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Аннотация

Цели. Изучить закономерности поведения морфолина и его триметилсилилпроизводного 
в реакциях с триметилсилилизоцианатом.
Методы. В исследовании использовались методы инфракрасной спектроскопии, спек-
троскопии ядерного магнитного резонанса и элементного анализа. 
Результаты. Установлено образование смеси таутомерных форм кремнийсодержащей 
мочевины: N-(триметилсилил)морфолин-4-карбоксамида и триметилсилилморфолин 
-4-карбоксимидоата.
Выводы. Установлено, что состав и строение образующихся продуктов определяется 
как наличием заместителя при атоме азота морфолина, так и типом используемого 
изоцианата. Показано, что, в отличие от триметилсилильного производного морфолина, 
сам морфолин взаимодействует с триметилсилилизоцианатом с образованием смеси 
таутомерных форм.

Ключевые слова: морфолин, триметилсилилизоцианат, кремнийсодержащие  
мочевины, таутомерия, амид-изоамидная таутомерия, N-(триметилсилил)морфолин- 
4-карбоксамид, триметилсилилморфолин-4-карбоксимидоат
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Behavior of morpholine and its trimethylsilyl derivative  
in reactions with trimethylsilyl isocyanate
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Alexey D. Kirilin1
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Abstract

Objectives. To study the patterns of behavior of morpholine and its trimethylsilyl derivative in 
reactions with trimethylsilyl isocyanate.
Methods. The study employed infrared and nuclear magnetic resonance spectroscopy, as well 
as elemental analysis.
Results. The formation of mixtures of tautomeric forms of silicon-containing urea—N-(trimethyl- 
silyl)morpholine-4-carboxamide and trimethylsilylmorpholine-4-carboximidoate—was established.
Conclusions. It is shown that the composition and structure of the resulting products are 
determined both by the presence of a morpholine substituent at the nitrogen atom and by the type 
of isocyanate used. Unlike the trimethylsilyl derivative of morpholine, morpholine itself reacts 
with trimethylsilyl isocyanate to form a mixture of tautomeric forms.

Keywords: morpholine, trimethylsilyl isocyanate, silicon-containing ureas, tautomerism, amide-
isoamide tautomerism, N-(trimethylsilyl)morpholine-4-carboxamide, trimethylsilylmorpholine- 
4-carboxyimidoate

For citation: Belova L.O., Golub N.A., Pletneva M.V., Kirilina N.I., Kirilin A.D. Behavior of morpholine and its 
trimethylsilyl derivative in reactions with trimethylsilyl isocyanate. Tonk. Khim. Tekhnol. = Fine Chem. Technol. 
2022;17(5):377–383 (Russ., Eng.). https://doi.org/10.32362/2410-6593-2022-17-5-377-383

ВВЕДЕНИЕ

Химия кремнийорганических производных 
морфолина стала изучаться во второй половине 
прошлого столетия. Данные соединения прояв-
ляют ценные как с практической, так и с теоре-
тической точки зрения, свойства, что определяет 
наличие устойчивого роста интереса исследовате-
лей в этой области химии [1–8]. Например, бла-
годаря своей полярности и высокой селективно-
сти они стали широко применяться в качестве 
растворителей, а также использоваться для син-
теза енаминов, которые являются синтонами для  

селективного алкилирования и ацилирования  
карбонильных соединений [8]. В работах [7, 9, 10] 
было показано, что 4-(триметилсилил)морфолин, 
подобно силиламинам, взаимодействует с органи-
ческими изоцианатами, при этом природа исход- 
ного изоцианата определяет возможность полу-
чения кремнийорганических или органических 
мочевин. Так, в результате реакции с н-бутил- 
изоцианатом была получена устойчивая моче-
вина, содержащая триметилсилильную группу 
[7], в то время как при использовании в данной  
реакции α-алкоксиалкилизоцианатов в качестве 
продуктов реакции первоначально также были  

mailto:pletneva@mirea.ru
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получены кремнийсодержащие мочевины, кото-
рые легко гидролизовались на воздухе, превра-
щаясь в устойчивые органические мочевины [9]. 
Следует отметить, что все эти исследования каса-
лись использования только органических изоци-
анатов или их аналогов – карбофункциональных 
кремнийорганических изоцианатов [10] (схема 1).

Установлено также, что 4-фенил-N-(триметил-
силил)-4-морфолинкарбоксамид 2 представляет  
собой соединение, гидролизующееся влагой воз-
духа, с течением времени превращающееся в  
органическую мочевину 2′ (схема 2).

В тоже время N-[3-(триметилсилил)пропил]- 
N-(триметилсилил)-4-морфолинкарбоксамид 3 
является гидролитически устойчивым соедине- 
нием. Однако, возможность использования в  

данном процессе кремнийфункционального изо-
цианата – триметилсилилизоцианатосилана до сих  
пор не изучалась. Учитывая доступность мор-
фолина [11], а также ограниченное количество  
каких-либо публикаций о возможности получе-
ния кремнийсодержащих мочевин на его основе,  
продолжение исследований в этой области химии 
является актуальной задачей.

Кроме того следует отметить, что при ис-
пользовании триметилсилилизоцианата в реакции 
с 4-(триметилсилил)морфолином [10] на первой  
стадии характер процесса не изменяется – обра-
зуется нестабильная триметилсилилмочевина 4, 
которая далее легко теряет триметилсилильную 
группу и превращается в триметилсилилморфолин- 
4-карбоксимидоат 6 (схема 3).

Схема 1. Реакции 4-(триметилсилил)морфолина с изоцианатами. 
Scheme 1. Reactions of 4-(trimethylsilyl)morpholine with isocyanates.

Схема 2. Схема превращения 4-фенил-N-(триметилсилил)-4-морфолинкарбоксамида 2 в органическую мочевину 2′.
Scheme 2. Scheme of 4-phenyl-N-(trimethylsilyl)-4-morpholinecarboxamide 2 conversion to organic urea 2′.

