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Изучены модельные молекулярные системы, имитирующие переходное состояние лимитирующей
стадии реакции гидролиза цефалоспориновых антибиотиков в активном центре L1 металло-β-лак-
тамазы. На примере фторзамещенных соединений цефалоспоринового ряда показано, что природа
заместителей в тиазиновом и β-лактамном кольцах существенно влияет на силу внутримолекуляр-
ной водородной связи O–H···N, определяющей каталитические параметры в реальных биологиче-
ских системах. Усиление или ослабление связи O–H···N во фторзамещенных соединениях установ-
лено при помощи квантово-топологического анализа электронной плотности, дополненного ана-
лизом других дескрипторов, характеризующих химическое связывание. Полученные данные
подтверждены анализом сдвига частот валентных колебаний –OH фрагмента карбоксильной груп-
пы, формирующего связь O–H···N, по отношению к нефторированному соединению. Отсутствие
установленной монотонной зависимости силы водородной связи от степени донорности/акцептор-
ности заместителя, свидетельствует о том, что имеющиеся многоцелевые дескрипторы не обеспе-
чивают в полной мере понимание механизмов связывания в активном центре L1 металло-β-лакта-
мазы.

Ключевые слова: антибиотики цефалоспоринового ряда, QTAIM, анализ частот нормальных колеба-
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Современные методы молекулярного модели-
рования позволяют проводить рациональный ди-
зайн соединений с заданной реакционной спо-
собностью, например, для ферментативных реак-
ций [1]. В частности, важно их применение для
создания биологически активных молекул, кото-
рые действуют на определенные белковые мише-
ни, ингибируют их, и при этом медленно разру-
шаются под действием других ферментов [2]. К
таким задачам относится создание антибиотиков,
не гидролизующихся или медленно гидролизую-
щихся β-лактамазами. Для определения реакци-
онной способности соединения требуется изуче-
ние механизма реакции. Комбинированный ме-
тод квантовой механики / молекулярной
механики (КМ/ММ) [3] позволяет решить эту за-
дачу на основании данных о полной энергии си-
стемы и вычисления констант скоростей элемен-
тарных стадий ферментативных реакций. К сожа-
лению, погрешность метода КМ/ММ [4],
связанная с ошибками расчета квантово-механи-

ческой, молекулярно-механической подсистем и
их взаимодействий, не позволяет достоверно ран-
жировать соединения со схожей реакционной
способностью. Для преодоления этого ограниче-
ния мы предлагаем использовать комбинацию
методов КМ/ММ и квантово-топологического
анализа электронной плотности (QTAIM –
“quantum theory of atoms in molecules” [5]), допол-
ненных анализом современных дескрипторов хи-
мического связывания [6, 7].

QTAIM изучает химическое связывание в
атомно-молекулярных системах в терминах кри-
тических точек (КТ) электронной плотности
(ЭП) и их характеристик [5]. Существует четыре
типа КТ, отвечающих элементам молекулярной
структуры: ядерные – локальные максимумы ЭП,
клеточные – локальные минимумы ЭП, цикличе-
ские – образованные замкнутыми циклами ато-
мов и имеющие два положительных значения гес-
сиана ЭП, и критические точки связи – седловые
точки с одним положительным собственным зна-
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чением гессиана ЭП вдоль межъядерного векто-
ра. Через каждую КТ-связь проходит связевый
путь, образованный двумя градиентными линия-
ми, начинающимися в данной седловой точке и
заканчивающиеся на ближайших локальных мак-
симумах (ядрах). Связевый путь отвечает мостику
ЭП между двумя соседними ядрами, максималь-
ному по отношению ко всем малым боковым сме-
щениям. Наличие КТ-связи (связевого пути)
между двумя атомами, в рамках QTAIM постули-
руется как признак наличия связывания между
этими атомами. Значения дескрипторов ЭП в
критической точке связи (электронная плотность
и ее лапласиан, плотности кинетической и потен-
циальной энергии электронов, эллиптичности
связи и др.) позволяют охарактеризовать каждое
межатомное взаимодействие и выявить его осо-
бенности [8–13].

Данная работа инициирована исследованиями
реакционной способности цефалоспориновых
соединений в активном центре L1 металло-β-
лактамазы (L1 MβL). В работе [14] предложен ме-
ханизм реакции гидролиза окрашенного субстра-
та цефалоспоринового ряда нитроцефина L1
MβL. Расчеты методом КМ/ММ в варианте
PBE0-D3/6-31G**/AMBER показали, что лими-
тирующей является стадия переноса протона, со-
провождающаяся образованием временной внут-
римолекулярной водородной связи O–H···N
(рис. 1). Дальнейшие теоретические исследова-
ния реакционной способности набора из 10 цефа-
лоспоринов [15, 16] проведены с применением
комбинированного подхода КМ/ММ и QTAIM
[17]. Анализ свойств критических точек связи в
сопоставлении с каталитическими свойствами

этих соединений показал, что каталитическая
константа непосредственно связана с силой внут-
римолекулярной водородной связи O–H···N.
Установлено, что более реакционноспособные
соединения обладают более слабой Н-связью, а
менее реакционноспособные соединения – силь-
ной [17].

