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Равновесия образования продуктов присоединения рифампицина к цистеину и глутатиону при раз-
личных pH исследованы методами циклической и квадратно-волновой вольтамперометрии. С ро-
стом концентрации рифампицина резко снижаются токи восстановления тиолатов ртути(I)
[Hg2(RS)2] – основных продуктов восстановления цистеина и глутатиона на Hg-электроде, а потен-
циалы их восстановления сдвигаются в сторону менее отрицательных значений благодаря межмо-
лекулярному взаимодействию. В то же время вольтамперометрические сигналы (и прежде всего
значения Epa и Epc обратимого окислительно-восстановительного процесса с участием α-гидроюг-
лонового остатка) рифампицина в присутствии цистеина или глутатиона сдвигаются в сторону по-
ложительных значений. Предложен правдоподобный механизм, объясняющий образование про-
дуктов присоединения (аддуктов) в данном процессе взаимодействия. Именно, цистеин и глутати-
он ведут себя, как нуклеофилы, и участвуют в реакции присоединения с рифампицином. Это
образование продуктов присоединения подтверждено также методом ИК-спектроскопии с преоб-
разованием Фурье и может быть прослежено через исчезновение полосы валентных колебаний сво-
бодной тиольной группы. Стехиометрическое отношение для этой реакции составляет 1 : 1; оценка
констант связывания была проведена на основе экспериментальных данных квадратно-волновой
вольтамперометрии. Влияние величины pH на константы связывания исследовано при варьирова-
нии pH (4.5, 7.4, 9.0). Показано, что на данную реакцию оказывает сильное влияние величина pH.
Эта реакция нуклеофильного присоединения наиболее эффективна при pH 9. Константа реакции
присоединения глутатиона выше, чем константа реакции присоединения цистеина, при всех изу-
ченных значениях pH. Термическое поведение этих продуктов присоединения охарактеризовано
методом термического анализа (термогравиметрический анализ/дифференциальный термограви-
метрический анализ/дифференциальный термический анализ). Термограммы, записанные для
продуктов присоединения, не накладываются на термические кривые исходных материалов, и та-
кое поведение можно рассматривать как дополнительное подтверждение образования аддуктов.

Ключевые слова: тиольные продукты присоединения, цистеин, глутатион, рифампицин, вольтампе-
рометрия, ИК-спектроскопия с преобразованием Фурье, термический анализ
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ВВЕДЕНИЕ
Глутатион (γ-глутамил цистеинил глицин),

обычно обозначаемый как GSH (схема 1) – трипеп-
тид, присутствующий почти во всех эукариотиче-
ских и прокариотических клетках [1]. Глутатион свя-
зывается с электрофильными [1–3], эндогенными и
экзогенными химическими реактивами [1, 3–5],
благодаря имеющемуся в нем цистеиновому остат-
ку. Этот остаток также отвечает за такие свойства,
как устойчивость против окислительного разру-

шения, сохранение структуры белка и обезврежи-
вание токсичных реактивов [1, 6].

Схема 1. Молекулярное строение глутатиона.
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Цистеин (CySH, схема 2) – это тиолсодержа-
щая аминокислота, которая играет существенную
роль в антиоксидантной защите и клеточном ме-
таболизме [7–9]. Известно, что изменения в уров-
не цистеина биологически важны, так как могут
служить указанием на ряд болезней [7–9]. Более
того, для поддержания здоровья важна способ-
ность цистеина и глутатиона захватывать свобод-
ные радикалы [8, 9].

Схема 2. Молекулярное строение цистеина.

Рифампицин (RIF, схема 3) – это лекарство,
которое используется главным образом при лече-
нии туберкулеза [10, 11]. Взаимодействия между
лекарствами очень важны для биологических
процессов [12]. В то же время эти взаимодействия
отражают действие лекарства на организм [12].
Поэтому изучение взаимодействий между лекар-
ствами привлекает внимание в связи с выявлени-
ем механизма физиологического воздействия ле-
карств. О трансмембранных белках известно, что
это молекулы-рецепторы для лекарств [12]. Одна-
ко, изучать взаимодействия белок–лекарство за-
труднительно из-за сложного строения молекул
белков [12]. Поэтому во многих исследованиях
часто используют аминокислоты или небольшие
белки в качестве модельных соединений белков
для более полного понимания взаимодействий
белок–лекарство [12–15].