Схема 3. Реакция 4-(триметилсилил)морфолина с триметилсилилизоцианатом.
Scheme 3. Reaction of 4-(trimethylsilyl)morpholine with trimethylsilyl isocyanate.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Инфракрасный (ИК) спектр записан на  
спектрометре Nicolet 7600 (Thermo Fisher Scientific, 
США) в вазелиновом масле. Спектр ядерного 
магнитного резонанса (ЯМР) 1H регистрировали  
на приборе DRX400 (Bruker, Германия) с рабочей  
частотой 400.13 МГц в CDCl3. Химические  
сдвиги приведены по шкале δ (м.д.) относитель-
но тетраметилсилана как внутреннего стандарта.  
Спектр ЯМР 29Si регистрировали на при-
боре AVANCE AV-300 (Bruker, Германия) с  
рабочей частотой для кремния 59.64 МГц. Элемент-
ный анализ проведен на приборе FLASH EA 1112 
(Thermo Finnigan Italia S.p.A., Италия). Темпера- 
тура плавления Tпл. полученного соединения опре- 
делена на приборе анализатор элемент- 
ный BUCHI Melting PointB-540 (BUCHI, 
Швейцария).

Все исходные соединения перед употребле-
нием тщательно осушали и очищали перегонкой. 
Синтетические операции, выделение и отбор  
проб для анализа соединений проводили в атмос- 
фере сухого азота.

Триметилсилилморфолин-4-карбокси- 
мидоат (6) и N-(триметилсилил)- 

морфолин-4-карбоксамид (6ʹ). 
К 4.96 г (0.057 моль) морфолина (7) доба- 

вили 6.57 г (0.057 моль) триметилсилилизо- 
цианата. Реакционную массу выдерживали в тече- 
ние 25 мин. Затем вакуумировали при давле-
нии 1 мм рт. cт. в течение 1 ч. Получили 10.37 г 
(90%) соединения (6 и 6ʹ), Tпл. = 92.5–93.5 ℃.  
ИК-спектр, , см−1: 3365 (NH), 1666 (C=O),  
1609 (C=N). Спектр ЯМР 1Н, ẟ, м.д.: 0.03 с (9Н,  
SiMe3), 0.21 c (9H, Si(Ме)3), 2.84 т (4Н, CH2NCH2), 
3.34 к (4Н, CH2NCH2), 3.65 т (8H, CH2OCH2).  
Спектр ЯМР 29Si, ẟ, м.д.: 5.96 с, 7.34 с. Элементный 
анализ: Найдено, %: С 47.65; Н 8.85; N 13.91. 
C8H18O2N2Si; вычислено, % С 47.49; Н 8.97; N 13.85. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Продолжая эти исследования было установле-
но, что морфолин 7, также как и его триметилси-
лилпроизводное 1, взаимодействует с триметил-
силилизоцианатом без использования нагревания. 
Однако продуктом реакции является смесь тауто- 
мерных форм кремнийсодержащей мочевины – 
триметилсилилморфолин-4-карбоксимидоата 6 
(O-форма) и N-(триметилсилил)морфолин-4- 
карбоксамида 6ʹ (N-форма) (схема 4).

Доказательством наличия такой изомерии 
служат результаты физико-химических иссле- 
дований. В ИК-спектре соединений 6 и 6ʹ  
(рис. 1) зарегистрирована интенсивная полоса  
поглощения в области 3365 см−1, соответству- 
ющая колебаниям связи NH-группы; интенсив- 
ная полоса поглощения в области 1666 см−1,  
соответствующая колебаниям связи С=О-группы 
и интенсивная полоса поглощения в области  
1609 см−1, соответствующая колебаниям связи 
С=N-группы.

В 1Н ЯМР-спектре (рис. 2) зарегистрирова-
ны два сигнала протонов Me3Si-группы в области  
0.03 м.д. и 0.21 м.д., которые характерны для  
протонов триметилсилильной группы при атоме  
азота и протонов триметилсилильной груп-
пы при атоме кислорода соответственно. 
Зарегистрированы также сигналы протонов 
CH2N и CH2O групп морфолинового фрагмента в  
характерных для них областях. При этом наблю- 
дается удвоение сигналов протонов метилено-
вых групп при атоме азота в области 2.84 м.д.  
и 3.34 м.д. 

В 29Si ЯМР-спектре (рис. 3) также зарегистри-
рованы два сигнала кремния в области 5.96 м.д.  
и 7.34 м.д., соответствующие NSiMe3 и OSiMe3 
группам. 

Таким образом, отличие взаимодействия 
триметилсилилизоцианата с 4-(триметилсилил)- 
морфолином от его реакции с морфолином,  

Схема 4. Реакция морфолина с триметилсилилизоцианатом. 
Scheme 4. Reaction of morpholine with trimethylsilyl isocyanate.

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9B%D0%B0%D1%82%D0%B8%D0%BD%D1%81%D0%BA%D0%B0%D1%8F_%D0%B4%D0%B5%D0%BB%D1%8C%D1%82%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9B%D0%B0%D1%82%D0%B8%D0%BD%D1%81%D0%BA%D0%B0%D1%8F_%D0%B4%D0%B5%D0%BB%D1%8C%D1%82%D0%B0
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ззаключается в том, что во втором случае об-
разуется N-(триметилсилил)морфолин-4-кар-
боксамид, то есть триметилсилилмочевина, 
для которой реализуется образование смеси  

таутомерных форм (схема 5). Наличие такой 
амид-изоамидной таутомерии с участием  
Me3Si-группы для кремнийсодержащих мочевин 
допускал ранее и J.F. Klebe с соавторами [12].

Рис. 1. ИК-спектр триметилсилилморфолин-4-карбоксимидоата 6 и N-(триметилсилил)морфолин-4-карбоксамида 6ʹ.
Fig. 1. IR spectrum of trimethylsilylmorpholine-4-carboxyimidoate 6 and N-(trimethylsilyl)morpholine-4-carboxamide 6ʹ.

Рис. 2. 1Н ЯМР-спектр триметилсилилморфолин-4-карбоксимидоата 6  
и N-(триметилсилил)морфолин-4-карбоксамида 6ʹ.

Fig. 2. 1H NMR spectrum of trimethylsilylmorpholine-4-carboxyimidoate 6  
and N-(trimethylsilyl)morpholine-4-carboxamide 6ʹ.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Изучено поведение производных морфолина  
в реакциях с изоцианатами. Установлено, что  
состав и строение образующихся продуктов  
определяются как наличием заместителя при  
атоме азота морфолина, так и типом исполь- 
зуемого изоцианата. Показано, что в отличие  
от триметилсилильного производного морфо- 
лина, сам морфолин взаимодействует с триметил- 
илилизоцианатом с образованием смеси тауто- 
мерных форм.
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Рис. 3. 29Si ЯМР-спектр триметилсилилморфолин-4-карбоксимидоата 6 и N-(триметилсилил)морфолин-4-карбоксамида 6ʹ.
Fig. 3. 29Si NMR spectrum of trimethylsilylmorpholine-4-carboxyimidoate 6 and N-(trimethylsilyl)morpholine-4-carboxamide 6ʹ.

