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настоящем мини-обзоре представлены собственные экспериментальные данные, полученные 
авторами в рамках цикла структурно-функциональных исследований бионанофотохрома 
бактериородопсина в течение последних 10 лет. Рассмотрены методы получения, свойства и 
взаимосвязь структура–спектральные параметры в нескольких сериях гибридных аналогов 

ретиноидов и аналогов бактериородопсина на их основе. 
This mini-review presents experimental data obtained by the authors in the context of a cycle of structural-

functional research on bionanophotochrome bacteriorhodopsin carried out during the past 10 years. We reviewed 
the synthetic routes and structure-spectral parameters-properties relationship for a number of series of hybrid 
retinoid analogs and bacteriorhodopsin analogs based on them. 
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Введение 
В течение последних 20 лет сформировалась 

новая междисциплинарная область науки, 
объединяющая ряд направлений фотохимии, 
биоорганической химии и физико-химической 
биологии и получившая название нанобио-
фотоника. Одной из ее основных задач является 
изучение молекулярных механизмов преобра-
зования световой энергии и связанных с этим 
фотохимических процессов и реакций в 
различных природных или модельных системах 
на молекулярном и субмолекулярном уровнях.  

Фундамент данного научного направления 
исследований в МИТХТ им. М.В. Ломоносова 
был заложен проф. Н.А. Преображенским в 50-
70-х годах, затем оно получило свое дальней-
шее развитие в 80-90-х годах прошлого века на 
кафедре биотехнологии МИТХТ в трудах его 
учеников профессора В.И. Швеца, профессора 
Е.Н. Звонковой, доцента Б.И. Мицнера и др. [1–
8]. Окончательно это направление науки было 
сформировано и оформлено в течение послед-
них 20 лет на кафедре биотехнологии и био-
нанотехнологии МИТХТ в работах группы 
проф. А.А. Ходонова [9–71] в сотрудничестве с 
рядом научных организаций (Институт биоорга-
нической химии им. академиков М.М. Шемякина и 
Ю.А. Овчинникова РАН, НИИ физико-химической 
биологии им. А.Н. Белозерского МГУ им. М.В. Ло-
моносова, Институт биохимической физики 
им. Н.М. Эмануэля РАН, Центр фотохимии РАН, 
Государственный НИИ генетики и селекции 
промышленных микроорганизмов и др.). 

Объектами исследования в этом цикле работ 
служили уникальные биологические молеку-
лярные преобразователи и конверторы энергии 
светового кванта в разнообразные виды хими-
ческого или физиологического ответа. Они 
представляют собой сложнейшие супрамолеку-
лярные системы, созданные природой в про-
цессе эволюции, и подразделяются на кова-
лентные (хромопротеины – ретиналь-содер-
жащие белки) и нековалентные (RAR и RXR – 
ядерные рецепторы ретиноевой кислоты, рети-
ноид-транспортные белки) комплексы ретино-
идов с макромолекулярными белковыми рецеп-
торами, в которых молекула ретиноида пред-
ставляет собой уникальную природную фото-
трансформирующую антенну с большим разно-
образием функций. Геометрия полиеновой цепи 
молекулы ретиноида служит определяющим 
фактором, детерминирующим вид физиологи-
ческого ответа в организме хозяина. 

Витамин А и его производные – ретиноиды 
(2–4) (рис. 1) характеризуются широким 
спектром физиологической и фармакологи-
ческой активности. Поскольку исходные 
производные ретиноидов нерастворимы в воде 
и в водных растворах, то по принятой 
классификации их относят к группе 
жирорастворимых витаминов. 

Центральное место по своей биологической 
значимости среди производных витамина А 
занимает ретиналь (3), который в виде опре-
деленных стереоизомеров (all-E-; 11Z-; 13Z-) 
формирует хромофорные группы большого 
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семейства ретиналь-содержащих белков, ответ-
ственных за ряд важнейших фотобиологических 
функций. Хромопротеины, относящиеся к это-
му семейству, осуществляют светозависимый 
транспорт ионов-протонов (бактериородопсин и 
галородопсин), процесс зрительной рецепции 

(родопсин), т.е. преобразуют энергию светового 
кванта в зрительный импульс в зрительных 
пигментах фоторецепторных клеток, ответст-
венны за фототаксис (сенсорные фобо- и про-
тородопсины, представленные в различных 
группах организмов) [2, 12, 61, 71, 73]. 

1

O
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4

CH2OH CO2H

 
Рис. 1. Основные представители природных ретиноидов: 2 – ретинол (витамин А);  
3 – ретиналь; 4 – ретиноевая кислота. 1 – β-каротин (предшественник витамина А). 

 

Ретиналь-содержащие белки. Основные пред-
ставители, особенности структуры и функции 
Ретиналь-содержащие белки имеют следу-

ющие общие особенности:  
1) по своей структуре они представляют 

собой мембранные белки, состоящие из 7 
трансмембранных тяжей; 

2) в состав хромофорной группы входит 
определенный изомер ретиналя (all-E- в пиг-
ментах микроорганизмов и 11Z- в зрительных 

пигментах), который соединен с -амино-
группой остатка лизина белка через прото-
нированную альдиминную связь; 

3) обладают общностью функциональной 
активности, связанной с преобразованием энер-
гии светового кванта в различные химические 
или физиологические ответы (светозависимый 
транспорт ионов, инициирование каскада 
зрительной трансдукции или фототаксис) 
(табл. 1). 

Таблица 1. Основные представители ретиналь-содержащих белков и их функции [2, 12]. 

Белок Хромофор Объект λмакс, нм Функция 

Зрительные 
пигменты палочек 

родопсины 

11Z-изомер 
ретиналя 

Бык 
Лягушка 
Осьминог 
Карась 

Насекомые 

498 
502 
475 
522 

345-610 

Фоторецепция 

Зрительные 
пигменты колбочек 
порфиропсины и  

иодопсины 

11Z-изомер 
ретиналя и его 
3,4-дидегидро- 
производного 

Цыпленок 562 

Фоторецепция 

Бактериородопсин 
(БР) 

all-E- и 13Z-
изомеры 
ретиналя 

Halobacterium  
salinarum 

558 
568 

Светозависимый 
транспорт H+-ионов 

Галородопсин 
all-E- и 13Z-
изомеры 
ретиналя 

H. salinarum 578 
Светозависимый 

транспорт Cl– -ионов 

Сенсорные 
родопсины 

all-E-изомеры 
ретиналя 

H. salinarum 587 
373 

Фототаксис 

Ретинохром 
all-E- и 13Z-
изомеры 
ретиналя 

Кальмар Todares 
pacificus 

496 Фотоизомеризация   
all-E-ретиналя в 11Z-
изомер ретиналя 

Фараонисродопсин 
Галородопсин 

all-E- и 13Z-
изомеры 
ретиналя 

Natronobacterium 
pharaonis 

590 
577 

Светозависимый 
транспорт Cl–-ионов 

Хламиродопсин 
all-E- и 13Z-
изомеры 
ретиналя 

Chlamydomonas 
reinhardtii 

501-505 
Фототаксис 



Вестник МИТХТ, 2011, т. 6, № 2 

17 

Бактериородопсин 
Бактериородопсин (БР) – наиболее хорошо 

изученный объект-бионаномишень среди дру-
гих ретиналь-содержащих белков. БР был вы-
делен в 1971 году Остерхельтом и Стокениусом 
из экстремально галофильной бактерии Halo-
bacterium salinarum (halobium) в виде пурпур-
ных мембран [2, 12, 72]. Он функционирует как 
светозависимый протонный насос; хромо-
фором БР является протонированный альдимин 
all-E-ретиналя с -аминогруппой остатка Lys216 
апобелка бактериоопсина (БО). Поглощая квант 
света, БР претерпевает цикл спектральных пере-
ходов, сопровождающихся изомеризацией и 
реизомеризацией полиеновой цепи хромофора с 
депротонированием и репротонированием его 
альдимина, причем в ходе фотоцикла проис-
ходят значительные конформационные изме-
нения белковой части молекулы БР, особенно 
на стадиях образования и релаксации ключе-
вого интермедиата М (макс 412 нм,  45.000  
М-1 см-1) и последующих интермедиатов его 
фотоцикла (рис. 2).  
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Рис. 2. Фотоцикл бактериородопсина. 

