * *
Спиропираны бензофуранового ряда SP1, SP2,

SP5, SP6, стабильные в циклической форме, не
продемонстрировали аналитического сигнала по
отношению к определяемым веществам. Соеди-
нения, имеющие в положении 7 гидроксогруппу,
стабилизирующую мероцианиновую форму, мож-
но использовать при спектрофотометрическом и
кинетическом определении цистеина и глутатиона.
Рассмотренные методики характеризуются высо-
кой чувствительностью и селективностью. При
этом спектрофотометрическое определение менее
трудоемко, поскольку не требует получения серии
значений оптической плотности в фиксированные
моменты времени и расчета констант скорости.
Спектрофотометрическая методика в целом явля-
ется более перспективной для дальнейшего приме-
нения для определения аминотиолов.

Работа выполнена при поддержке гранта
РФФИ №21-53-54007 Вьет_а.
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