Схема 3. Молекулярное строение рифампицина.

Хотя в литературе были опубликованы резуль-
таты ряда исследований взаимодействия рифам-
пицина с бовином [16–19] и сывороточным аль-
бумином человека [20–23], с аминокислотными
остатками фермента РНК полимераза [24], ре-
цептора Pregnane X (PXR) [25] и основой белка
изоцитрат-лиаза [26], но до сих пор не было сде-
лано попыток исследовать его взаимодействие с
тиолированными аминокислотами, цистеином
или трипептидом, глутатионом. Для исследова-
ния взаимодействий тиольных соединений были
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с успехом применены электрохимические методы
[27–32]. В настоящей работе вольтамперометри-
ческими методами впервые исследован механизм
реакций связывания при взаимодействии рифам-
пицина с цистеином или глутатионом. Главная
цель настоящей работы – определить стехиомет-
рические коэффициенты, константы связывания
и процесс взаимодействия рифампицина с этими
тиольными соединениями. Рифампицин в насто-
ящей работе был использован в качестве биомар-
кера при идентифицировании тиольных соедине-
ний. Полученные результаты могут дать вклад в
развитие новых датчиков и механизмов воздей-
ствия лекарств в клинических и молекулярных
биологических исследованиях.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Реактивы и растворы

L-глутатион получен от фирмы Sigma. L-ци-
стеин был приобретен у компании Merck. Рифам-
пицин был приобретен у компании Fluka. Исход-
ный раствор рифампицина готовили, растворяя
необходимое количество в этаноле. Другие ис-
ходные растворы готовили на особо чистой воде
(удельная электропроводность: 18.2 MΩ cм). Од-
нако, для солюбилизации нужного количества
рифампицина в воде потребовалось добавить не-
сколько капель раствора NaOH. Буферный рас-
твор Бриттона–Робинсона получали, растворяя
необходимые количества H3BO3, CH3COOH и
H3PO4 в особо чистой воде и устанавливая нужное
значение pH с помощью 0.2 M раствора NaOH.

Оборудование
В электрохимических экспериментах исполь-

зовали полярографический анализатор EG&G
PAR 384B в комбинации с ячейкой PARC 303A
SMDE. Вольтамперометрическая ячейка имела
три электрода: ртутный электрод в виде висящей
капли (рабочий электрод), электрод сравнения
Ag|AgCl|KClнасыщ и платиновый противоэлек-
трод. Электрохимические эксперименты прово-
дили с использованием программного пакета
ECDSOFT [33], установленного на ноутбук,
управлявший полярографическим анализатором.
Значение pH буферного раствора измеряли
рН-метром Jenway 3010, укомплектрованным
стеклянным электродом.

ИК-спектры с преобразованием Фурье образ-
цов снимали на рамановcком модульном спек-
трометре Thermo Scientific Nicolet 6700/NXR FT.
Измерения охватывали интервал волновых чисел
от 4000 до 400 cм–1.

Термоаналитические измерения (динамики
потери массы (TGA) при нагревании, изменения
температуры в зоне реакции (DTA) и скорости
разложения образца (DrTGA) в единицу времени)
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проводили на анализаторе Shimadzu DTG-60 Si-
multaneous TG–DTA. Образцы нагревали в области
температур 24–700°C со скоростью 10°C мин–1. Из-
мерения вели в подвижной атмосфере с расходом
газа 40 мл мин–1, используя приблизительно 5 мг
образца, который взвешивали в открытом плати-
новом тигле.