 

На свету исходное основное состояние (B-
state) характеризуется all-E-конфигурацией хро-
мофора (макс 570 нм,  63.000 М-1 см-1). В нача-
ле этого цикла наблюдается депротонирование 
альдимина и выброс протона с внешней сторо-
ны пурпурной мембраны в окружающую среду. 
Возврат молекулы в исходное состояние сопро-
вождается репротонированием альдимина, пог-
лощением Н+ с цитоплазматической стороны 
мембраны и изомеризацией полиеновой цепи. В 
результате, при каждом обороте фотохимичес-
кого цикла через мембрану переносится один 
протон. Таким образом, БР и его аналоги отно-
сятся к семейству бионанофотохромов, транс-
формирующих энергию кванта света в транс-
мембранный электрохимический градиент про-
тонов на пурпурной мембране клеток галобак-
терий. Первые работы по практическому приме-
нению препаратов БР и его аналогов (АБР) в 
различных областях техники и нанобиофо-
тоники были развернуты сразу после устано-
вления его функции в клетках галобактерий.  

Первые пионерские работы по возможности 
технического применения пленок БР и АБР как 

элементов оптической памяти были проведены 
в России совместными усилиями коллективов 
ученых Института биофизики РАН Пущино, 
Центра фотохимии РАН, кафедры биотехно-
логии и бионанотехнологии МИТХТ. В 1980-х 
годах была продемонстрирована эффективность 
и перспективность применения таких материа-
лов, названных «Биохром», в качестве фото-
хромных материалов и среды для голографи-
ческой записи. В последующие годы различ-
ными группами исследователей была показана 
реальная возможность применения получаемых 
препаратов БР, его аналогов и мутантов для 
создания опытных образцов, а в перспективе – 
промышленных образцов и прототипов опти-
ческих устройств и материалов для обработки и 
защиты информации.  

Уникальность данного белка – природной 
фотоуправляемой фотосинтетической системы 
– для нужд молекулярной нанобиофотоники 
определяется его следующими свойствами:  

1) БР – наиболее просто устроенный и 
необычайно стабильный протонный насос;  

2) доступен в больших количествах (прос-
тая, легко масштабируемая процедура выращи-
вания биомассы культуры H.  salinarum и 
выделения мембранных препаратов БР при 
достаточно низкой ее стоимости); 

3) стабилен к интенсивному освещению, 
действию кислорода, в широком диапазоне тем-
ператур (–196 ÷ 70°С), значений рН (0–11), 
концентраций солей, в водно-глицериновых 
средах;  

4) «первичный акт» после поглощения 
кванта света (В  J) – чрезвычайно быстрый 
процесс (10-12 с);  

5) высокое значение квантового выхода реак-
ции фотоизомеризации С13=С14-связи хромофора; 

6) наличие технологической возможности 
встраивания в полимерную матрицу различного 
состава для получения «сухих» пленок;  

7) наличие технологической возможности 
использования изменяющихся оптической или 
электрической компонент сигнала как в опти-
ческих, так и в электронных устройствах для 
практического применения.  

Хотя исследованием БР занимаются десятки 
лабораторий во всем мире, детальный молеку-
лярный механизм светозависимого транспорта 
протонов до сих пор еще не известен. 

Общий план проведения исследований в 
данной области на кафедре биотехнологии и 
бионанотехнологии МИТХТ им. М.В. Ломоно-
сова представлен ниже. 

 

Основные этапы исследований взаимосвязи  
структура–функция в ретиналь-содержащих 

белках [1–72] 
 

1. Моделирование пространственных ог-
раничений хромофорной полости БР с исполь-
зованием программ HyperСhem v. 8.0; опреде-
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ление критериев, позволяющих с высокой сте-
пенью вероятности прогнозировать результат 
взаимодействия аналога ретиналя с апобелком и 
свойства образующихся АБР. Создание двух баз 
данных, суммирующих свойства аналогов БР, 
содержащих или аналог ретиналя в качестве 
хромофора и/или несущих точечную замену 
аминокислотной последовательности в белко-
вой части. Проведение критического анализа и 
экспертной оценки взаимосвязи влияния стро-
ения хромофора и конкретных точечных мута-
ций на фотохимические свойства АБР. 

2. Оптимизация лабораторной технологии 
культивирования и выделения мембранных пре-
паратов бактериородопсина (БР) из различных 
штаммов H. salinarum (ET1001, D96N, JW-5). 
Наработка препаративных количеств образцов 
биомассы H. salinarum для получения препара-
тов пурпурных мембран.  

3. Разработка универсальных и эффектив-
ных синтетических приемов, методик и стра-
тегии создания молекулы ретиноида с заданной 
структурой. Синтез и наработка препаратов из-
бранных серий уже известных аналогов рети-
наля и дизайн молекул и разработка методов 
синтеза новых серий ретиноидов.  

4. Исследование процесса взаимодействия 
серий синтезированных аналогов ретиналя с БР из 
апомембран разных штаммов с образованием АБР с 
разнообразными спектральными свойствами.  

5. Комплексное исследование спектраль-
ных и кинетических фотохимических характе-
ристик аналогов ретиноидов и АБР в водных 
суспензиях. Исследование кинетики образова-
ния и релаксации основных интермедиатов (М-
типа) фотоцикла АБР в водной суспензии.  

Создание баз данных фотохимических 
свойств аналогов бактериородопсина (АБР) 

На основе результатов собственных иссле-
дований и литературных данных нами создана 
база данных 1 («Свойства АБР с модифици-
рованным хромофором»), суммирующая све-
дения о способности апобелка бактериоопсина 
(БО) к образованию ковалентных и некова-
лентных комплексов с различными полиено-
выми соединениями и об их фотохимических 
свойствах. Она включает перечисленные ниже 
структурные, спектральные и фотохимические 
параметры, а также другие сведения о продук-
тах взаимодействия более 350 полиеновых сое-
динений с апобелком БО. Основными дескрип-
торами являются: структура конкретного тести-
рованного изомера полиенового соединения; 
максимум поглощения (макс): исходного соеди-
нения, моделей (оснований Шиффа с н-бутил-
амином в определенном органическом раство-
рителе, в непротонированной и протониро-
ванной формах), нековалентного комплекса с 
апобелком, пигмента (адаптированных к свету и 

темноте форм); наличие и тип фотоцикла; 
эффективность протонного транспорта; изомер-
ный состав хромофора (соотношение all-E- и 
13Z-изомеров); «опсиновый» сдвиг; устойчи-
вость продуктов взаимодействия к гидроксил-
амину и all-E-ретиналю и прочие дополни-
тельные данные.  

Замена природного ретиналя его аналогами 
– один из основных и наиболее перспективных 
подходов к изучению хромофорного центра БР. 
Эта процедура позволяет варьировать как 
максимум поглощения основного состояния 
пигмента в широких пределах (412-830 нм, 
причем для пигментов с макс в интервале 460-
625 нм показано наличие фотоцикла), так и 
другие важные фотохимические параметры 
(квантовый выход, скорость распада М-интер-
медиата, эффективность протонного транс-
порта и др.). Проведенные нами критический 
анализ и экспертная оценка позволят в будущем 
в рамках определенных серий модификаций 
хромофора осуществлять прогнозирование фо-
тохимических параметров (особенно макс для 
новых пигментов на основе макс исходных 
полиеналей) и их структурных особенностей.  