Схема 5. Амид-изоамидная таутомерия с участием Me3Si-группы для кремнийсодержащих мочевин.
Scheme 5. Amide-isoamide tautomerism involving the Me3Si group for silicon-containing ureas. 
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НАУЧНАЯ СТАТЬЯ

Действие противовирусных миРНК  
на выработку цитокинов in vitro
А.В. Пак1, Е.А. Пашков1,2,, Н.Д. Абрамова2, А.В. Поддубиков2, Ф.Г. Нагиева2, 
Е.А. Богданова1, Е.П. Пашков1, О.А. Свитич1,2, В.В. Зверев1,2

1Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова Минздрава 
России (Сеченовский Университет), Москва, 119991 Россия
2Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова Минздрава 
России, Москва, 105064 Россия
 Автор для переписки, e-mail: pashckov.j@yandex.ru

Аннотация

Цели. Оценить динамику уровня экспрессии генов IL-1β и IL-28β (IFN-λ3) в результате 
комплексного нокдауна некоторых клеточных генов, чьи продукты экспрессии играют 
важную роль в репродукции вируса гриппа.
Методы. Вируссодержащую жидкость и клеточный лизат отбирали в течение 3-х дней 
с момента трансфекции и заражения и оценивали интенсивность вирусной репродукции 
методами титрования по цитопатическому действию. Концентрацию вирусной рибо-
нуклеиновой кислоты (вРНК) и изменение экспрессии IL-1β и IL-28β (IFN-λ3) определяли 
методом обратной транскрипции и полимеразной цепной реакции в режиме реального 
времени (ОТ-ПЦР-РВ). Для вычисления статистически значимых различий между группа-
ми использовали непараметрический критерий Манна-Уитни.
Результаты. Использование каждого комплекса малых интерферирующих РНК (миРНК) 
приводило к снижению вирусной репродукции на 1-е сутки при множественности за-
ражения 0.001. Применение комплексов A (FLT4.2 + Nup98.1) и D (FLT4.2 + Nup98.1 + 
Nup205) приводило к снижению вирусного титра на 2.8 lgТЦД50/мл и на 2.1 lgТЦД50/мл 
относительно применения неспецифической миРНК L2 и вирусного контроля (р ≤ 0.05).  
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В результате трансфекции комплексов B (Nup98.1 + Nup205) и C (FLT4.2 + Nup205) вирусный 
титр также снижался на 1.5 lgТЦД50/мл и 1.8 lgТЦД50/мл соответственно относительно  
неспецифической миРНК L2 и вирусного контроля (р ≤ 0.05). При проведении ОТ-ПЦР-РВ  
также было отмечено достоверное уменьшение концентрации вРНК. При использовании  
комплексов B, C и D концентрация вРНК снижалась на 1-е сутки в 14.5, 4.1 и 15.0 раз соот- 
ветственно. На 2-е сутки в клетках с комплексами B и D наблюдалось уменьшение кон-
центрации вРНК в 17.1 и 18.3 раз (р ≤ 0.05). Наряду со снижением вирусного титра и вРНК 
наблюдалось повышение экспрессии генов IL-1β и IL-28β на 1-е сутки при использовании всех 
комплексов миРНК относительно неспецифического и вирусного контроля (р ≤ 0.05). На 
2-е сутки также наблюдалось повышение экспрессии в клетках с комплексами A и D, а на 
третьи – в клетках с комплексом D (р ≤0.05). 
Выводы. Исследование показало, что применение комплексов миРНК приводит к вы-
раженному противовирусному эффекту при одновременном подавлении активности 
клеточных генов (FLT4, Nup98 и Nup205). Параллельно с этим было выявлено, что при 
трансфекции комплексов, блокирующих образование продуктов экспрессии, необходимых 
для вирусной репродукции, повышается уровень экспрессии генов IL-1β и IL-28β. Данные 
результаты свидетельствуют о том, что используемые миРНК обладают не только 
противовирусной, но также и иммуномодулирующей активностью, что способствует 
более эффективному иммунному ответу организма.

Ключевые слова: РНК-интерференция, IL-1β, вирус гриппа А, IFN-λ3, экспрессия генов,  
миРНК, провоспалительные цитокины, IL-28β, вирусная РНК
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Effect of antiviral siRNAs on the production of cytokines in vitro
Anastasia V. Pak1, Evgeny A. Pashkov1,2,, Natalia D. Abramova2,  
Alexander V. Poddubikov2, Firaya G. Nagieva2, Ekaterina A. Bogdanova1,  
Evgeny P. Pashkov1, Oxana A. Svitich1,2, Vitaliy V. Zverev1,2

1I.M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, 119991 Russia 
2I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, 105064 Russia
Corresponding author, e-mail: pashckov.j@yandex.ru

Abstract

Objectives. To evaluate the dynamics of the expression level of IL-1β and IL-28β (IFN-λ3) genes 
as a result of complex knockdown of some cellular genes, whose expression products play an 
important role in the reproduction of the influenza virus.
Methods. Following the collection of virus-containing liquid and cell lysate within three days 
from the moment of transfection and infection, the intensity of viral reproduction was assessed 
using the cytopathic effect titration method. The concentration of viral ribonucleic acid (vRNA) 
and change in the expression of IL-1β and IL-28β (IFN-λ3) were determined by real-time reverse 
transcription quantitative polymerase chain reaction (real-time RT-qPCR). The nonparametric 
Mann–Whitney test was used to statistically calculate significant differences between groups.
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Results. The use of each small interfering ribonucleic acid (siRNA) complex led to a decrease 
in viral reproduction on the first day at the multiplicity of infection (MOI) of 0.001. The use of 
complex A (FLT4.2 + Nup98.1) and D (FLT4.2 + Nup98.1 + Nup205) led to a decrease in viral titer 
by 2.8 lgTCID50/mL and by 2.1 lgTCID50/mL relative to the use of nonspecific L2 siRNA and viral 
control (p ≤ 0.05). Transfection of complexes B (Nup98.1 + Nup205) and C (FLT4.2 + Nup205) also 
reduced the viral titer by 1.5 lgTCID50/mL and 1.8 lgTCID50/mL relative to nonspecific L2 siRNA 
and viral control (p ≤ 0.05). When conducting real-time RT-qPCR, a significant decrease in the 
concentration of viral RNA was also noted. When using complexes B, C, and D, the concentration 
of vRNA decreased on the first day by 14.5, 4.1, and 15 times, respectively. On the second 
day, a decrease in vRNA was observed in cells with B and D complexes by 17.1 and 18.3 times  
(p ≤ 0.05). Along with a decrease in the viral titer and vRNA, an increase in the expression of the 
IL-1β and IL-28β genes was observed on the first day when using all siRNA complexes relative 
to nonspecific and viral controls (p ≤ 0.05). On the second day, an increase was also observed in 
cells with A and D complexes, while on the third day, there was an increase in the expression of 
these genes in cells with complex D (p ≤ 0.05).
Conclusions. The use of siRNA complexes is shown to have a pronounced antiviral effect while 
simultaneously suppressing the activity of cellular genes (FLT4, Nup98 and Nup205). In parallel, 
the transfection of complexes that block the formation of expression products necessary for viral 
reproduction is demonstrated to lead to an increase in the level of expression of the IL-1β and 
IL-28β genes. These results indicate not only that the use of siRNA has antiviral activity, but also 
immunomodulatory activity, which can contribute to a more effective immune response of the 
body.

