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Исследованы спектрально-флюоресцентные характеристики 5-аминоурацила (5AU) и 6-аминоурацила
(6AU) в нейтральных и щелочных водных растворах. С помощью теории функционала плотности пока-
зано, что урацилы преимущественно диссоциируют по N(1)–H связи. Флуоресцентным (ФЛ) методом
определены константы кислотно-основного равновесия: рКа1(5AU) = 9.4, рКа1(6AU) = 8.95. Сделан вы-
вод, что ультракороткое время жизни возбужденных синглетов 5AU и 6AU препятствует измерению
константы кислотно-основного равновесия урацилов в электронно-возбужденном состоянии.
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ВВЕДЕНИЕ

С середины XX века известно, что природ-
ные урацилы, являющиеся компонентами нук-
леиновых кислот [1], принимают участие в их
репликации для передачи генетической ин-
формации. Однако воздействие различных
факторов (УФ-радиация, химические веще-
ства, вирусные инфекции и др.) может приво-
дить к нарушению в репликации ДНК, что за-
частую обусловлено образованием редких тау-

томерных форм нуклеиновых кислот [1], а
также их анионов [2].

В щелочных водных растворах производные
урацила выступают как слабые двухосновные
кислоты [3]. Диссоциация может происходить
как по N(1)–H, так и по N(3)–H связи урацилов
и зависит от природы заместителей в 5- и 6-поло-
жениях пиримидинового кольца [4]. Диссоциа-
цию по первой ступени с образованием анионов
AN1 и AN3 можно представить следующими рав-
новесиями:

Общеизвестно, что константа диссоциации
pKa1 является термодинамической характеристи-
кой этих равновесий. Для 5- и 6-замещенных
производных урацила величины pKa1 в водных
растворах при 298 К изменяются в широком ин-
тервале от pKa1 = 5.3 у 5-нитроурацила [5] до pKa1 =
= 9.8 у тимина [6].

На сегодняшний день, спектрофотометрическое
(СФ) и потенциометрическое титрование (ПТ) яв-
ляются наиболее используемыми методами экспе-
риментального определения pKa [7–9], наряду с
квантово-химическими методами расчета констант
диссоциации [9, 10]. Однако применение спектро-
фотометрии при определении pKa некоторых про-

N

N

O

O

H

H

R1

R2

N

N

O

O

H R1

R2

− H2O

AN1

12
3 4 5

6

N

N

O

O

R1

R2

H
AN3

+ OH

− H2O

+ OH

УДК 544.51:544.523.2:547.854.4

ФОТОНИКА



4

ХИМИЯ ВЫСОКИХ ЭНЕРГИЙ  том 57  № 1  2023

ОСТАХОВ и др.

изводных урацила ограничивается их низкой рас-
творимостью в водных растворах и относительно
малыми величинами коэффициентов молярной
экстинкции. В частности, исследуемые в настоя-
щей работе 5-аминоурацил (5AU) и 6-аминоурацил
(6AU) довольно плохо растворимы в воде: согласно
[11] предельная растворимость 5AU и 6AU при 25°C
составляет 0.0047 моль/л, в работе [12] для 6AU при-
ведено значение 0.006 моль/л. В этой связи возни-
кает необходимость поиска альтернативных мето-
дов исследования кислотно-основных равновесий
в урацилах, требующих меньших концентраций ис-
следуемого вещества в растворе.

Ранее, основываясь на значительном увеличе-
нии квантового выхода ϕ флюоресценции (ФЛ)
при переходе от молекулярной к анионной форме
5-фторурацила [13], нами был предложен высо-
кочувствительный спектрально-люминесцент-
ный метод определения pKa1, успешно апробиро-
ванный на ряде водных растворов пиримидино-
вых оснований [14].

Целью настоящей работы является сравни-
тельное спектрально-люминесцентное иссле-
дование кислотно-основных равновесий 5- и
6-аминоурацилов в водных растворах.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
6-Аминоурацил (873-83-6, “Реахим”) марки “ч”,

5-аминоурацил (932-52-5, “Реахим”) марки “хч”,
КОН (1310-58-3, “Реахим”) марки “хч” и соляную
кислоту 0.1 моль/л использовали без предвари-
тельной очистки. Спектрально-люминесцентные
измерения водных растворов 5AU и 6AU прово-
дили в интервалах рН 5.2–11.9 и 5.8–11.8 соответ-

ственно (298 K). Для определения рН использо-
вался рН-метр рН-150 МИ с комбинированным
стеклянным электродом ЭСК-10307. Калибровка
электродов проводилась с помощью стандартных
буферных растворов. Растворы исследуемых со-
единений получены в бидистилированной воде.