Методика

Вначале записывали вольтамперограммы ци-
стеина, глутатиона и рифампицина в буферных
растворах Бриттона–Робинсона. Затем получали
вольтамперограммы цистеина или глутатиона
при возрастающей концентрации рифампицина.
Перед снятием вольтамперограмм растворы
освобождали от растворенного воздуха (в течение
приблизительно 5 мин), пропуская через них газ
N2 (который во время измерений пропускали над
поверхностью раствора). Если не указано иное,
использовали следующие условия: при цикличе-
ской вольтамперометрии – скорость развертки
потенциала 500 мВ/с, при квадратно-волновой
вольтамперометрии – высота импульса 25 мВ, ча-
стота 100 Гц, время установления равновесия 5 с,
средний размер ртутной капли, шаг развертки
4 мВ. Вольтамперометрические измерения вы-
полнялись при комнатной температуре. Кон-
станты образования продуктов присоединения
цистеин–рифампицин или глутатион–рифампи-
цин вычисляли по снижению высоты главного
пика тока цистеина или глутатиона с ростом кон-
центрации рифампицина.

Синтез продуктов присоединения

Горячий раствор рифампицина (1 ммоль,
0.823 г) в этаноле (25 мл) медленно, по каплям до-
бавляли к раствору цистеина (1 ммоль, 0.121 г)
или глутатиона (1 ммоль, 0.307 г) в воде (25 мл).
Смесь нагревали в стеклянном стакане при не-
прерывном помешивании до тех пор, пока рас-
твор не выпарился наполовину. После этого рас-
твор охлаждали до комнатной температуры и
ждали, пока не получался твердый продукт. По-
лученный продукт присоединения отфильтровы-
вали и сушили на воздухе.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Вольтамперометрия

На рис. 1 приведены циклические вольтампе-
рограммы рифампицина, снятые при pH 4.5, 7.4 и
9.0. Из рис. 1 видно, что необратимые пики тока
при относительно отрицательных потенциалах и
обратимый пик при менее отрицательном потен-
циале (близком к 0 В) относятся к электродной
реакции с участием рифампицина. Полярографи-
ческое и вольтамперометрическое поведение ри-
фампицина на ртутном электроде уже изучалось
ранее рядом авторов [34–37].

Необратимые пики тока (рис. 1, 2U и 3U) мож-
но приписать восстановлению различных карбо-
нильных групп [бетенолид (фуранон) и амид]
[34, 35, 38, 39]. В предшествующей работе [35]
утверждалось, что на квадратно-волновой вольт-
амперограмме рифампицина, снятой в буферном
растворе Бриттона–Робинсона (pH 7.0), имеется
два пика тока при –0.674 и –1.354 В, относящих-
ся, соответственно, к восстановлению азометина
и карбонильных групп. Однако, как видно из
циклических вольтамперограмм рифампицина
(рис. 1), исчезновение небольшого пика тока вос-
становления иминной группы при –0.674 В можно
объяснить на основе таутометрического равнове-
сия энолимин–кетоэнамин (рис. 2) [40]. Также со-
общалось, что кетоэнамин – преобладающее ве-
щество в воде [41]. С другой стороны, цикличе-
ская вольтамперометрия – менее чувствительный
метод, чем квадратно-волновая вольтамперомет-
рия [42–44]. Поэтому на циклических вольтампе-
рограммах пик тока восстановления иминной
группы может и не проявляться достаточно ясно.

Разность потенциалов (ΔEp = Epa – Epc) анод-
ного и катодного обратимых пиков тока рифам-
пицина (рис. 1, 1U) составляет около 34 мВ, что
близко к теоретическому значению (около 30 мВ)
для двухэлектронной обратимой волны. С другой
стороны, в опубликованных работах [34–37] об-
ратимый пик тока не был обнаружен. Однако,
этот обратимый двухэлектронный процесс мож-
но приписать окислению α-гидроюглонного
остатка до юглона (рис. 2) [45–51].