Keywords: RNA interference, IL-1β, influenza A virus, IFN-λ3, gene expression, siRNA,  
pro-inflammatory cytokines, IL-28β, viral RNA

For citation: Pak A.V., Pashkov E.A., Abramova N.D., Poddubikov A.V., Nagieva F.G., Bogdanova E.A., Pashkov E.P., 
Svitich O.A., Zverev V.V. Effect of antiviral siRNAs on the production of cytokines in vitro. Tonk. Khim. Tekhnol. = Fine Chem. 
Technol. 2022;17(5):384–393 (Russ., Eng.). https://doi.org/10.32362/2410-6593-2022-17-5-384-393

ВВЕДЕНИЕ

Данная статья продолжает исследования 
по созданию универсальной платформы для 
быстрой разработки экономически эффективных  
и безопасных средств терапии вирусных инфекций, 
начатые в 2021 г. группой ученых Научно-
исследовательского института вакцин и сывороток 
им. И.И. Мечникова (Россия) [1, 2]. 

Респираторные вирусные инфекции на 
сегодняшний день представляют из себя одну  
из наиболее глобальных мировых проблем, несу- 
щих тяжелые социальные и экономические 
последствия. Например, пандемия COVID-19,  
вызванная вирусом SARS-CoV-2, с 2019 г. унесла 

жизни более 6.3 млн человек во всем мире1,  
а гриппозная инфекция – почти 650000 жизней2 
только в 2021 г. Вирусные инфекции поражают  
не только респираторную, но и центральную 
нервную, мочеполовую, сердечно-сосудистую и 
иммунную системы, а также вызывают развитие 
бактериальных и грибковых осложнений [3–6]. 

Вирусы гриппа имеют белки, обладающие 
иммуномодулирующими свойствами и способные 
вызывать вторичные иммунодефициты. Среди 

1 https://coronavirus-graph.ru/mir, дата обращения 
20.06.2022. / Accessed June 20, 2022.

2 https://www.euro.who.int/ru/media-centre/events/
events/2021/10/flu-awareness-campaign-2021, дата обращения 
20.06.2022. / Accessed June 20, 2022.
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них наиболее изученным является белок NS-1 
(nonstructural protein-1). Одной из его основных 
функций является нарушение функционирования 
интерферон-опосредованных механизмов защи-
ты организма, из-за чего снижается выработка 
провоспалительных цитокинов – интерлейкинов, 
что приводит к недостаточности иммунного  
ответа [7]. 

На сегодняшний день существует ряд этио-
тропных, патогенетических, симптоматических 
и иммуномодулирующих препаратов, применяю- 
щихся для терапии гриппа. Однако достижение 
полного терапевтического эффекта от применения 
этих препаратов невозможно из-за появления 
новых резистентных форм вируса гриппа, разви- 
тия аллергических реакций на лекарственные 
препараты, необходимости индивидуального под-
бора препаратов [8–11]. Остается также открытым 
вопрос применения иммуномодулирующих препа-
ратов, поскольку эффект от их применения носит 
ограниченный характер, а в некоторых случаях 
способен повлечь за собой тяжелые последствия для 
самого пациента [12–14]. Использование противо-
гриппозных препаратов также имеет определенные 
ограничения [15]. Для преодоления этих проблем 
необходимы дизайн и разработка принципиально 
новых противовирусных препаратов. Одна из пер-
спективных технологий создания специфических 
антивирусных препаратов основана на механизме 
РНК-интерференции [16–18].

Ранее нами был показан выраженный противо- 
вирусный эффект от применения малых интерфе-
рирующих РНК (миРНК), направленных к одно-
му, двум и более клеточным генам одновремен-
но, чьи продукты экспрессии принимают важное 
участие в вирусной репродукции, однако не была 
выполнена оценка изменения экспрессии некото- 
рых провоспалительных цитокинов, играющих 
важную роль в формировании противовирусного 
иммунитета [1, 2, 19]. IL-1β принимает участие 
в усилении экспрессии генов MCP-1 и MCP-3 и 
функциональном созревании тканевых макрофагов 
и дендритных клеток [20, 21]. Это приводит к уси-
лению воспалительной реакции и активации эф-
фективной системы презентации антигена. IFN-λ3 
образуются раньше, чем интерфероны другого типа, 
и проявляют мощную защитную функцию на ран- 
ней стадии инфекции. Применение миРНК по 
отношению к клеточным генам, участвующим в 
процессе репродукции вируса гриппа, способно 
снижать вирусную активность in vitro и 
способствовать более эффективному иммунному 
ответу [18]. 

Исходя из вышесказанного, целью настоящего 
исследования является оценка динамики уровня 
экспрессии генов IL-1β и IL-28β (IFN-λ3) в результате 

комплексного нокдауна некоторых клеточных генов, 
чьи продукты экспрессии играют важную роль в 
репродукции вируса гриппа. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Подбор миРНК, олигонуклеотидов, последова-
тельности используемых миРНК, информация  
об используемом вирусе гриппа А/WSN/33 (H1N1), 
культурах клеток, методика оценки цитотоксич-
ности комплексов миРНК, методика трансфекции 
клеток миРНК с последующим заражением, ком- 
плексы миРНК, использованные в работе, мето-
дика титрования вируса по конечной точке 
цитопатического действия представлены в наших 
более ранних исследованиях [1, 2, 19]. Экспрессия 
генов IL-1β и IFN-λ3 исследовалась методом 
обратной транскрипции и полимеразной цепной 
реакции в режиме реального времени (ОТ-ПЦР-РВ).