Дополнительные изменения фотохимичес-
ких свойств БР могут быть достигнуты путем 
использования ряда подходов:  

1) замещением одного или нескольких 
аминокислотных остатков в определенных поло-
жениях молекулы БР методами сайт-специфич-
ного мутагенеза или генетической инженерии;  

2) замещением остатка природного рети-
наля на его различные аналоги; 

3) использованием физических воздейст-
вий различного рода (низких температур, 
электрических полей, изменение уровня влаж-
ности, рН и др.);  

4) сочетанием нескольких перечисленных 
выше методов.  

За прошедшее время был накоплен большой 
массив информации о свойствах около 150 
мутантов БР с единичными и множественными 
заменами аминокислот. Однако полученные 
результаты до сих пор не были системати-
зированы. По этой причине было необходимо 
провести сравнительный анализ опубликованных в 
литературе сведений по влиянию точечных замен 
аминокислотных остатков в молекуле БР на его 
свойства. Такой анализ позволил выделить области 
структуры белка, в которых замена амино-
кислотных остатков вызывает значительные 
изменения важнейших характеристик БР. 

В базе данных 2 («Свойства мутантов 
БР») нами собраны опубликованные в литера-
туре данные по влиянию точечных мутаций на 
следующие свойства и параметры мутантов БР: 
макс пигмента, наличие и тип световой адап-
тации, наличие и тип фотоцикла и эффек-
тивность протонного транспорта. Анализ этих 
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данных позволил выявить  мутации, которые 
значительно изменяют свойства БР: 

а) были выявлены те мутации, которые 
изменяют макс пигмента более чем на 10 нм. 
При выборе этого значения было учтено то, что 
в области 570 нм БР имеет достаточно широкую 
полосу поглощения (с полушириной около 70 
нм), в связи с этим точность определения 
положения максимума поглощения составляет 
1-2 нм. Кроме того, следует отметить, что макс 
пигмента изменяется почти при всех заменах 
аминокислот в результате небольших измене-
ний, вносимых ими в третичную структуру 
белка. В связи с этим, для отбора достаточно 
узкого ряда аминокислотных остатков, оказы-
вающих наиболее сильное влияние на поло-
жение максимума поглощения БР, и принято 
значение 10 нм. 

б) учитывая, что при световой адаптации 
дикого штамма БР сдвиг максимума погло-
щения составляет 10 нм, для анализа было 
принято считать, что световая адаптация не 
нарушена, если сдвиг максимума поглощения 
происходит более чем на 7 нм; 

в)  выявлены аминокислотные остатки, 
снижающие эффективность транспорта прото-
нов как минимум на один порядок; 

г) представлена выборка тех амино-
кислотных остатков, замена которых изменяет 
кинетику образования и распада М-интерме-
диата более чем в 5 раз (т. е. если среднее время 
соответствующего процесса изменяется по 
крайней мере в 5 раз). 

 

Моделирование пространственных  
ограничений хромофорной полости 

бактериородопсина (БР) 
 

В последние годы были достигнуты впечат-
ляющие успехи в кристаллографических иссле-
дованиях молекулы БР (файл 1С3W.pdb с разре-
шением 1.55 Å из Brookhaven Protein Data bank), и 
на основании полученных данных была пред-
ложена модель части канала светозависимого 
переноса протона через пурпурную мембрану 
[73]. Хромофорная группа расположена в 
полости, формируемой боковыми радикалами 
аминокислотных остатков ряда трансмембран-
ных -спиральных тяжей, и разделяет канал пере-
дачи протона на две части: цитоплазматическую и 
внеклеточную. Донором и акцептором протона 
служат карбоксильные остатки Asp96 и Asp85. С 
цитоплазматической стороны клеточной мембра-
ны канал формируется двумя молекулами воды 
(Н2О

501, Н2О
502) и следующими аминокислот-

ными остатками: (Asp96-СООН --- ОН-Thr46); 
(Thr46-С=О --- Н2О

502 --- О=С-Lys 216); (Ala215-
С=О --- Н2О

501 --- НN(индол)-Trp 182). С 
внешней стороны протонного канала в трехмер-
ной цепи межмолекулярных водородных связей 
участвуют семь молекул воды (Н2О

401-407), 

Asp85, Asp212, Thr89, Tyr185, Tyr57, Arg82, 
Glu194, Glu204 и Ser193. 

Нами было проведено исследование топо-
графии хромофорной полости БР с помощью 
пакета HyperChem v. 8.0 (HyperCub, США). 
Оценка производилась по пяти реперным 
точкам: С1- и С4-атомы триметилциклогексено-
вого кольца, С19- и С20-атомы метильных групп 
полиеновой цепи и N-атом основания Шиффа 
Lys216 хромофорной группы БР. Анализ 
данных показывает, что близлежащие к три-
метилциклогексеновому кольцу аминокислот-
ные остатки расположены на -спиральных 
тяжах C, D и Е. В районе триметилциклогек-
сенового кольца хромофорную полость форми-
руют следующие остатки аминокислот: Pro186, 
Ser141, Trp189, Trp138, Tyr185, Trp86, Tyr83, 
Thr142, Met118. Минимальное расстояние от 
атомов кислорода гидроксильных групп остат-
ков Ser141, Thr142 до С4-атома хромофора R 
составляет 3.14-3.50 Å. Результаты, полученные 
ранее в нашей лаборатории, позволяют утверж-
дать, что различные типы модификации три-
метилциклогексенового кольца хромофорной 
группы БР (замена его циклами различной при-
роды и размера или его удаление) не пре-
пятствуют образованию искусственных пигмен-
тов из БО и аналогов ретиналя такого рода. 
Этот факт подтверждают проведенные нами 
компьютерные оценки размеров хромофорной 
полости БР в районе триметилциклогек-
сенового кольца (7.5-10 Å). 

С другой стороны, в области полиеновой 
цепи и альдиминной связи белковое микро-
окружение накладывает жесткие стерические 
ограничения на структуру хромофора. Ранее 
нами было показано, что даже небольшое раз-
личие между двумя группами структур ана-
логов (1.5-2 Å) является критическим для 
образования искусственных пигментов из БО с 
10,12-этано- и 10,12-пропаноретиналем, а также 
БО с 20,14-этано- и 20,14-пропаноретиналем, 
соответственно [12].  

С помощью программы HyperСhem, v. 8.0 
проведены моделирование и компьютерные 
расчеты целевых структур молекул ряда поли-
еналей и их предшественников, поиск конфор-
мации с минимальной энергией. Оценка относи-
тельных размеров производилась путем супер-
позиции нескольких структур с учетом макси-
мального перекрывания по нескольким 
реперным точкам.  

Оптимизация лабораторной технологии 
культивирования и выделения мембранных 

препаратов БР из различных штаммов  
H. salinarum (ET1001, D96N, JW-5) 

Нами были проведены исследования по опти-
мизации методов культивирования и выделения 
биомассы культуры галофильного микроорганизма 
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H. salinarum (штаммы ЕТ1001, JW5, D96N).  
Отбор штаммов H. salinarum, использован-

ных для получения АБР, проводился на осно-
вании следующих требований, обусловленных 
технологической направленностью исследо-
вания: 1) простота выделения препаратов БР, не 
содержащих каротиноидов, поскольку их 
примеси мешают определению спектральных 
характеристик препаратов БР; 2) возможность 
уменьшения числа стадий процесса получения 
аналогов БР, поскольку необходимо было полу-
чить препаративные количества аналогов БР 
(100 мг и более); 3) значительно замедленная 
кинетика релаксации М-интермедиата фото-
цикла. В результате, с учетом приведенных 
выше ограничений, из набора доступных штам-

мов было выбрано три: ET1001, JW5 и D96N. 
Краткие характеристики этих штаммов, а также 
штамма 353П, использовавшегося ранее, при-
ведены в табл. 2.  