Рис. 1. Циклические вольтамперограммы 4.98 × 10–6 M
раствора рифампицина при pH 4.5 (сплошные ли-
нии), 7.4 (точечные линии) и 9.0 (пунктир). 1U: пик
восстановления остатка юглона до гидроюглона; 2U и
3U: пики необратимого восстановления различных
карбонильных групп.
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Циклические вольтамперограммы цистеина и
глутатиона, записанные при различных значени-
ях pH, представлены на рис. 3. Обычно на этих
циклических вольтамперограммах имеется толь-
ко один пик тока, но в некоторых случаях (высо-
кая концентрация или высокая скорость разверт-
ки потенциала) при более положительных потен-
циалах наряду с основным пиком (2U) может
появляться второстепенный пик (1U). При низ-
ких концентрациях тиола этот второстепенный
пик едва заметен [52, 53]. В литературе имеются
многочисленные статьи об электрохимическом
поведении цистеина и глутатиона [42–45]. Таким
образом, эти окислительно-восстановительные
пики можно приписать образованию и восста-
новлению тиолатов ртути(I) и (II) [52–55]. Это
образование тиолатов ртути(I) и (II) в результате
анодных реакций можно представить следующим
образом [52–55]:

(1)

(2)

(3)
Для того, чтобы проследить взаимодействие

рифампицина с цистеином и глутатионом, был
выбран пик тока восстановления тиолата ртути(I)
потому, что это основной сигнал. После добавле-
ния рифампицина к растворам тиола потенциал
пика тиолата ртути(I) сдвигается в сторону поло-
жительных значений, а ток в пике снижается
(рис. 4 и 5).

Хорошо известно, что добавленное вещество,
способное к адсорбции, обычно играет роль ин-
гибитора по отношению к электродной реакции и
сдвигает процесс восстановления к отрицатель-
ным потенциалам [56, 57]. Однако как “положи-
тельный” сдвиг потенциала восстановления тио-
лата ртути(I), так и уменьшение пикового тока
его восстановления в присутствии рифампицина
имеют источником равновесие, установившееся
вблизи Hg-электрода, а именно:
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Рис. 2. Таутомерные формы рифампицина и окислительно-восстановительный процесс с участием его α-гидроюгло-
нового остатка.
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где RSH-рифампицин является аддуктом – про-
дуктом присоединения. Количество тиолатов
ртути, электрохимически генерируемых в про-
цессе в присутствии цистеина, зависит от кон-
центрации свободного цистеина в среде (см.
уравнения (2) и (3)). С другой стороны, при по-
степенном увеличении концентрации рифампи-
цина в присутствии тиолов катодный пик тока
тиолата ртути(I) уменьшается благодаря образо-
ванию аддукта (уравнение (4)). Другими словами,
связывание тиолов с рифампицином понижает
концентрацию свободного цистеина.

Рис. 3. (a) Циклические вольтамперограммы 4.98 ×
× 10–6 M раствора цистеина при pH 4.5 (сплошные
линии), 4.98 × 10–6 M раствора цистеина при pH 7.4
(точечные линии) и 1.96 × 10–5 M раствора цистеина
при pH 9.0 (пунктир). (б) Циклические вольтамперо-
граммы 4.98 × 10–6 M раствора глутатиона при pH 4.5
(сплошные линии), 9.90 × 10–6 M раствора глутатио-
на при pH 7.4 (точечные линии) и 1.48 × 10–5 M рас-
твора глутатиона при pH 9.0 (пунктир). 1U: восста-
новление тиолата ртути(II) до тиолата ртути(I); 2U:
восстановление тиолата ртути(I) до металлической
ртути и тиола.
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Рис. 4. Квадратно-волновые вольтамперограммы
(a) 4.98 × 10–6 M раствора цистеина в присутствии a – 0,
б – 4.95 × 10–6, в – 9.85 × 10–6, г – 1.47 × 10–5, д –
1.95 × 10–5, е – 2.43 × 10–5, ж – 2.89 × 10–5, з – 3.82 ×
× 10–5 M рифампицина при pH 4.5; (б) 4.98 × 10–6 M
цистеина в присутствии a – 0, б – 4.95 × 10–6, в –
9.85 × 10–6, г – 1.47 × 10–5, д – 1.95 × 10–5, е – 2.43 ×
× 10–5 M рифампицина при pH 7.4; (в) 1.96 × 10–5 M
цистеина в присутствии a – 0, б – 4.88 × 10–6, в –
9.71 × 10–6, г – 1.45 × 10–5, д – 1.92 × 10–5, е – 2.39 ×
× 10–5 M рифампицина при pH 9.0.
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С другой стороны, присоединение тиолов к
рифампицину облегчает восстановление элек-
троактивных групп на молекуле рифампицина,
но затрудняет окисление гидроюглоновой груп-
пы. Быстрая необратимая химическая реакция,
следующая за обратимой электродной реакцией,
позволяет сдвинуть электровосстановление к по-
ложительным потенциалам [56, 57]. Для очень
быстрых последующих реакций потенциал пика