Выявление вирусной РНК

Тотальную РНК выделяли из клеточного 
лизата набором ExtractRNA (Евроген, Россия). 
Для постановки реакции обратной транскрипции 
применяли набор реагентов «ОТ-1» (Синтол, 
Россия). Изменение концентрации вирусной РНК 
(вРНК) контролировали с помощью количествен-
ной ОТ-ПЦР-РВ с набором праймеров и зондов к 
М-гену вируса гриппа А [22]. Для оценки экспрессии 
IL-1β и IFN-λ3 использовали ОТ-ПЦР-РВ, а также 
2–∆∆Ct критерий оценки экспрессии.

Для ПЦР-РВ использовали набор реагентов  
в присутствии красителя EVA Green и референ-
сного красителя ROX (Синтол) и 2.5-кратную 
реакционную смесь для проведения ПЦР-РВ 
(Синтол). Рабочая концентрация праймеров и 
зондов составила 10 пмоль/мкл и 5 пмоль/мкл 
соответственно. Реакция ПЦР-РВ проводилась  
в амплификаторе ДТ-96 (ДНК-технология, 
Россия). Температурно-временной режим соста- 
вил 95 °С — 5 мин (1 цикл), 62 °С — 40 с,  
95 °С — 15 с (40 циклов). Праймеры и зонды 
синтезированы команией Синтол и предста- 
влены в [2]. 

Статистическая обработка данных

Статистическую значимость полученных резуль- 
татов определяли с помощью U-критерия Манна-
Уитни. Разница считалась достоверной при уровне 
статистической значимости 0.01 ≤ p ≤ 0.05. 
Показатели достоверности рассчитывались с исполь-
зованием ПО «Minitab»3. 

3 https://www.minitab.com/en-us/, дата обращения 
08.06.2022. / Accessed June 08, 2022.

https://www.minitab.com/en-us/
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Оценка цитотоксичности

Ранее подобные последовательности миРНК 
были использованы в исследовании по оценке 
противовирусного эффекта в отношении вируса гриппа. 
Подробные результаты оценки цитотоксичности 
представлены в работе [2].

Влияние комплексов миРНК на титр вируса

Для оценки эффективности противовирусного дей- 
ствия миРНК и снижения вирусной активности, 
на культуре клеток Madin-Darby Canine Kidney  
выполнялось титрование вируссодержащей жидко-
сти, отбиравшейся на 24, 48 и 72 ч с момента 
трансфекции комплексов миРНК в культуру кле- 
ток А549. В отличие от нашего предыдущего 
исследования [1], в настоящей работе множествен-
ность заражения (MOI) составила 0.001. Было 
установлено, что при данном MOI использование 
всех комплексов миРНК, направленных к клеточ-
ным генам, приводит к достоверному снижению 
вирусной репродукции на первые сутки после за-
ражения. Полученные данные показаны на рис. 1 

и свидетельствуют о способности миРНК снижать 
вирусную активность in vitro. При трансфекции 
комплекса A, направленного к генам FLT4 + Nup98, 
отмечалось достоверное снижение вирусного 
титра по сравнению с неспецифическим конт- 
ролем на 2.8 lgТЦД50/мл (р ≤ 0.05), а при транс- 
фекции комплекса Β (гены Nup98 + Nup205) –  
на 1.5 lgТЦД50/мл (р ≤ 0.05). Применение комплексов С 
(гены FLT4 + Nup205) и D (гены FLT4 + Nup98 + 
Nup205) приводило к достоверному снижению вирус- 
ного титра по сравнению с неспецифическим контро-
лем на 1.8 и на 2.1 lgТЦД50/мл соответственно (р ≤ 0.05).

Влияние миРНК на концентрацию вРНК

На рис. 2 показано изменение концентрации 
вРНК in vitro в результате трансфекции миРНК. 
Оценка изменения концентрации вРНК проводи-
лась с помощью ОТ-ПЦР-РВ. Отмечалось, что при  
MOI = 0.001 применение комплексов Β, С и D 
приводило к достоверному снижению вРНК на 
первые сутки по сравнению с неспецифическим 
контролем в 14.5, 4.1 и 15 раз соответственно  
(р ≤ 0.05). На вторые сутки снижение вРНК 
отмечалось при использовании комплексов Β и D в 
17.1 и 18.3 раза (р ≤ 0.05).

Рис. 1. Влияние комплексов миРНК  
(А: FLT4 + Nup98; Β: Nup98 + Nup205; C: FLT4.2 + Nup205; 

D: FLT4 + Nup98 + Nup205), направленных к генам 
FLT4, Nup98 и Nup205 на репродукцию вируса гриппа 

(р ≤ 0.05). IAV – influenza A virus. На оси ординат 
указано изменение титра вируса в lgТЦД50/мл.  

На оси абсцисс указаны комплексы миРНК.
Fig. 1. Influence of siRNAs complexes  

(А: FLT4 + Nup98; Β: Nup98 + Nup205; C: FLT4 + Nup205; 
D: FLT4 + Nup98 + Nup205) directed to the FLT4, Nup98, 

and Nup205 genes on the reproduction of the influenza 
virus (р ≤ 0.05). IAV—influenza A virus. The ordinate 

indicates the change in virus titer in lgTCD50/mL.  
The abscissa shows siRNA complexes.

Рис. 2. Влияние комплексов миРНК  
(А: FLT4 + Nup98; Β: Nup98 + Nup205; C: FLT4 + Nup205; 
D: FLT4 + Nup98 + Nup205) на концентрацию вРНК. 

(На графике данные приведены в log10, в тексте снижение 
указано в количестве раз) (р ≤ 0.05). IAV – influenza A virus. 
На оси ординат указано изменение количества вРНК  
в log10. На оси абсцисс указаны комплексы миРНК.

Fig. 2. Effect of siRNA complexes  
(А: FLT4 + Nup98; Β: Nup98 + Nup205; C: FLT4 + Nup205; 
D: FLT4 + Nup98 + Nup205) on the concentration of viral RNA. 

(On the graph, the data are given in log10, in the text the 
decrease is indicated in the number of times) (р ≤ 0.05). 