Для выбранных штаммов H. salinarum 
(ET1001, JW5, D96N) были подобраны условия 
культивирования (температура, освещенность, 
аэрация, время культивирования), позволяющие 
получать БР с высоким выходом. Выход БР с 
1 л культуры составил около 45 мг для штаммов 
ET1001 и D96N и 13-15 мг для штамма JW5, 
тогда как по литературным данным наилучший 
выход составляет 40-50 мг с 1 л культуры. 
Наработаны партии мембранных препаратов БР 
в препаративных количествах (до 10 г). 

 

Таблица 2. Характеристика штаммов H. salinarum.  

Штамм Бактериоопсин Ретиналь Каротиноиды 
Скорость релаксации  

М-интермедиата фотоцикла БР 

353П ++ + ++ Быстрая 

ET1001 ++ +  Быстрая 

JW5 + – – БР не синтезируется 

D96N ++ +  Медленная 

«++» – повышенное содержание; «+» – стандартный уровень штаммов дикого типа;  
«» – пониженное содержание; «–» – не синтезируется. 

 

Нами был проведен поиск условий для 
наиболее эффективного получения препаратов 
пурпурных мембран (ПМ), используемых для 
дальнейшего исследования. Хотя методы 
культивирования H. salinarum и получения ПМ 
достаточно подробно описаны в литературе, 
нам пришлось «адаптировать» их к реальным 

экспериментальным условиям. В результате 
этой части экспериментов было сделано 
несколько промежуточных наблюдений и 
выводов, позволивших в итоге получить препа-
раты ПМ с достаточно высоким выходом (до 50 
мг/л культуры) (рис. 3, табл. 3). 

 

   
Рис. 3. Сравнение кривых роста H. salinarum штаммов ET1001 (37С), JW5 (37С), D96N (34С). 

Обозначения: – оптическая плотность культуры при 650 нм, □ – накопление БР  
по оптической плотности супернатанта лизированных клеток при 570 нм. 

 

Таблица 3. Условия культивирования  
H. salinarum (скорость аэрации  

0.45 (л воздуха)/(л среды)/мин). 

Выход с 1 л культуры 
Штамм t,С 

Время, 
сут биомасса,  

г 
БР,  
мг 

ET1001 37 8 5 45 

JW5 37 10 3.2 13 (15*) 
D96N 34 10 5.5 47 

*При культивировании добавляли 3,4-дидегидроретиналь. 

Обесцвечивание пурпурных мембран осуще-
ствляли в соответствии со стандартной методикой: 
суспензию мембран с концентрацией белка около 
0.5 мг/мл в 1 М растворе гидроксиламина, рН 7.0, 
при температуре 7-12С освещали светом 2-х гало-
геновых ламп мощностью по 500 Вт, пропущен-
ным через тепловой фильтр (0.2% водный раствор 
сульфата меди, в круглодонной колбе объемом 
1 л), который одновременно обеспечивает фокуси-
ровку луча света на ячейке, содержащей суспензию 
мембран. Прохождение процесса контролировали 
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по уменьшению оптической плотности при 563 нм. 
В зависимости от концентрации белка время 
обесцвечивания составляло от 17 до 26 ч. Несмотря 
на то, что у БРD96N фотоцикл значительно замедлен, 
время его обесцвечивания практически не 
отличается от БР с природной аминокислотной 
последовательностью. 

Концентрацию «активного» БО в составе 
апомембран определяли по поглощению при 
568 нм после регенерации действием 1.5-го 

избытка all-E-ретиналя.  
Показано, что приготовленные в данных 

условиях препараты апомембран обладали 
достаточно воспроизводимыми характерис-
тиками. Так, степень встраивания ретиналя 
была практически одинакова для апомембран в 
независимых экспериментах, однако сам про-
цесс происходил медленнее, если увели-
чивалось время обесцвечивания ПМ (рис. 4). 
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Рис. 4. Реконструкция бактериородопсина. Спектры нормализованы по белковой полосе поглощения 
препаратов мембран до добавления ретиналя. А) Спектры препаратов. Б) Кривые встраивания  

all-E-ретиналя в апомембраны D96N, время обесцвечивания при получении  
апомембран составляет: – 17 ч,  – 21 ч, ▲ – 26 ч. 

 

Дизайн целевых структур молекул и 
разработка методов синтеза аналогов 

ретиналя 
 

В течение последних 25 лет на кафедре 
биотехнологии и бионанотехнологии МИТХТ 
им. М.В. Ломоносова развернуты системати-
ческие исследования в области нанобиофото-
ники, объектом которых являются новые гиб-
ридные материалы (ГАБР), получаемые на ос-
нове функционализированных молекул ретино-
идов, содержащих определенного типа репор-
терные группы (изотопные, электроно-плотные 
[18, 19], флуоресцентные, ионофорные [17, 18, 
24–37, 45, 48, 61] и фотохромные метки [30, 36, 
38–41, 43, 47, 49–58, 61, 62–68]), и их 
комплексов с бионаномишенью – апобелком 
бактериоопсином (БО) (схема 1).  

В ходе цикла проделанных работ были раз-
работаны новые эффективные методы получе-
ния ретиноидов различного строения, а также 
изучено влияние элементов их структуры на 
функционирование некоторых ретиноид-белко-
вых комплексов (БР и ядерных рецепторов 
ретиноевой кислоты). Основные направления 
модификации структуры молекулы ретиналя 
представлены на рис. 5. Изменения структуры 
молекулы ретиноида затрагивали: 1) конфигу-
рацию двойных связей; 2) триметилциклогексе-
новое кольцо, включая его замену на аромати-

ческое; 3) введение заместителей при С(13)-
атоме; 4) удлинение полиеновой цепи на два и 
пять атомов углерода; 5) закрепление E- или Z-
конфигурации путем введения в полиеновую 
цепь циклов различной природы и размеров; 6) 
введение тройной связи в С(11)-С(12) поло-
жение; 7) введение в различные положения 
молекулы репортерных групп различной при-
роды (спиновые, флуоресцентные, изотопные, 
электроно-плотные метки). 

Все известные синтетические методы могут 
быть условно разделены на две группы: 

а) стереоселективный синтез определенных 
изомеров ретиноидов;  

б) синтез наиболее доступного из изомеров 
или их смеси с последующей фото- или термо-
изомеризацией и выделением требуемого 
изомера из реакционной смеси при помощи 
препаративной ВЭЖХ.  

Основные методологические подходы и 
приемы дизайна и синтеза различных аналогов 
ретиналя ранее были достаточно подробно 
освещены в обзорах [2, 12] и ряде последующих 
публикаций [18, 22, 34, 43, 45, 54–56, 74]. 
Поэтому в рамках настоящего обзора мы огра-
ничимся лишь кратким описанием и крити-
ческим анализом использованных методов и 
схем получения аналогов ретиналя, разрабо-
танных впервые на кафедре биотехнологии и 
бионанотехнологии МИТХТ, а также анализом 
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полученных результатов по изучению свойств 
ГАБР. Таким образом, в настоящем обзоре мы 
представляем наши результаты цикла работ по 
изучению спектральных, ионофорных или фото-
хромных свойств нескольких серий гибридных 
ретиноидных молекул, у которых триметилцик-

логексеновое кольцо природного ретиноида 
заменено на сенсорное (краун-эфир) или фото-
хромное звено и находится в сопряжении с фор-
мильной группой через линкер – систему С=С-
двойных связей (полиеновую цепь) различной 
длины. 
 