тока может сдвинуться даже на 120 мВ при посто-
янной скорости развертки потенциала [56, 57]. К
тому же образование аддукта между рифампици-
ном и тиолами приводит к уменьшению концен-
трации свободных тиолов в реакционной среде.
Это приводит к снижению пикового тока. Для ад-
дукта можно предположить, на основе других ре-
акций присоединения тиолов, существование в
двух формах (схема 4) [58, 59]:

Схема 4. Предлагаемое строение аддукта (цистеин–рифампицин).

ИК-спектроскопический анализ
Образование аддуктов между рассматривае-

мыми в настоящей работе тиольными соединени-
ями и рифампицином подтверждается ИК-спек-
троскопическим анализом с преобразованием
Фурье. На рис. 6 приведены ИК-спектры с преоб-
разованием Фурье аддуктов и исходных соедине-
ний. Как видно из рис. 6, при 2550 и 2522 cм–1 на-
блюдаются характерные пики –SH-валентных
колебаний, соответственно, цистеина и глутатио-
на [60–62].

При сравнении ИК-спектров с преобразова-
нием Фурье аддуктов со спектрами цистеина и
глутатиона мы видим полное исчезновение ва-
лентных колебаний S–H-групп (рис. 6). Эту ситу-
ацию можно объяснить расщеплением связей
S‒H при нуклеофильном замещении тиольных
групп рифампицином, что подтверждает образо-
вание аддуктов [63, 64].

Более того, в спектрах аддуктов исчезают
цвиттерионные N–H-валентные колебания ци-
стеина и глутатиона при 2075 cм–1 (рис. 6). Это на-
блюдение можно объяснить превращением

-остатка тиольных соединений в –NH2-
остаток в аддуктах [63].

Термический анализ
На рис. 7 и 8 даны термограммы цистеина, глу-

татиона, рифампицина, рифампицин–цистеина
и рифампицин–глутатиона. Кривые термограви-

метрического анализа L-CysH (рис. 7) представ-
ляют термическое разрушение, происходящее в
две стадии, включающее общую потерю массы
97.3% в температурном интервале 177.6–663.4°C.
Главный процесс термического разрушения от-
мечен в интервале температур 177.6–420.3°C с по-
терей массы 87.8% (табл. 1). Эндотермический
пик при 230°C соответствует плавлению цистеина
[61, 65–67].

Как видно из рис. 7, чистый глутатион дает эн-
дотермический пик при 204°C. Этот пик отвечает
процессу плавления, связанному с термическим
разрушением [68–71]. Вторая стадия разрушения
глутатиона происходит в интервале температур
455.9–700.0°C с потерей массы 35.0% (табл. 1).