Однако нерешенным остался вопрос о том,
как, без дорогостоящих КМ/ММ расчетов, опре-
делить какие заместители будут ускорять реак-
цию, а какие – замедлять. Если обратиться к экс-
периментальным данным по гидролизу цефало-
спориновых соединений в активном центре L1
MβL [15, 16], то можно найти пары субстратов, у
которых один из заместителей одинаков, а другой
различается. Например, для пар цефокситин и
цефуроксим, цефалоспорин C и цефотаксим за-
местители в тиазиновом кольце совпадают
(табл. 1). При этом в первой паре это приводит к
изменению константы скорости в 80 раз, а во вто-
рой паре – практически не влияет на гидролити-
ческую активность.

Цель данной работы – выбрать небольшие мо-
дельные системы, сохраняющие важные свойства
ферментативной системы: водородную связь
O‒H···N и координационную связь N···Zn2+, для
определения влияния заместителей на силу водо-
родной связи O–H···N. Один из факторов, кото-
рый может определять силу водородной связи –
донорная/акцепторная природа заместителей.
Для проверки этой гипотезы изучен набор цефа-
лоспориновых соединений, в которых проводи-
лось последовательное фторирование заместите-
лей и оценивалась сила водородной связи по ча-
стоте соответствующего валентного колебания.

Рис. 1. Схема реакции гидролиза цефалоспоринов L1 MβL и механизм лимитирующей стадии.
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МЕТОДИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ
Моделирование малых молекулярных комплексов

В качестве малых моделей выбраны молеку-
лярные кластеры, состоящие из цефалоспорино-
вых соединений с катионом Zn2+, координиро-
ванным двумя молекулами ДМСО (рис. 2). Дан-
ные комплексы структурно воспроизводят 3D
геометрию переходного состояния цефалоспори-
новых антибиотиков и соответствуют локальным
минимумам на поверхности потенциальной
энергии. Рассмотренный набор цефалоспорино-
вых соединений включает в себя базовое соеди-
нение и его фторированные аналоги (рис. 3).
Проводилось фторирование атома СL и метиль-
ной группы при атоме CR (рис. 2).

Все расчеты проводились в программном па-
кете Firefly [18] методом функционала плотности
в варианте PBE0-D3/6-31G** [19–21], аналогич-
ном описанию КМ подсистемы в КМ/ММ расче-
тах [17]. Локализация минимума ППЭ подтвер-
ждалась анализом частот нормальных колебаний
соответствующих систем.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Вычисленные геометрические и топологиче-

ские характеристики рассмотренных изолиро-
ванных комплексов представлены в табл. 2. Вне

зависимости от природы заместителей, связь O–
H···N характеризуется схожими расстояниями
H···N, O···N и углами O–H···N. В сравнении с ана-
логичной водородной связью в комплексах цефа-
лоспоринов (RH···N ≈ 1.9–2.0 Å), в модельных со-
единениях наблюдается ее заметное укорочение
(усиление). Для явного выявления особенностей
влияния заместителей на связь O–H···N в модель-
ных комплексах проведен анализ частот нормаль-
ных колебаний. Полоса валентных колебаний –
OH фрагмента карбоксильной группы, формиру-
ющего водородную связь O–H···N, лежит в обла-
сти 3000–3200 см–1. Это отвечает положению ха-
рактеристической полосы валентных колебаний
–OH фрагмента карбоксильной группы, вовле-
ченной в водородную связь (широкая полоса в
области 2500–3300 см–1) [22].

Сдвиг частоты валентных колебаний группы
X–H характеризует силу взаимодействия X–H···Y
[23], поэтому нами проанализированы положе-
ния частот OH валентных колебаний, , для
фторированных соединений (2)–(8), относитель-
но исходного комплекса (1). В случае значитель-
ной степени фторирования метильной группы
при атоме углерода CR (рис. 3 – соединения 4, 5,
8) наблюдается сдвиг в более высокочастотную
область. Это свидетельствует о тенденции к
ослаблению связи O–H···N в случае значительно-

−νO H

Таблица 1. Структуры переходных состояний антибиотиков цефалоспоринового ряда, рассмотренных в данной
работе

R1 R2 kcat, с–1

Цефокситин 1.1

Цефуроксим 80

Цефалоспорин C 62

Цефотаксим 66
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го повышения акцепторных свойств заместителя
при атоме углерода CR. Фторирование СL приво-
дит к обратному эффекту, т.е. усилению O–H···N
связи, выражающемуся в сдвиге  в область
более низких частот (табл. 3). Следует отдельно
отметить неоднозначный эффект слабого фтори-
рования заместителя при атоме CR, который про-
являет себя в усилении связи O–H···N.