Культивирование H. salinarum штаммов

ET1001 JW5D96N

Выделение пурпурных мембран

ET1001 D96N

Исследование быстрой кинетики оптических
 изменений АБР
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Выделение 
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JW5

Изучение стабильности 
и контроль состава 
препаратов АБР

Реконструкция АБР взаимодействием 
БО с аналогами ретиналя

ET1001 JW5D96N

Синтез аналогов
ретиналя

Определение параметров АБР, 
важных для оценки возможности
их технического применения 

 

Схема 1. Технологическая платформа создания новых материалов (ГАБР) для нанобиофотоники. 
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Рис. 5. Основные направления модификации структуры ретиналя. 
 

В качестве соответствующих ионофорных 
фрагментов мы использовали 4 серии моно-
бензопроизводных краун-эфиров и их дитиа-ана-
логов, различающихся размерами макрогетеро-
цикла – серии CR I-Va-d [17, 18, 24–37, 45, 48, 61]. 
Для определения влияния структуры макрогетеро-
цикла на спектральные свойства полиеналей нами 
был также осуществлен синтез модельных репер-

ных соединений CR I-Ve, содержащих 3,4-диме-
токсифенильное кольцо вместо макрогетероцикла.  

 Были синтезированы две серии фото-
хромных соединений в ряду спиропиранов SPR 
I-V и SPRN I-V, различающихся местом введе-
ния полиенового фрагмента в фотохромное 
звено. Нами был разработан и осуществлен 
синтез соответствующих производных, име-
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ющих полиеновую цепь различной длины либо 
в 6’-положении пиранового кольца (SPR I-V) 
[30, 39, 40, 43, 47, 49, 51–54, 57, 58, 62, 68, 71], 
либо по С5-атому индолинового фрагмента 
молекулы (SPRN I-V) [49, 51–53, 55, 57, 58, 61, 

62, 68, 71]. Также нами был разработан метод 
получения еще одной серии фотохромных 
ретиноидов на основе производных дитиенил-
этенов (DTE I-V) [38–40, 50–53, 56–58, 61, 62, 
68, 71]. (Схема 2). 

R O

(EtO)2P CN

O

NaH, THF

CN
R

DIBAH CHO
R

(EtO)2P CN

O

NaH, THF
R

CN
DIBAH

R
CHO

II III, 85-95% IV, 45-60%

V, 85-90% I, 40-50%

a b c

d e

O

O

S

O

O
S

Где

O

O

DTER

N O

SPR
R =

N O NO2

SPRN

R = CR

O

O
O

O

O
O

O
O

O
O

O

S
O

O
O

S

SS

FF
F

F

F

F

 
Схема 2. 

 

Для получения вышеупомянутых серий 
ионофорных и фотохромных производных рети-
ноидов нами было с успехом использована уни-
версальная синтетическая последовательность, 
изображенная на схеме 2, ключевой стадией 
которой является реакция олефинирования по 
Хорнеру–Эммонсу соответствующих карбони-
льных предшественников анионом С5-фосфо-
натного реагента, содержащего терминальную 
нитрильную группу. Последующая стадия вос-
становления полиеновых нитрилов при помощи 
диизобутилалюмогидрида при –100°С давала 
нам промежуточные или целевые гибридные 
полиенали, содержащие разное количество 
кратных связей в цепи сопряжения.  

Основным направлением последующих ис-
следований было изучение спектральных свойств 
и комплексообразования ионофоров, а также 
фотохромного поведения и спектрально-кине-
тических характеристик фотохромных гибридов 
ретиноидов.  

 
Спектральные свойства аналогов ретиналя 
Комплексообразование краун-содержащих 

гибридов ретиноидов CR I-Va-d  
с катионами металлов 

Процесс комплексообразования соединений 
CR I-Va-d в растворе ацетонитрила с катио-
нами различных металлов (схема 3) изучался 
спектрофотометрическим методом.  
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Схема 3. 

 
 
 

В электронных спектрах всех исследуемых 
соединений присутствуют две группы полос 
поглощения – одна в области 290-450 нм 

(длинноволновая полоса поглощения), обуслов-
ленная поглощением всего хромофора, вторая в 
коротковолновой области спектра (<240 нм), за 
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которую ответственны изолированные бензо-
краун-эфирный или 3,4-диметоксифенильный 
фрагменты. Спектры поглощения исследуемых 
краун-соединений с одинаковыми типами тер-
минальных групп, но с различным размером 
краун-цикла практически совпадают со спект-
рами соединений сравнения с диметокси-
фенильным фрагментом.  

Природа терминальной группы оказывает 
влияние на положение макс длинноволновой 
полосы поглощения винилогов краун-эфиров в 
соответствии с ее акцепторными свойствами. 
Так, положение макс в спектрах поглощения 
альдегидов оказываются сдвинутыми бато-
хромно, примерно на 9 и 17 нм по мере уве-
личения цепи, по сравнению со спектрами 
поглощения соединений с CN- и COОEt-кон-
цевыми группами с одинаковой длиной цепи 
сопряжения (рис. 6, 7). По мере удлинения цепи 
сопряжения в ряду соединений с CN- и COОEt-

группами в среднем наблюдается увеличение 
макс  на 19 и 40 нм соответственно.  

Добавление к растворам краун-эфиров CR 
I,III-Va,b перхлоратов различных металлов 
приводит, в отличие от модельных соединений 
CR I,III-Ve, к изменениям электронных спект-
ров поглощения. Например, на рис. 6, 7, 8А и в 
табл. 4 представлены параметры спектров по-
глощения соединений в присутствии различ-
ных катионов металлов. Видно, что при взаи-
модействии краун-эфира с ионами металлов 
перераспределяются интенсивности и сдвига-
ются максимумы длинноволновых полос пог-
лощения. Очевидно, что наблюдаемые измене-
ния обусловлены взаимодействием между кра-
ун-эфирным фрагментом молекулы и ионом 
металла (см. схему 3). Ионы металлов оказы-
вают качественно одинаковое влияние на иссле-
дуемые краун-соединения, приводя к гипсохром-
ному сдвигу длинноволновых полос поглощения.  
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Рис. 6. Спектры поглощения соединений CR I,III-Va в MeCN (A) и относительное изменение 

положения максимумов длинноволновых полос Δмакс (Δмакс = λML – λL) (Б) при введении в растворы 
солей металлов (cM/cL = 1000). 
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Рис. 7. Спектры поглощения соединений CR I,III-Vb в MeCN (A) и относительное изменение 
положения максимумов длинноволновых полос Δмакс (Δмакс = λML – λL) (Б) при введении в растворы 

солей металлов (cM/cL = 1000). 
 

Величина сдвига максимумов полос 
поглощения соединений CR I,III-Va,b при 
комплексообразовании зависит как от размера 
макроцикла, так и от размера и заряда катиона 

металла. Значение Δмакс для производных 15-
краун-5-эфиров CR I,III-Va уменьшалось в 
ряду Ca2+ > Mg2+  Ba2+ > La3+ > Na+ > Li+ > K+, а 
для аналогов 18-краун-6 CR I,III-Vb – в ряду 
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La3+ > Ca2+ > Ba2+ > K+ > Na+ > Mg2+  Li+ (рис. 6, 
7, 8А и табл. 4). Наблюдаемый при комплексо-
образовании гипсохромный сдвиг полос пог-
лощения обусловлен влиянием катиона металла 
на распределение -электронной плотности в 
цепи сопряжения молекул ионофоров CR I,III-
Va,b. В отличие от кислородсодержащих краун-
соединений, лиганды CR I,III-Vc,d, содержа-
щие в составе макроцикла атомы серы, не свя-

зывали катионы щелочных и щелочноземель-
ных металлов, поскольку дитиакраун-эфирные 
фрагменты практически не способны связывать 
ионы, обладающие низким сродством к серу-
содержащим лигандам. В то же время, при добав-
лении нитратов или перхлоратов серебра(I), рту-
ти и свинца(II) наблюдаются гипсохромные сдви-
ги длинноволновых полос поглощения, обуслов-
ленные образованием комплексов (рис. 8, табл. 5). 
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Рис. 8. Спектры поглощения соединений CR IVa (A) и CR IIId (Б) в MeCN без и в присутствии  
в растворах перхлоратов металлов (cM/cL = 1000). 