Кривая дифференциального термогравимет-
рического анализа рифампицина (рис. 7) содер-
жит эндотермический пик при 193°C, связанный
с процессом плавления. Дополнительно видны
экзотермические пики при 209 и 257°C, связан-
ные, соответственно, с рекристаллизацией и фа-
зовым переходом [72–75]. Термограмма рифам-
пицина содержит две главных стадии разруше-
ния. Первая потеря веса 42.9% происходит в
интервале температур 173.1–465.7°C. Вторая,
главная потеря веса 53.2% имеет место в интерва-
ле 465.7–700.0°C (табл. 1).

Термогравиметрические кривые образовав-
шихся аддуктов отличаются от кривых чистых
CysH, глутатиона и рифампицина температурны-
ми интервалами процессов, связанных с потеря-
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ми массы (рис. 8). Как видно из табл. 1, термиче-
ское разрушение аддуктов рифампицина – это
сложные процессы, состоящие из трех стадий. В
случае аддуктов кривые указывают на то, что
между рифампицином и тиольными соединения-
ми происходит химическая реакция, поскольку
не наблюдается пиков при температурах, близких
к тем, что определяются чистыми цистеином,
глутатионом и рифампицином. На термограммах
цистеин–рифампицина и глутатион–рифампи-
цина имеется только один широкий пик с цен-
тром у 60°C, связанный с высвобождением физи-
чески адсорбированной воды из образца [76, 77].
Таким образом, можно утверждать, что эти аддук-
ты имеют сродство к воде.

Рис. 6. (a) ИК-спектры с преобразованием Фурье ци-
стеина (пунктир), рифампицина (точечные линии) и
аддукта CySH–рифампицин (сплошные линии).
(б) ИК-спектры с преобразованием Фурье глутатио-
на (пунктир), рифампицина (точечные линии) и ад-
дукта глутатион–рифампицин (сплошные линии).
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Рис. 5. Квадратно-волновые вольтамперограммы
(a) 4.98 × 10–6 M раствора глутатиона в присутствии
a – 0, б – 4.74 × 10–6, в – 9.05 × 10–6, г – 1.30 × 10–5,
д – 1.66 × 10–5, е – 1.83 × 10–5, ж – 1.99 × 10–5 M ри-
фампицина при pH 4.5; (б) 9.90 × 10–6 M раствора
глутатиона в присутствии a – 0, б – 2.42 × 10–6, в –
4.72 × 10–6, г – 6.91 × 10–6, д – 9.01 × 10–6, е – 1.10 ×
× 10–5, ж – 1.29 × 10–5 M рифампицина при pH 7.4;
(в) 1.48 × 10–5 M раствора глутатиона в присутствии
a – 0, б – 4.69 × 10–6, в – 6.88 × 10–6, г – 8.97 × 10–6,
д – 1.10 × 10–5, е – 1.29 × 10–5 M рифампицина при
pH 9.0.
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Для этих тиольных аддуктов наблюдается ис-
чезновение эндотермических пиков плавления
чистых CysH и глутатиона (рис. 8). Это указывает
на то, что цистеин и глутатион связаны с молеку-
лой рифампицина ковалентной связью. Однако,
хорошо известно, что термический анализ физи-
ческой смеси с глутатионом выявляет пик плав-
ления глутатиона благодаря свободному глутати-
ону с несколькими степенями сдвига [69].

Константы связывания и стехиометрия

Равновесие образования аддуктов дается урав-
нением (4). В принципе, хорошо выраженный ка-
тодный сигнал рифампицина приблизительно
при –1.1 В (рис. 1) должен быть чувствительным к
образованию аддуктов, за исключением осложне-
ний, связанных с образованием Hg-тиолатных
комплексов. Но этот катодный сигнал не исполь-
зовался для оценки константы образовавшегося
равновесия. Причина этого в том, что изменения
этого токового отклика с ростом концентрации
цистеина непригодны для определения констан-
ты образования аддуктов цистеин–рифампицин.
Однако, в соответствии с этими вольтамперомет-
рическими измерениями, определение констан-
ты образования аддуктов цистеин–рифампицин
основано на уменьшении катодного пикового то-
ка восстановления комплекса Hg2(SR)2 в присут-
ствии возрастающей концентрации рифампицина
в растворе цистеина. Стехиометрия и константы