Электронные спектры поглощения записыва-
ли на спектрофотометре Shimadzu UV-1800.
Скорректированные спектры ФЛ регистрирова-
ли на спектрофлюориметре СМ-2203. Квантовые
выходы ϕ флюоресценции 5AU и 6AU определяли
по известной методике [15] с использованием
внешнего стандарта триптофана (Trp) по уравне-
нию:

(1)

где ϕi – квантовый выход ФЛ, ϕTrp – квантовый
выход ФЛ Trp (ϕTrp = 0.14, Н2О, pH 7.0, 298 K) [16],
Si и Ai – светосумма под полосой ФЛ и оптическая
плотность поглощения исследуемых растворов на
длине волны возбуждающего света λex, соответ-
ственно, STrp и ATrp – аналогично для триптофана.

Квантово-химические расчеты выполнены с
использованием программного пакета Gaussian 09,
Rev.C.01 [17]. Визуализацию и обработку молекул
осуществляли с использованием программы
ChemCraft [18]. Полная оптимизация геометри-
ческих параметров, расчет частот, учет специфи-
ческой сольватации и расчет энергии Гиббса вы-
полнены с применением теории функционала
плотности в приближении обменного TPSS τ-зави-
симого градиентно-скорректированного функцио-
нала [19]. Использовали базисный набор тройного
валентного расщепления, дополненный поляри-
зационными функциями d- и p-типа, а также на-
бором диффузных функций 6-311+G(d,p) [20].
Неспецифическую сольватацию в воде оценивали с
использованием поляризационно-континуальной
модели Томази (РСМ) [21].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
На рис. 1 представлены спектры ФЛ 6AU при

рН 6.5 и 11.8, приведенные к оптической плотно-
сти на длине волны возбуждающего света.

При увеличении рН растворов 6AU в интерва-
ле 5.8–11.8 спектральный состав и смещение мак-
симума ФЛ (λem = 392 нм) не регистрируется (рис. 1,
табл. 1). Квантовый выход ФЛ при рН 6.5 составля-
ет ϕ = 0.3 × 10–4 и соответствует данным [22]. В то же
время, при изменении рН наблюдается рост кван-
тового выхода ФЛ 0.3 × 10–4 (рН 6.5) до 1.1 × 10–4

(рН 11.8) (табл. 1). Ранее в работе [13] квантово-
химическим методом ядерно-независимых хими-
ческих сдвигов [23, 24] нами было показано, что
увеличение квантового выхода ФЛ анионов 5-фтор-
урацила по сравнению с его молекулярной формой
связано с ростом величины константы магнитного

Trp Trp Trp( ) )φ φ ,(i i iS A S A=

Рис. 1. Спектры ФЛ 6-аминоурацила при
рН 6.5 (1) и 11.8 (2). Условия: λex = 260 нм, с [6AU] =
= 5 × 10–5 моль/л, l = 1 см, 298 К.
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экранирования, соответствующей увеличению со-
пряжения в пиримидиновом цикле аниона.

Спектры ФЛ 5AU при рН 6.7 и 11.9 представле-
ны на рис. 2. Максимум ФЛ 5AU в нейтральных
водных растворах смещен в длинноволновую об-
ласть спектра (414 нм) по сравнению с 6AU и соот-
ветствует спектральному диапазону, приведенному
в работах [22, 25]. В отличие от 6AU, для 5AU при
увеличении рН среды наряду с ростом ϕ ФЛ реги-
стрируется сдвиг максимума ФЛ до 402 нм. По-ви-
димому, спектрально-люминесцентные характери-
стики 5AU и 6AU как в нейтральных [22, 25], так и в
щелочных водных растворах определяются зна-
чительными различиями в их временах жизни (τ)
люминесценции [22]. На основании TD-DFT
расчетов сделан вывод [22], что эти различия связа-
ны с различной пространственной конфигурацией
их молекул в электронно-возбужденном состоянии,
разница в величинах времен жизни ФЛ довольно су-
щественна: 6AU (τ < 10–13 с), 5AU (τ ≈ 10–12 с) [22].

Как было показано выше, смещение кислот-
но-основного равновесия в растворе как 6AU, так
и 5AU при изменении рН среды влияет на ϕ ФЛ
(табл. 1) и, таким образом, позволяет определить
их pKa1 в водных растворах.

Для 6AU константа кислотно-основного рав-
новесия, определенная графическим методом
[26] из зависимостей ϕ ФЛ от рН (рис. 3а) состав-
ляет 8.95. Значения pKa1 5AU определяли анало-
гично, из зависимости квантового выхода ϕ ФЛ

от рН среды (рис. 3в). Найдено, pKa1 = 9.4. Полу-
ченные величины в пределах погрешности изме-
рений совпадают с данными, полученными СФ и
ПТ методами, а также с теоретическими оценка-
ми pKa высокоуровневыми квантово-химически-
ми методами (табл. 2).