 

Таблица 4. Относительное изменение положения максимумов длинноволновых полос поглощения 
соединений CR I,III-Va,b Δмакс (Δмакс = λML – λL) в MeCN  

при введении в растворы солей металлов (cM/cL = 1000). 

 λмакс, нм (Δλмакс = λML – λL) 
Соеди-
нение Без 

металла 
Li+ K+ Na+ Mg2+ Ba2+ Ca2+ La3+ 

CR IIIa 340 330 
(-10) 

338 
(-2) 

330 
(-10) 

320 
(-20) 

326 
(-14) 

319 
(-21) 

321 
(-19) 

CR IVa 356 347 
(-9) 

353 
(-3) 

346 
(-9) 

335 
(-21) 

338 
(-18) 

333 
(-23) 

335 
(-21) 

CR Va 383 376 
(-7) 

382 
(-1) 

375 
(-8) 

369 
(-14) 

370 
(-13) 

368 
(-15) 

373 
(-10) 

CR Ia 400 393 
(-7) 

396 
(-4) 

391 
(-9) 

381 
     (-19) 

383 
(-17) 

382 
(-18) 

384 
(-16) 

CR IIIb 342 340 
(-2) 

335 
(-8) 

337 
(-5) 

339 
(-3) 

329 
(-13) 

329 
(-13) 

323 
(-19) 

CR IVb 359 356 
(-3) 

349 
(-10) 

350 
(-9) 

353 
(-6) 

342 
(-17) 

341 
(-18) 

336 
(-23) 

CR Vb 387 383 
(-4) 

386 
(-1) 

382 
(-5) 

383 
(-4) 

373 
(-14) 

372 
(-15) 

372 
(-15) 

CR Ib 400 398 
(-2) 

395 
(-5) 

398 
(-2) 

399 
(-1) 

388 
(-12) 

388 
(-12) 

386 
(-14) 

 

Таким образом, было установлено, что обра-
зование комплексов с катионами металлов наб-
людается только для краунсодержащих соеди-
нений и сопровождается изменениями в элек-
тронных спектрах поглощения. Это открывает 

хорошую перспективу для применения синтези-
рованного набора краун-соединений в качестве 
аналитических компонентов оптических сен-
соров, ион-селективных электродов и фото-
управляемых супрамолекулярных ансамблей. 
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Таблица 5. Относительное изменение положения максимумов длинноволновых полос поглощения 
соединений CR I,III-Vc,d Δмакс (Δмакс = λML – λL) в MeCN при введении  

в растворы солей металлов (cM/cL = 1000). 

макс, нм (Δмакс = λML – λL) 
Соединение Без 

металла 
Ag+ Hg2+ Pb2+ La3+ 

CR IIIc 339 
336 
(-3) 

329 
(-10) 

325 
(-14) 

340 
(-1) 

CR IVc 354 
349 
(-5) 

341 
(-13) 

338 
(-16) 

353 
(-1) 

CR Vc 379 
375 
(-4) 

372 
(-7) 

370 
(-9) 

379 
(0) 

CR Ic 396 
389 
(-7) 

388 
(-8) 

384 
(-12) 

396 
(0) 

CR IIId 341 
336 
(-5) 

331 
(-10) 

330 
(-11) 

341 
(0) 

CR IVd 359 
352 
(-7) 

346 
(-13) 

342 
(-17) 

357 
(-2) 

CR Vd 379 
375 
(-4) 

373 
(-6) 

371 
(-8) 

379 
(-1) 

CR Id 396 
393 
(-3) 

388 
(-8) 

386 
(-10) 

396 
(0) 

 
Спектральные свойства и кинетические характе-

ристики фотохромных аналогов ретиналя 
Одним из актуальных направлений иссле-

дований в cовременной нанобиофотонике явля-
ется изучение механизмов зрительной рецепции 
и структурно-функциональных взаимоотноше-
ний в молекулах ретиналь-содержащих белков 
путем создания модельных систем, имитиру-
ющих одну из особенностей строения центра 
связывания хромофора, и детальное комп-
лексное изучение и анализ их свойств [2, 12, 61, 
71]. Нами впервые были получены новые 
модельные фоточувствительные системы – 3 
серии соединений на основе гибридов молекул 
ретиноидов и фотохромов из классов спиро-
пиранов и дитиенилэтенов. Окончательный 
дизайн молекул целевых аналогов ретиналя был 
сделан на основе анализа результатов компью-
терного моделирования топографии хромо-

форной полости БР (файл PDB – 1C3W) в 
программах HyperChem 8.03 и Ligand-Protein 
Contacts (LPC) [75] и сопоставления с ними 
размеров выбранных структур полиеналей (SPR 
I-V, SPRN I-V, DTE I-V). В связи с чем нами 
были отработаны методы получения (см. схему 
2) и проведено изучение спектрального поведе-
ния новых моделей фоточувствительных 
систем, различающихся местом введения поли-
енового фрагмента в фотохромное звено.  

Фотохромные реакции в ряду спиропиранов и 
диарилэтенов представлены на схемах 4, 5. Надо 
отметить, что у последних отсутствует само-
произвольная термохимическая реакция обесцве-
чивания фотоиндуцированной формы, что делает 
фотохромы этого класса наиболее перспективными 
кандидатами для создания на их основе прототипов 
различных технических устройств, в частности, 
оптической памяти большой емкости. 
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Схема 4. 

 

Проведенные эксперименты показали, что у 
серии соединений SPR I-V, содержащих 
полиеновую цепь в 6’-положении пиранового 
кольца, с увеличением длины полиеновой цепи 
наблюдается процесс очень быстрой темновой 
терморелаксации, и времена жизни мероциа-
ниновых светоиндуцированных форм очень 
малы и могут быть зафиксированы только с 
помощью импульсной спектроскопии в микро-

секундном диапазоне. 
В то же время для соединений серии SPRN 

I-V, имеющих сильный акцепторный замести-
тель – нитрогруппу в 6’-положении пиранового 
кольца, наблюдается стабилизация времени 
жизни фотоиндуцированных форм, и поэтому 
регистрацию спектров поглощения и спект-
рально-кинетические исследования процессов 
фотоокрашивания и спонтанного обесцвечива-
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ния проводили при помощи спектрофотометра 
Ocean Optics, модель HR-2000+, в кварцевых 
кюветах толщиной 10 мм, путем облучения 
растворов светом лампы LC4 (Hamamatsu, 
Япония) через светофильтр УФС-2 при пере-
мешивании содержимого образца на магнитной 
мешалке. Результаты спектрально-кинетичес-
кого исследования синтезированных моделей 
фоточувствительных систем на основе спиро-
пиранов серий SPR I-V в метаноле и SPRN I-V 
в толуоле и в этаноле представлены на рис. 9–11 
и в табл. 6.  