Рис. 7. Кривые дифференциального термического
анализа (DTA) (1), термогравиметрического анализа
(TGA) (2) и дифференциального термогравиметриче-
ского анализа (DrTGA) (3) (a) цистеина, (б) глутатио-
на, (в) рифампицина.
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Рис. 8. Кривые дифференциального термического
анализа (DTA) (1), термогравиметрического анализа
(TGA) (2) и дифференциального термогравиметриче-
ского анализа (DrTGA) (3) аддуктов (a) цистеин–ри-
фампицин и (б) глутатион–рифампицин.
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образования аддуктов определяются следующим
уравнением [78–84]:

(5)

где ΔIp – разница пиковых токов восстановления
Hg2(SR)2 в присутствии рифампицина, ΔIp, max –
максимальная разница пиковых токов восстанов-
ления Hg2(SR)2 в случае полного потребления ци-
стеина в реакции присоединения, [рифампицин] –
концентрация добавленного рифампицина, а
β (л моль–1) – условная константа образования и
константа взаимодействия, n – число связыва-
ния. В настоящей работе при n = 1 получается хо-
рошая линейная связь между величинами 1/ΔIp и
(1/[рифампицин]), как показано на рис. 9. Вы-
численные значения β аддуктов даны в табл. 2.

( )
( ) ( ) [ ]( )

Δ =

Δ βΔ= + ×
p

p,max p,max

1

1 1 1 рифампицин ,n

I

I I

В то же время пики тока восстановления ри-
фампицина в присутствии цистеина и глутатио-
на сдвинулись к менее отрицательным потенци-
алам. Это касается в особенности окислительно-
восстановительной пары гидроюглон–юглон,
которая оказалась вблизи потенциала 0 В
(рис. 10). Уменьшение пиковых токов, принад-
лежащих электроактивным группам рифампи-
цина, можно объяснить меньшим коэффициен-
том диффузии аддукта, чем свободного рифам-
пицина. Это заставляет говорить о более
медленной диффузии аддукта из объема раство-
ра к поверхности ртути [85].

Так как и анодный, и катодный токи обрати-
мой электродной реакции рифампицина умень-
шаются в присутствии цистеина и глутатиона, мы
сравнили отношения токов в присутствии и в от-
сутствие этих тиолов, с целью прояснить процесс
присоединения. Ожидалось, что первоначальный
электродный продукт рифампицин (юглоновая
форма) расходуется в последующей химической
реакции с образованием новых электроактивных
аддуктов с цистеином и глутатионом (схема 5), и
потому отношение катодного и анодного токов
(Ipc/Ipa) этого обратимого процесса для аддуктов
превысит отношение для окислительно-восста-
новительной пары гидроюглон–юглон со свобод-
ным рифампицином (табл. 3).

Схема 5. Вероятный окислительно-восстановительный процесс с участием 
свободного и связанного с цистеиом рифампицина.

Рифампицин (форма гидроюглона)

Цистеин–рифампицин (форма гидроюглона)

Рифампицин (форма юглона) + 2H+ + 2e

Цистеин–рифампицин (форма юглона) + 2H+ + 2e

RSH RSH

Kred Kox

Таблица 1. Термоаналитические данные для исследованных соединений

Соединение Процесс Tstart, °C Tend, °C Δm, %

Цистеин I 177.6 420.3 87.8
II 420.3 663.4 9.5

Глутатион I 189.2 455.9 59.0
II 455.9 700.0 35.0

Рифампицин I 173.1 465.7 42.9
II 465.7 700.0 53.2

Цистеин–рифампицин I 24.2 115.5 11.4
II 115.5 265.9 18.0
III 265.9 664.4 56.2

Глутатион–рифампицин I 24.0 169.2 15.1
II 169.2 565.5 46.2
III 565.5 700.0 16.7

Таблица 2. Логарифм констант образования аддуктов
рифампицина с цистеином и глутатионом при различ-
ных рН