Поскольку водородная связь O–H···N в ком-
плексах цефалоспорин – L1 MβL наблюдается в
переходном состоянии, смещение частоты ва-
лентного колебания  не может рассматри-
ваться как индикатор влияния заместителей в це-
фалоспориновом остове на силу связи O–H···N.
Для преодоления этого ограничения нами были
проанализированы зависимости соответствую-
щих частот от различных характеристик водород-
ной связи (рис. 4 и 5). Обычно изменение частоты
валентных колебаний группы X–H сопряжено с
изменением расстояния X···Y [24], однако, в слу-
чае систем с цефалоспориновым остовом более
показательным является расстояние H···Y
(рис. 4а). Необходимо отметить, что мы исполь-
зовали линейную аппроксимацию зависимостей
частоты от различных характеристик связи

−νO H

−νO H

O‒H···N [25, 26]. Это обусловлено относительно
небольшим изменением данных характеристик в
рассмотренных комплексах. В случае значитель-

Рис. 3. Структуры модельных соединений с цефало-
спориновым остовом и различными вариантами фто-
рирования атома углерода CL (2, 6, 7, 8) и метильной
группы при CR (3, 4, 5, 6, 7, 8).
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Таблица 2. Геометрические и топологические харак-
теристики водородной связи O–H···N в комплексах
модельных соединений 1–8, координированных од-
ним катионом цинка (см. рис. 3). ρb – электронная
плотность в критической точке связи H···N, ∇2ρb – ла-
пласиан электронной плотности

Ком-
плекс

RH···N, 
Å

RO···N, 
Å

Угол
(O–H···N), 

град.

ρb,
а.е.

∇2ρb, 
а.е.

1 1.715 2.660 155.5 0.055 0.109
2 1.699 2.642 154.2 0.058 0.111
3 1.691 2.637 155.2 0.058 0.114
4 1.717 2.652 153.9 0.054 0.113
5 1.724 2.656 153.6 0.053 0.111
6 1.680 2.624 154.0 0.059 0.114
7 1.683 2.631 153.4 0.058 0.114
8 1.715 2.642 152.2 0.054 0.112

Рис. 2. Структура комплекса модельного соединения
(1), координированного одним катионом цинка. В
системах (2)–(8) проводились замены атомов водоро-
да на атомы фтора у атома CL и метильной группы
при атоме СR. Внутримолекулярная водородная связь
O–H···N отмечена черной пунктирной линией, коор-
динационные связи иона Zn2+ отмечены серыми
пунктирными линиями. Атомы водорода, заменяе-
мые на атомы фтора выделены пунктирными окруж-
ностями.
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ных различий в силе связей, не исключена и не-
линейная (например) экспоненциальная зависи-
мость частоты валентных колебаний OH от дли-
ны водородной связи [24].

Значительную корреляцию с изменением ча-
стоты валентного колебания  показали зна-
чения ЭП (ρb), а также плотности потенциальной
и кинетической энергий электронов (νb и gb) в
КТ-связи H···N (рис. 5). Наличие корреляции

 со значениями ρb согласуется с данными о
зависимости энергий водородных связей различ-
ной силы от соответствующих значений ρb [27].
Корреляция плотностей потенциальной и кине-
тической энергий с валентными частотами 

−νO H

−νO H

−νO H

согласуется с моделью из работы [28]. Целесооб-
разность использования значений ρb, νb и gb (даже
при малом их изменении) как индикатора влия-
ния заместителей на силу связи O–H···N в ком-
плексах соединений цефалоспоринового типа до-
полнительно подтверждается наличием хорошей
корреляцией этих дескрипторов друг с другом
(рис. 6). При этом использование корреляции
ρb – νb в КТ-связи O–H···N является предпочти-
тельным, поскольку показывает лучшие стати-
стические параметры и демонстрирует согласие с
данными из частот валентных колебаний OH-
группы.

Изменение частоты валентного колебания
 демонстрирует еще один значимый эффект.

При введении акцепторного заместителя у атома
СL частота снижается вне зависимости от приро-
ды заместителя у атома CR (см. рис. 7). То есть при
наличии одинаковых заместителей у атома CR в
цефалоспориновом остове усиление связи
O‒H···N может быть ассоциировано с увеличени-
ем акцепторных свойств заместителя при СL.
Данный эффект позволяет интерпретировать из-
менения в значениях дескрипторов в КТ-связи
O–H···N для цефалоспоринов с одинаковыми за-
местителями при атоме CR (табл. 4). Так, цефок-
ситин и цефалоспорин C демонстрируют бóль-
шие значения ρb и |νb|, чем цефуроксим и цефо-
таксим, соответственно [17]. Это свидетельствует
о некотором усилении связи O–H···N для первой
пары антибиотиков по сравнению со второй.
Учитывая одинаковую природу заместителей у
цефокситина и цефуроксима, цефалоспорина C и
цефотаксима при атоме CR можно предполагать
больший акцепторный эффект заместителей при
атоме углерода СL.