В результате спектрально-кинетического 
исследования фотопревращений ряда новых 
полиеновых 6’-нитрозамещенных индолино-
вых спиропиранов SPRN I,III-V выявлен ряд 
особенностей их спектральных свойств и фото-
хромизма по сравнению с исходным формиль-

ным производным спиропирана SPRN II. Пока-
зана возможность регулирования спектральных 
характеристик спиропирановой формы путем 
изменения природы и длины полиеновых 
заместителей. 
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Рис. 9. Спектры поглощения спироформ 
соединений серии SPR I-V в MeOH, 25°С. 
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Рис. 10. Спектры поглощения спиропиранов серии SPRN I-V (С 10-5÷5×10-5 М) в толуоле  

до (A) и после освещения УФ-светом (Б). 
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Б 

Рис. 11. Спектры поглощения спиропиранов серии SPRN I-V (С 10-5÷5×10-5 М) в этаноле  
до (A) и после освещения УФ-светом (Б). 

 

Исходя из наблюдаемых спектральных раз-
личий предполагается, что в слабо полярном 
толуоле, в отличие от полярного этанола, воз-
можно фотоиндуцированное образование агре-
гатов мероцианиновой формы. Обнаружено 
снижение эффективности фотохромных превра-
щений и скорости темновой циклизации фото-

индуцированной мероцианиновой формы с 
увеличением длины полиенового заместителя 
при одновременном повышении устойчивости 
фотохромных спиропиранов к фотодеградации 
в полярном растворителе по сравнению с раст-
ворами в толуоле. 

 

Таблица 6. Спектрально-кинетические характеристики производных спиропиранов SPRN I-V  
в растворах в толуоле (А) и в этаноле (В). 
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Соеди-
нение 

Раство-
ритель 

λмакс
А, нм λмакс

В
, нм ΔDB

фот kВА
то, с-1 t1/2, с 

А 320 590 пл., 625 1.19 0.139 31 
SPRN II 

В 328 567 0.77 0.069 44

А 365 590 пл., 630 0.55 0.035 38 
SPRN III 

В 365 567 0.27 0.0065 **

A 377 590 пл., 630 0.45 0.039 35 
SPRN IV 

B 385 563 0.30 0.0036 **

A 407 590 пл., 630 0.16 0.033 70 
SPRN V 

B 405 567 0.099 0.0021 **

A 425 590 пл., 630 0.08 0.031 90 
SPRN I  

B 330, 433 563 0.104 0.0016 **

Обозначения: λмакс
А и λмакс

В – максимумы полос поглощения исходной и фотоиндуцированной форм, 
соответственно; ΔDВ

фот – максимальное фотоиндуцированное изменение оптической плотности в максимуме полосы 
поглощения фотоиндуцированной формы в состоянии фоторавновесия при одинаковой величине оптической плотности 
(D 0.8) в максимуме полосы поглощения исходной формы; kВА

то – константа скорости реакции темнового 
обесцвечивания; t1/2 – время, за которое максимальная величина фотоиндуцированной оптической плотности в 
максимуме полосы поглощения фотоиндуцированной формы снижается в 2 раза при непрерывном облучении 
нефильтрованным светом лампы Hamamatsu LC4. (**) – не наблюдалось за стандартное время опыта 10 мин. 

 
 

Из литературных данных известно, что 
дитиенилэтены в отличие от спиропиранов 
являются термически необратимыми фотохром-
ными соединениями, испытывающими только 
фотоиндуцированные взаимные превращения 
открытой (бесцветной) и циклизованной (окра-
шенной) форм (схема 5).  

Процесс фотоокрашивания этих соединений 
осуществляется под действием УФ-излучения, 
поглощаемого открытой формой. Для фото-
обесцвечивания используется видимое излу-
чение, спектральный состав которого опре-
деляется полосой поглощения циклической 
формы. 
 

1h

2h

SS

FF
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F

F

F
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F

F
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DTE opened DTE closed  
Схема 5. 

 
Результаты спектрально-кинетического ис-

следования синтезированных моделей хромо-
форных центров на основе дитиенилэтенов 
DTE I-V представлены на рис. 12–14 и в табл. 7. 
Для сравнения использовались спектрально-
кинетические данные, полученные для соеди-
нения моноформильного производного DTE II, 
использованного в качестве исходного реагента 
в синтезе. На рис. 12 представлены спектры 
поглощения открытой (рис. 12, кр. 1) и цикли-
ческой (кр. 2–7) форм этого соединения в про-
цессе непрерывного облучения УФ-светом 

(313 нм). Видно, что в процессе УФ-облучения 
коротковолновая полоса исчезает. Одновре-
менно появляется две новые полосы погло-
щения при 380 и 580 нм, обусловленные образо-
ванием циклизованной формы.  

Анализ соотношения констант фотоокра-
шивания и фотообесцвечивания показывает, что, 
в отличие от DTE II, соединения, содержащие 
полиеновый фрагмент, характеризуются более 
эффективной скоростью фотоокрашивания. Од-
нако она снижается с увеличением длины 
полиеновой  цепочки.   Из сравнения   данных  о  
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Рис. 12. Спектры поглощения соединения DTER II в толуоле до (1) и в процессе (2–7) облучения УФ-светом  
(313 нм) (А) и кинетика процессов фотоокрашивания и фотообесцвечивания, измеренные на длине волны 

максимума полосы поглощения фотоиндуцированной циклизованной формы диарилэтена (С 1.5×10-5 М) (Б). 
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Рис. 13. Спектры поглощения соединения DTER III в толуоле до (1) и в процессе (2–6) облучения УФ-светом 
(313 нм) (А) и кинетика процессов фотоокрашивания и фотообесцвечивания, измеренные на длине волны 

максимума полосы поглощения фотоиндуцированной циклизованной формы диарилэтена (С 1.5×10-5 М) (Б). 
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Рис. 14. Спектры поглощения соединения DTE I в толуоле (А) до (1) и в процессе (2-6) облучения УФ-светом (313 нм) 
и в этаноле (Б) до (1) и после (2) облучения УФ-светом (313 нм). 

 

фотодеградации (табл. 7) видно, что соединение 
с электронно-акцепторной СN-группой (DTE 
III) обладает наибольшей устойчивостью к 
необратимым фотопревращениям. Увеличение 
длины полиеновой цепочки приводит к повы-
шению эффективности фотодеградации. 

Таким образом, в результате сравнитель-
ного спектрально-кинетического исследования 

синтезированных моделей хромофорных цент-
ров на основе гибридов молекул ретиноида и 
фотохромов из класса дитиенилэтенов установ-
лена взаимосвязь между структурой соединений 
и их спектральными и кинетическими пара-
метрами. Показано, что все соединения класса 
дитиенилэтенов проявляют выраженные фото-
хромные свойства и являются термически 
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необратимыми. Было установлено, что введение 
в молекулу полиеновой цепи, сопряженной с 
диарилэтеновым фрагментом, приводит к бато-
хромному сдвигу спектра поглощения открытой 
формы по сравнению с исходным альдегидом 
DTE II. Для циклических изомеров положение 

максимума поглощения незначительно зависит 
от длины цепи сопряжения. Наилучшие 
кинетические характеристики процесса фото-
циклизации, а также низкая степень фотоде-
градации характерны для нитрила DTE III. 

 

Таблица 7. Спектрально-кинетические характеристики  
синтезированных дигетарилэтенов DTE I-IV. 