Аддукт lgβ [M–1]
pH 4.5 pH 7.4 pH 9.0

Цистеин–
рифампицин

3.84 ± 0.04 4.18 ± 0.07 4.33 ± 0.05

Глутатион–
рифампицин

4.52 ± 0.10 5.53 ± 0.09 6.06 ± 0.12
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Полученные на основе вышеупомянутого про-
цесса значения формального потенциала (E0') об-
ратимого окислительно-восстановительного про-
цесса с участием рифампицина в присутствии и в
отсутствие цистеина и глутатиона даны в табл. 3.
Величина E0' определена из (Epa + Epc)/2 [86]. Бо-
лее того, отношение (Kox/Kred) констант связыва-
ния рифампицина в окисленной (Kox) и восста-

новленной (Kred) формах можно получить из сле-
дующего уравнения [87]:

(6)

где ΔE0' – сдвиг формального потенциала обрати-
мого пика рифампицина, а  и  – формаль-
ные потенциалы, соответственно, свободного и
связанного с цистеином рифампицина.

Из табл. 3 видно, что окисленная форма ри-
фампицина (структура юглона) сильнее взаимо-
действует с цистеином и глутатионом, чем его

( )Δ = =0 0 0
b f ox red

' ' '– ( ) ln ,E E E RT nF K K

0
f
'E 0

b
'E

Рис. 9. Графики зависимости 1/ΔIp (нA–1) от 1/[ри-
фампицин] (M–1) для (a) 3.98 × 10–6 M раствора глу-
татиона при pH 4.5, (б) 4.78 × 10–6 M раствора цисте-
ина при pH 7.4, (в) 4.78 × 10–6 M раствора цистеина
при pH 9.
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ные линии) и в присутствии (сплошные линии) 4.98 ×
× 10–6 M раствора цистеина при pH 7.4; (б) 4.95 ×
× 10‒6 M раствора рифампицина в отсутствие (точеч-
ные линии) и в присутствии (сплошные линии)
4.98 × 10–6 M раствора цистеина при pH 9; (в) 9.76 ×
× 10–6 M раствора рифампицина в отсутствие (точеч-
ные линии) и в присутствии (сплошные линии)
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восстановленная форма (структура гидроюгло-
на). Если принять, что значения pKa сульфгид-
рильной группы цистеина и глутатиона в воде
равны, соответственно, 8.10 и 8.72 [88, 89], то кон-
станта образования аддукта глутатион–рифампи-
цин больше, чем аддукта цистеин–рифампицин,
при всех значениях pH (табл. 2). Подобно другим
реакциям нуклеофильного замещения тиолов
цистеина и глутатиона [90], можно утверждать,
что константа образования аддукта здесь также
возрастает с ростом основности функциональной
группы SH-тиольного соединения. Такой резуль-
тат можно объяснить ростом электронной плот-
ности на атоме серы [90]. С другой стороны, рост
констант образования с ростом pH может быть
следствием роста относительного процента де-
протонированного тиолат-аниона. Как резуль-
тат, тиолатная форма более реакционноспособ-
на, чем тиольная [91].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящей работе с помощью вольтамперо-

метрических методов подробно исследованы вза-
имодействия цистеина и глутатиона с рифампи-
цином при различных pH (4.5, 7.4 и 9.0). Интерес-
но, что константа реакции аддукта глутатиона с
рифампицином больше, чем аддукта цистеина с
рифампицином, при всех исследованных значе-
ниях pH. Этот результат можно прояснить через
основность сульфгидрильных групп. С другой
стороны, константы образования аддуктов, как
цистеин–рифампицина, так и глутатион–ри-
фампицина, растут с ростом pH. По изменениям
формального потенциала обратимой реакции ри-
фампицина с системой гидроюглон–юглон в
присутствии цистеина и глутатиона установлено,
что окисленная форма рифампицина сильнее ре-
агирует как с цистеином, так и с глутатионом, чем
его восстановленная форма.
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