IAV—influenza A virus. The ordinate indicates the change 
for vRNA in log10. The abscissa shows siRNA complexes.
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Динамика экспрессии IL-1β и IFN-λ3
Оценка экспрессии IL-1β и IFN-λ3 выполнялась 

с помощью ОТ-ПЦР-РВ и критерия оценки 
экспрессии 2–∆∆Ct. На рис. 3 показаны результаты 
оценки экспрессии IL-1β. Было выявлено, что при 
MOI = 0.001 достоверное повышение экспрессии  
IL-1β на 18% относительно неспецифического 
контроля отмечалось на 1 сутки при использо-
вании комплекса А. При трансфекции комплексов 
Β, C и D также отмечалось достоверное повышение 
экспрессии IL-1β на 10, 17 и 25% соответственно 
(р ≤ 0.05). На вторые сутки уровень экспрессии 
IL-1β повысился в клетках, трансфицированных 
комплексами A и D на 118 и 90% (р ≤ 0.05) по 
сравнению с неспецифическим контролем, а  
также превысил уровень экспрессии в незаражен-
ных клетках на 45 и 17% соответственно. На 
третьи сутки повышение экспрессии IL-1β на 
47% отмечалось в клетках, трансфицированных 
комплексом D (р ≤ 0.05). На рис. 4 представлены 
данные об изменении экспрессии IFN-λ3 в тече- 
ние трех суток с момента трансфекции и зараже- 
ния. Достоверное повышение экспрессии относи-
тельно неспецифического контроля отмечалось  
лишь на вторые сутки при использовании комплек-
сов А и C на 10 и 24% соответственно (р ≤ 0.05).

ОБСУЖДЕНИЕ

Настоящая работа является исследованием  
по оценке влияния миРНК на индукцию выработ- 
ки IL-1β и IFN-λ3 и сопутствующего снижения  
вирусной активности. В исследовании была прове-
дена серия экспериментов по оценке изменения 
экспрессии уровня IL-1β и IFN-λ3 при подавлении 
экспрессии клеточных генов FLT4, Nup98 и 
Nup205, важных для репродукции вируса гриппа 
с помощью миРНК. Для оценки эффективности 
экспрессии уровня цитокинов и снижения вирус-
ной активности применялось два методических 
подхода, согласующихся между собой: титрова- 
ние вируса по цитопатическому действию и  
ОТ-ПЦР-РВ. Было показано, что примене-
ние миРНК приводит к выраженному противо-
вирусному эффекту, а также получены данные, 
свидетельствующие о взаимосвязи между сниже-
нием вирусного титра, изменением количества 
вРНК и повышению уровня IL-1β и IFN-λ3. 
Параллельно с этим, ранее были получены резуль-
таты о низкой цитотоксичности комплексов 
миРНК, не приводящей к существенным наруше- 
ниям жизнедеятельности клеток после нокдауна  
одного или нескольких генов [2]. 

Рис. 3. Влияние комплексов миРНК  
(А: FLT4 + Nup98; Β: Nup98 + Nup205; C: FLT4 + Nup205; 
D: FLT4 + Nup98 + Nup205) на изменение экспрессии 

IL-1β (р ≤ 0.05). IAV – influenza A virus. На оси ординат 
указано изменение уровня экспрессии IL-1β.  
На оси абсцисс указаны комплексы миРНК.

Fig. 3. Effect of siRNA complexes  
(A: FLT4 + Nup98; Β: Nup98 + Nup205; C: FLT4 + Nup205; 

D: FLT4 + Nup98 + Nup205) on changes in IL-1β  
expression (р ≤ 0.05). IAV—influenza A virus.  

The ordinate shows the change in the expression level  
of IL-1β. The abscissa shows siRNA complexes.

Рис. 4. Влияние комплексов миРНК  
(А: FLT4 + Nup98; Β: Nup98 + Nup205; C: FLT4 + Nup205; 

D: FLT4 + Nup98 + Nup205) на изменение экспрессии 
IFN-λ3 (р ≤ 0.05). IAV – influenza A virus.  

На оси ординат указано изменение уровня экспрессии 
IFN-λ3. На оси абсцисс указаны комплексы миРНК.

Fig. 4. Effect of siRNA complexes  
(A: FLT4 + Nup98; Β: Nup98 + Nup205; C: FLT4 + Nup205; 

D: FLT4 + Nup98 + Nup205) on changes in IFN-λ3  
expression (р ≤ 0.05). IAV—influenza A virus.  

The ordinate shows the change in the expression level  
of IFN-λ3. The abscissa shows siRNA complexes.
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Было установлено, что при титровании вируса 
по цитопатическому действию каждый комплекс 
миРНК приводил к снижению вирусной актив- 
ности на первые сутки после заражения. На рис. 1 
предоставлены данные о том, что при MOI = 0.001 
вирусный титр в клетках, обработанных комплек- 
сами А и D, снижался на 2.8 lgТЦД50/мл и на 
2.1 lgТЦД50/мл соответственно по отношению 
к неспецифической миРНК L2 (р ≤ 0.05). При 
трансфекции комплексов Β и C, снижение вирусно-
го титра составило 1.5 lgТЦД50/мл и 1.8 lgТЦД50/мл 
соответственно по сравнению с неспецифическим 
контролем L2 (р ≤ 0.05). 

По результатам ОТ-ПЦР-РВ отмечалось сни-
жение количества вРНК в обработанных комплек-
сами клетках по сравнению с неспецифическим и 
вирусным контролями. Использование комплексов 
Β, C и D привело к достоверному снижению вРНК 
на первые сутки по сравнению с миРНК siL2 в 14.5, 
4.1 и 15 раз соответственно (р ≤ 0.05). Снижение 
концентрации вРНК на вторые сутки отмечалось  
при использовании комплексов Β и D в 17.1 и  
18.3 раза соответственно (р ≤ 0.05). Вызывает  
интерес, что при использовании комплекса А не  
отмечалось снижения концентрации вРНК, одна-
ко наблюдалось выраженное снижение вирусного  
титра. Подобный результат связан, по всей види- 
мости, с тем, что используемая комбинация комп- 
лекса А, направленного к генам FLT4 и Nup98,  
приводила к частичному синтезу вРНК, однако  
сборка и выход вириона из клетки были ограниче-
ны, в то время как остальные комплексы, по всей 
видимости, полностью блокировали синтез вРНК,  
сборку и выход вириона. Схожие результаты отме- 
чаются в работе J. Piasecka с соавторами, где  
также проводится оценка противовирусного  
эффекта миРНК [23].