−νO H

Таблица 3. Частота валентного колебания O–H, ,
в комплексах соединений 1–8 и сдвиг этой частоты от-
носительно значения для комплекса с соединением 1.
OH-группа участвует в формировании водородной
связи O–H···N

а) нумерация атомов представлена на рис. 3.

Соеди-
нение Заместителиа) RH···N, Å , 

см–1
, 

см–1

1 – 1.715 3097 –

2 СLFH 1.699 3037 –61

3 CR–CH2F 1.691 3060 –37

4 CR–CHF2 1.717 3150 53

5 CR–CF3 1.724 3172 75

6 СLFH, CR–CH2F 1.680 3007 –90

7 СLFH, CR–CHF2 1.683 3058 –39

8 СLFH, CR–CF3 1.715 3130 33

−νO H

−νO H −ΔνO H

Рис. 4. Зависимости значений расстояний H···N и O···N от частоты валентного колебания  для водородной связи
O–H···N в модельных комплексах. Линейная аппроксимация представлена черным цветом, темно-серым и светло-се-
рым обозначены границы доверительного интервала и интервала предсказания (p = 95%).
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Для более детального анализа природы заме-
стителей в цефалоспоринах требуется явное вы-
явление влияния окружения на связь O–H···N.
Для этого необходим поиск других дескрипторов
электронной плотности, что явится предметом
дальнейших исследований.

Таким образом, по результатам анализа мо-
дельных систем, схожих по своему геометриче-
скому строению с переходным состоянием лими-
тирующей стадии установлено, что природа
заместителей у углеродных атомов CR и СL суще-
ственно влияет на силу водородной связи
O‒H···N, определяющей каталитические пара-
метры цефалоспориновых соединений в актив-
ном центре L1 металло-β-лактамазы. Частоты ва-
лентных колебаний –OH находятся в широком
коридоре рассчитанных значений, 3000–3200 см–1.
Фторирование по атому CL приводит к ослабле-
нию водородной связи по отношению к нефтори-
рованному аналогу. Последовательное фториро-
вание метильной группы у атома CR не приводит
к монотонному изменению частоты валентного
колебания OH. Установление монотонной зави-
симости между силой водородной связи O–H···N
и электронодонорными/акцепторными свой-
ствами заместителей требует выборки, более ши-
рокой, чем использованные 8 модельных молеку-
лярных кластеров и расширение круга дескрип-
торов для более полного понимания механизмов
связывания в активном центре L1 металло-β-лак-
тамазы. Это позволит усилить выводы данной ра-
боты, расширить их на биологически активные
цефалоспориновые соединения и провести поис-
ки других возможных дескрипторов заместите-
лей, определяющих силу внутримолекулярной
водородной связи O–H···N.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке РНФ в рамках научного проекта № 18-
74-10056. Работа выполнена с использованием
оборудования Центра коллективного пользования
сверхвысокопроизводительными вычислительны-
ми ресурсами МГУ имени М.В. Ломоносова.

Рис. 5. Зависимости (а–в) значений электронной
плотности (ρb), плотностей потенциальной и кине-
тической энергий электронов (νb и gb) в критической
точке связи H···N от валентной частоты  для во-
дородной связи O–H···N в модельных комплексах.
Линии линейной аппроксимации представлены чер-
ным цветом, темно-серым и светло-серым обозначе-
ны границы доверительных интервалов и интервалов
предсказания (p = 95%).
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Таблица 4. Геометрические и топологические характеристики водородной связи O–H···N в переходных состоя-
ниях рассмотренных антибиотиков цефалоспоринового ряда (табл. 1)

Обозначения : ρb – электронная плотность в критической точке связи H···N, ∇2ρb – лапласиан электронной плотности, gb и
νb – плотности кинетической и потенциальной энергий соответственно.

Переходное состояние 
цефалоспорина

RH···N, Å RO···N, Å Угол (O–H···N), 
град.

ρb, а.е. ∇2ρb, а.е. gb, а.е. νb, а.е.

Цефокситин 1.913 2.618 125.2 0.037 0.093 0.026 –0.029
Цефуроксим 2.071 2.674 117.6 0.028 0.083 0.021 –0.022
Цефалоспорин C 1.993 2.693 125.6 0.032 0.081 0.022 –0.024
Цефокситин 2.068 2.699 120.1 0.028 0.079 0.021 –0.022
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