макс
A, нм макс

B, нм Соединение 

толуол этанол толуол этанол 

DB
a kAB/kBA

a t1/2, с
a 

DTE II 295 - 380, 580 - 0.4b 1.4 340 

DTE III 340 276, 338 585 576 0.2 7.8 660 

DTE IV 353 355 585 580 0.2 5.9 275 

DTE I 390, 400 390, 402 380, 553 392, 409, 579 0.5 2.6 240 
a в толуоле; b при 580 нм.  
Обозначения: λмакс

А и λмакс
В – максимумы полос поглощения открытой и циклической форм, 

соответственно; ΔDB – фотоиндуцированное изменение оптической плотности в максимуме полос 
поглощения циклической формы в видимой области спектра; kAB и kBA – константы скоростей 
фотоокрашивания и фотообесцвечивания; t1/2 – время необратимого снижения оптической плотности 
фотоиндуцированного поглощения в максимуме полосы поглощения циклической формы в 2 раза при 
непрерывном облучении нефильтрованным светом лампы ДРШ-250. 

 
Исследование взаимодействия аналогов 

ретиналя с апобелком в составе апомебран 

Было показано, что использованная проце-
дура обесцвечивания–реконструкции слабо 
влияет на кинетику образования и распада М-
интермедиата. При хранении образцов препа-
ратов БР в виде концентрированной водной сус-
пензии в течение 1 года практически не изменя-
ются и кинетические параметры его фото-
цикла, что было исследовано на примере 
штаммов ET1001 и D96N (рис. 15). Контроль-
ные измерения исходных препаратов БР (до 
обесцвечивания) штаммов ET1001, JW5 и D96N 
выявили присущую им разницу кинетик М-
подобного интермедиата (рис. 16). По своим 
кинетическим параметрам препараты БРЕТ1001 и 

БРJW5 достаточно близки. У БРJW5 отмечено 
несколько более быстрое образование и 
немного замедленный распад М-интермедиата 
по сравнению с БРЕТ1001. У БРD96N значительно 
замедлены кинетики как образования, так и 
распада М-подобного интермедиата [18, 23, 64]. 

АБР и контрольные образцы БР получали 
добавлением к суспензии апомембран в стан-
дартном буфере (100 мМ NaCl, 5 мМ MES, рН 
6.0) стехиометрических количеств all-E-ретиналя 
(3) и его аналогов. Скорости встраивания 
ретиналя в БО с природной последовательнос-
тью и мутантный D96N очень близки, как и 
максимумы поглощения полученных пигментов. 
Спектральные свойства препаратов АБР приве-
дены в табл. 8. 
 

 
A, отн. ед. 

А 

 
A, отн. ед. 

Б 

Рис. 15. Воспроизводимость кинетики М-интермедиата при хранении пурпурных мембран.  
А – штамм ЕТ1001; Б – штамм D96N. Хранение: 1 – 1 мес.; 2 – 10 мес. 
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Рис. 16. Сравнение кинетики М-интермедиата БР 
штаммов ЕТ1001, JW5 и D96N. 

 

Встраивание всех групп исследованных ана-
логов ретиналя в БО происходит по-разному. 
При взаимодействии аналогов CR Ia-e, содер-
жащих краун-эфирный фрагмент, с апомембра-
нами появлялся пигмент с максимумом погло-
щения в районе 495-500 нм, характерным для 
серии аналогов бактериородопсина, у которых 
триметилциклогексеновое кольцо в природном 
хромофоре заменено ароматическими циклами 
различной природы [1–5, 12]. Скорость образо-
вания пигмента АБР оказалась на порядок ниже 
скорости формирования пурпурного комплекса 
БР из all-E-ретиналя и БО. В течение 1 дня 
образование пигмента заканчивалось. В каче-

стве примера на рис. 17 показан процесс образо-
вания ГАБР из полиеналей CR Id (A) и CR IVb 
(Б) и БО. По спектральным параметрам пигмен-
ты, реконструированные из полиеналей с раз-
личной природой краун-эфирного цикла, 
практически идентичны. Исследование фото-
химических свойств краунированных АБР с 
помощью флэш-фотолиза показало наличие у 
них выраженного фотоцикла, сравнимого по 
эффективности с ароматическими АБР [17, 18, 
24–37, 45, 48]. Также было показано, что для 
полиеналей с укороченной полиеновой цепью, 
например CR IVb, возможно образование кова-
лентного комплекса с максимумом поглощения 
в районе 440-460 нм (рис. 17Б), в отличие от 
аналогов со сложноэфирной и нитрильными 
терминальными группами, не способных к 
образованию альдиминной связи. Подобное 
явление ранее наблюдалось также и для других 
ароматических аналогов ретиналя с укорочен-
ной полиеновой цепью. Для серий фотохром-
ных аналогов ретиналя SPR I,IV, SPRN I,IV, 
DTE I,IV процесс образования пигментов ГАБР 
протекал еще более замедленно: для производ-
ных спиропиранов SPR I,IV, SPRN I,IV время 
завершения образования ГАБР занимало от 3 до 
7 дней и около 10 дней для дитиенилэтенов 
DTE I,IV.  
 

Таблица 8. Спектральные характеристики целевых полиеналей и АБР на их основе. 

Соединение макс альдегида, 
нм 

макс АБР, нм 
Эффективность 
фотоцикла, % 

O

(3)  
381 558 100  

CR Ia 400 495 23 
CR Ib 400 495 23 
CR Ic 396 497 н.и. 
CR Id 396 497 н.и. 
CR Ie 402 500 32 

SPR IV 365 440 - 
SPR I 411 495 + 

SPRN IV 385 605 н.и. 
SPRN I 400 500 + 
DTE IV 355 430 - 

S S

F

FFF
F

F

O

 
DTE-I open 

402 510 н.и. 

S S

F

FFF
F

F

O

 
DTE-I closed 

392, 409, 579 

после 2 мес. 
инкубации 
пигмент не 
образуется 

- 
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Рис. 17. Спектрофотометрический контроль образования АБР из полиеналей CR Id (A) и CR IVb (Б) и 
апомембран из H. salinarum. Концентрация белка 2.03 мг/мл, 5 мМ MES, рН 6.0, 25ºС. 

 
При анализе полученных результатов 

необходимо отметить два особо интересных 
факта: 1) впервые за более чем 25-летнее время 
изучения факторов и условий, накладываемых 
белковой матрицей на структуру аналогов 
ретиналя (для всего массива из более 350 соеди-
нений), обнаружен и доказан факт реализации 
возможности светоуправляемого распознавания 
белковой матрицей пространственных ограни-
чений для одной и той же структуры аналога 
хромофорной группы (ср. данные табл. 8 для 
открытой и циклизованной форм полиеналя 
DTE I); 2) наблюдается аномальный бато-
хромный сдвиг (более 150 нм) в спектре погло-
щения пигмента из спиропирана с укороченной 
полиеновой цепью SPRN IV.  

Были получены первые предварительные 
данные фотоответов новых пигментов АБР на 
вспышку лазерного импульса ( 530 нм) на 
установке флеш-фотолиза, позволяющей осу-
ществлять исследования в микросекундном 
диапазоне времени. Было отмечено, что АБР, 
приготовленные из аналогов ретиналя серии 
SPRN I, способны в ответ на лазерный импульс 
в видимой области спектра обратимо генери-
ровать новые интермедиаты, отличные по 
своим спектральным и кинетическим парамет-
рам от интермедиатов фотореакций природного 
БР. 

Таким образом, была показана принци-
пиальная возможность получения ГАБР, 
содержащих ионофорный или фотохромные 
фрагменты в составе хромофорной группы и 
сохраняющих способность к циклическим 
фотохимическим превращениям. 

Заключение 

В результате сравнительного спектрально-
кинетического исследования синтезированных 
моделей фоточувствительных систем – четырех 
серий соединений на основе гибридов молекул 
ретиноидов с ионофорными или фотохромными 
фрагментами – установлена взаимосвязь между 
структурой соединений и их спектральными и 
кинетическими параметрами, а также комплекс-
но изучены процесс их взаимодействия с апо-
белком бактериоопсином и свойства образу-
ющихся продуктов реакции. 
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