Оценка экспрессии IL-1β и IFN-λ3 выполнялась 
с помощью ОТ-ПЦР-РВ и критерия оценки 
экспрессии 2–∆∆Ct. На рис. 3 и 4 приведены данные 
о динамике экспрессии IL-1β и IFN-λ3 в течение 
трех суток с момента трансфекции и заражения. 
Наиболее эффективное повышение экспрессии  
IL-1β отмечается при использовании комплексов 
А и D. На первые и вторые сутки после трансфек- 
ции рост экспрессии составил 18/118% для комп-
лекса А и 25/90% для комплекса D соответственно 
по отношению к неспецифическому контролю L2  
(р ≤ 0.05), а также превысил уровень экспрессии  
в незараженных клетках на 45% и 17% на вторые 
сутки. На третьи сутки также отмечалась повы-
шенная экспрессия при использовании комп- 
лекса D на 47%. При использовании комплексов Β  
и C, нарастание экспрессии отмечалось лишь 
на первые сутки на 10% и 17% соответственно  
(р ≤ 0.05). При оценке увеличения уровня  

экспрессии IFN-λ3 рост отмечался лишь на 
вторые сутки при использовании комплексов А 
и С на 10% и 24% соответственно по отноше- 
нию к неспецифическому контролю (р ≤ 0.05).  
Такой результат неоднородного роста экспрес- 
сии IL-1β и IFN-λ3 связан, по всей видимости,  
с тем, что разные нуклеотидные последователь- 
ности миРНК могут по-разному индуцировать 
выработку провоспалительных цитокинов и 
интерферонов через Toll-подобные рецепторы. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящее время особо актуальным явля- 
ется вопрос экстренного создания лекарствен-
ных средств для профилактики и терапии высоко- 
контагиозных респираторных инфекций. Необхо-
димо, чтобы данные лекарственные вещества были 
безопасны, нетоксичны для пациента и имели  
низкий спектр противопоказаний. Параллельно  
с этим, важным их свойством должна быть способ-
ность оказывать терапевтический и профилактиче-
ский эффект несмотря на лекарственную устой-
чивость патогена. В настоящем исследовании 
приведены данные о том, что одновременный 
нокдаун нескольких клеточных генов, играющих 
важную роль в вирусной репродукции, посред- 
ством комплексов миРНК достоверно снижал 
вирусную активность гриппа in vitro. Наряду 
с этим отмечалось выраженное снижение 
вРНК и повышение уровня экспрессии IL-1β и 
IFN-λ3, несмотря на способность вируса гриппа 
оказывать иммуносупрессивное действие. 
Полученные результаты свидетельствуют о 
том, что использующиеся в работе миРНК обла- 
дают не только противовирусной активностью,  
но также и иммуномодулирующей активностью, 
что способствует более эффективному иммун-
ному ответу организма. Дополнительно данные 
результаты позволят разработать принципы 
быстрого проектирования и создания специфиче-
ских противовирусных средств, предназначен- 
ных для защиты от старых и новых патогенных 
вирусов, обеспечения противоэпидемической 
безопасности различных групп населения и 
эффективного ответа на возникновение пандемий и 
случаев биотерроризма.
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НАУЧНАЯ СТАТЬЯ

Тиолзависимые механизмы действия селеносодержащих  
препаратов и толилфлуанида на истечение электролитов  
и активность пероксидазы в растениях кукурузы (Zea mays L.)
П.А. Полубояринов1,, Н.И. Щетинина1, И.Я. Моисеева1, Н.И. Микуляк1,  
Н.А. Голубкина2, А.П. Каплун3

1Пензенский государственный университет, Пенза, 440026 Россия 
2Федеральный научный центр овощеводства, ВНИИССОК, Московская обл., 143086 Россия
3МИРЭА – Российский технологический университет (Институт тонких химических технологий 
им. М.В. Ломоносова), Москва, 119571 Россия
 Автор для переписки, e-mail: poluboyarinovpavel@yandex.ru

Аннотация

Цели. Неорганические и органические соединения селена, как и ряд других тиоловых ядов, 
активируют ферменты в клетках разных организмов, однако механизм индукции фер-
ментативной активности малоизучен, в связи с этим целью настоящей работы ста-
ло изучение механизма влияния соединений селена на индукцию активности фермента  
пероксидазы в тканях растений кукурузы.
Методы. Механизм блокирования сульфгидрильных групп (SH-групп) соединений селена 
исследовали на растениях кукурузы в сравнении с фунгицидом толилфлуанидом – клас-
сическим тиоловым ядом. Истечение электролитов определяли методом кондуктоме-
трии и капиллярного электрофореза, фракции белков по методу Ермакова–Дурыниной, 
их концентрацию по Брэдфорду, активность пероксидазы по методу Бояркина.
Результаты. Было установлено, что диацетофенонилселенид (ДАФС-25) взаимо-
действовал с SH-групами, как и фунгицид толилфуанид, который является классиче-
ским органическим тиоловым ядом. ДАФС-25 стимулирует истечение катионов калия  
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и аммония в 58 и 14 раз, а толилфлуанид в 4.4 и 1.5 раз в сравнении с контролем. Истече-
ние электролитов из клеток растений кукурузы приводит к увеличению концентрации 
общего белка и особенно альбуминов. Концентрация альбуминов с ДАФС-25 возрастала в 
2.4–4.5 раза, а с толилфлуанидом – в 2 раза. ДАФС-25 активировал фермент пероксидазу 
в корнях и надземной части кукурузы на 63% и 112%, а толилфлуанид на 73% и 63%, что 
говорит о схожем механизме их действия. L-цистеин снижает активность пероксида-
зы от действия ДАФС-25, т.е. снимает блокирование SH-групп. Слабее активируют пе-
роксидазу Na2SeO3 и L-селеноцистин, которые также взаимодействуют с SН-группами. 
Содержание селена в растениях кукурузы уменьшается при добавлении L-цистеина в 
раствор с ДАФС-25, что говорит о снижении его поступления в растения.
Выводы. Исследования показали, что селенсодержащие вещества взаимодействуют с 
SH-группами клеток растений кукурузы, усиливая истечение электролитов и повышая 
концентрацию белков в тканях, особенно альбуминов, а, следовательно, увеличивая ак-
тивность фермента пероксидазы.