Диссоциация какой связи, N(1)–H или
N(3)‒H ответственна за наблюдаемые величины

Таблица 1. Спектральные характеристики 6АU и 5АU в водном растворе

Концентрация урацилов 5.0 × 10–5 моль/л, 298 К.

Соединение pH
УФ поглощение ФЛ

λabs, нм ε × 10–3, М–1 см–1 λem, нм ϕ × 104

6AU 6.5 263 15.5 392 0.3
11.8 265 11.9 392 1.1

5AU 6.7 290 5.5 414 1.4
11.9 290 4.3 402 5.1

Рис. 2. Спектры ФЛ 5-аминоурацила при рН
6.7 (1) и 11.9 (2). Условия: λex = 280 нм, с [5AU] =
= 5 × 10–5 моль/л, l = 1 см, 298 К.
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Таблица 2. Значения рКа1 5АU и 6AU (Н2О, 298 K)

6AU 5AU

pKa1 Метод определения pKa1 Метод определения

8.95 ФЛ (эта работа) 9.4 ФЛ (эта работа)
8.44 G3MP2B3+DFT [9] 9.77 G3MP2B3+DFT [9]
8.59 CBS-QB3 [9] 9.4 TPSS/ aug-cc-pVTZ [9]
8.7 СФ [27] 9.28 CBS-QB3 [9]
8.39 СФ [28] 9.68 ПТ [9]
8.69 СФ [29] 9.52 СФ [29]
8.85 СФ [30] 9.3 СФ [31]
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pKa1? Ответ на данный вопрос дает относительная
стабильность соответствующего аниона. В работе
[10] найдено, что AN1 5AU термодинамически ста-
бильнее AN3 всего на 2.4 кДж/моль, что соответ-
ствует содержанию анионов в водном растворе при
комнатной температуре в соотношении 0.72 : 0.28.
Сведения об относительной стабильности анио-
нов 6AU отсутствуют. Мы провели DFT расчеты
сольватных кластеров AN1 ⋅ 9H2O и AN3 ⋅ 9H2O
(рис. 4) и установили, что AN1 анион 6AU суще-
ственно стабильнее AN3, причем разница свобод-

ных энергий Гиббса анионов составляет 20.0
кДж/моль, т.е. в водном растворе 6AU присут-
ствует исключительно анион AN1.

Физическая природа наблюдаемых спектраль-
но-люминесцентных закономерностей достаточ-
но очевидна: при установлении кислотно-основ-
ного равновесия, положение которого определя-
ется pH среды, регистрируется интенсивность
ФЛ, зависящая от содержания в растворе урацила
и его ионизированной формы. Однако, наряду с
“обычным” кислотно-основным равновесием, в

Рис. 3. Зависимость ϕ ФЛ от рН водных растворов 6-аминоурацила (а) и 5-аминоурацила (б). Условия: 5 × 10–5 моль/л,
298 К; λex (6АU) = 260 нм, λex (5АU) = 280 нм.
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Рис. 4. Строение девятиводных комплексов анионов 6-аминоурацила. Расчет в приближении TPSSTPSS/6-311 +
+ G(d,p) + IEFPCM(SMD).
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электронно-возбужденном состоянии может
протекать депротонизация без потери энергии
возбуждения за время жизни ФЛ исследуемых со-

единений, характеризуемая величиной  [15].
Для ряда люминофоров – органических X–H
кислот (X = C или гетероатом) – определенные из
спектрально-люминесцентных измерений значе-

ния  оказались существенно ниже, чем pKa1 в
основном состоянии [32]. Разность между вели-

чинами pKa1 и  с хорошей степенью точности
пропорциональна разнице максимумов ФЛ кис-
лой и щелочной форм [15]. Для 6AU и 5AU эта
разница близка к нулю (рис. 1 и 2), что свидетель-
ствует о близости показателей кислотности ура-
цилов в основном и возбужденном состоянии и
ставит вопрос о природе исследуемого нами рав-
новесия. Для ответа на этот вопрос следует при-
нять во внимание, что, в отличие от большинства
органических люминофоров, времена жизни ФЛ
которых составляют τ = 10—8—10–9 с [15], для пи-
римидиновых оснований характерно ультрако-
роткое время жизни возбужденных состояний,
τ = 10–12–10–13 с [22, 33]. Таким образом, наиболее
вероятно, что ФЛ урацилов определяется сверх-
быстрыми процессами S1 → S0 конверсии, прева-
лирующими над скоростью фотодепротонизации
с сохранением возбуждения на анионе.

На основании полученных результатов, ФЛ
метод может быть предложен в качестве альтерна-
тивного СФ и ПТ титрованию при определении
констант рКа1 кислотно-основного равновесия ор-
ганических люминофоров (в частности, урацилов) с
ультракороткими временами жизни в электронно-
возбужденном состоянии (τ ≈ 10–12—10–13 с) в вод-
ных растворах.
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