Ключевые слова: диацетофенонилселенид, толилфлуанид, кукуруза, пероксидаза,  
электролиты, белки
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Thiol-dependent mechanisms of selenium-containing 
preparations and thiolylfluanide effect on electrolytes leaching 
and peroxidase activity in Zea mays L.
Pavel A. Poluboyarinov1,, Natalia V. Shchetinina1, Inessa Ya. Moiseeva1, 
Nadezhda I. Mikulyak1, Nadezhda A. Golubkina2, Alexander P. Kaplun3

1Penza State University, Penza, 440026 Russia
2Federal Scientific Center of Vegetable Production, VNIISSOK, Moscow oblast, 143072 Russia
3MIREA – Russian Technological University (M.V. Lomonosov Institute of Fine Chemical Technologies), 
Moscow, 119571 Russia
Corresponding author, e-mail: poluboyarinovpavel@yandex.ru 

Abstract 

Objectives. While organic and inorganic derivatives of selenium like thiol poisons are known 
to activate enzymes in cells of different organisms, the mechanism of enzyme activity induction 
is poorly studied. Therefore, the aim of the study was to investigate the effect of selenium 
compounds on peroxidase activity induction in maize tissues.
Methods. Mechanism of sulfhydryl groups blocking in selenium derivatives was studied on 
maize in comparison with fungicide tolylfluanid—a typical thiol poison. Electrolytes leakage 
was determined using conductometry and capillary electrophoresis, protein fractions—by the 
Ermakov–Durinina method, protein concentration—according to Bradford protein essay, and 
peroxidase activity—by the Boyarkin method.
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Results. Diacetophenolylselenide (DAPS-25) was shown to react with SH-groups similarly with 
tolylfluanid fungicide. DAPS-25 increased K+ and  leakage by 58 and 14 times, while 
appropriate increases for tolylfluanid were 4.4 and 1.5 times as compared to control. Increased 
total protein content—especially albumins—was due to electrolyte leakage from maize cells. 
DAPS-25 increased albumins concentration by 2.4–4.5 times, and tolylfluanid application by  
2 times. Similar increase of peroxidase activity in maize roots and sprouts as a result of  
DAPS-25 (by 63% and 112%) and tolylfluanid (by 73% and 63%) application indicates close 
mechanism of their effect. Under DAPS-25 loading L-cysteine decreases peroxidase activity, 
which records the removal of SH-groups blockage. A less intensive effect was registered 
for sodium selenite and L-selenocystin, also capable of reacting with SH-groups. L-cysteine 
supplementation to DAPS-25 solution decreases selenium concentration in maize, indicating 
the decrease of selenium bioavailability. 
Conclusions. The results indicated that selenium containing compounds react with SH-groups 
of maize cells increasing electrolytes leakage, protein content and especially albumins resulting 
in the increase of peroxidase activity.

Keywords: diacetophenonyl selenide, tolylfluanid, Zea mays, peroxidase, electrolytes, proteins

For citation: Poluboyarinov P.A., Shchetinina N.V., Moiseeva I.Ya., Mikulyak N.I., Golubkina N.A., Kaplun A.P.  
Thiol-dependent mechanisms of selenium-containing preparations and thiolylfluanide effect on electrolytes leaching and  
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ВВЕДЕНИЕ

В последние годы широко исследуются катали-
тические функции микроэлемента селена, форми-
рующего активные селенольные центры антиок-
сидантных ферментов и в первую очередь четырех 
селензависимых глутатионпероксидаз, селенсодер-
жащих пептидов и белков [1].

Неорганические соли селена (селенат и селе-
нит натрия) и органические соединения селена: 
эбселен, 2-фенилбензоселеназол-1,2-3(2н)-он)[2], 
селенопиран, 9-фенил-сим-нона-гидро-10-селена- 
антрацен1, диацетофенонилселенид (ДАФС-25), 
1,5-дифенил-3-селенапентадион-1,5 [3], (I), оказы-
вают активирующее действие на ряд ферментов: 
каталазу, пероксидазу, супероксиддисмутазу, глу-
татиопероксидазу у растений [4–7], бактерий [8],  

насекомых [9], ракообразных [10], сельскохозяйст- 
венных животных и птиц [11, 12]. Особо следует  
отметить, что из 27 органических соединений  
селена и их 16 серосодержащих аналогов наиболь- 
шую активность ферментов фазы II – хиноин- 
редуктазы (К.Ф. 1.6.5.5) и глутатион-S-трансферазы  
(К.Ф. 2.5.1.18) – индуцировали 9 селенсодержа-
щих соединений: диметилдиселенид, дибензил-
диселенид, дифенилдиселенид, бензилселенол, 
бензолселениновая кислота, эбселен, 2,5-дифенил-
селенофен, трифенилселенония хлорид, т.е. в ос-
новном те препараты, которые взаимодействуют с 
сульфгидрильными группами клеток гепатомы мы-
шей (Hepa-1c1c7) с образованием селеносульфид-
ных связей [13]. Однако механизмы метаболизма 
селенорганических ксенобиотиков в биологиче-
ских средах, их влияние на индукцию активности  
ферментов изучены недостаточно. Известно, что в 
высоких концентрациях неорганические соедине-
ния селена: селенит, селенат натрия, оксид селе-
на, действуют как тиоловые яды, блокируя сульф- 
гидрильные группы белков [14, 15]. К тиоло-
вым ядам также относят тяжелые металлы: ртуть,  
кадмий и свинец.

1 Блинохватов А.Ф. 9-R-сим-нонагидро-10-окса(халь-
когена) антрацены и соли 9-R-сим-октагидро-10-оксониа 
(халькогенониа) антрацена. Дис. докт. хим. наук. Саратов: 
СГУ; 1993. [Blinokhvatov A.F. 9-R-sim-nonahydro-10-oxa 
(chalcogen) anthracene and 9-R-sim-octahydro-10-oxonium 
(chalcogenonia) anthracene salts. Dr. Sci. Thesis (Chem.). 
Saratov: SGU; 1993.]

https://doi.org/10.32362/2410-6593-2022-17-5-394-409
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Существует взаимосвязь утечки электроли-
тов при повреждении мембран клеток корней  
пшеницы хлоридом ртути (HgCI2), увеличении  
концентрации малонового диальдегида (МДА)  
и активации каталазы, супероксиддисмутазы,  
пероксидазы, аскорбатпероксидазы [16]. В усло- 
виях стресса и засухи у растений рапса, обрабо-
танных селенитом натрия обнаружено увеличение  
активности каталазы и аскорбатпероксидазы, в отли-
чие от растений, не обработанных селеном, где уро-
вень активности ферментов ниже [17].

Метод ингибиторов широко используется для 
определения механизма действия различных пре-
паратов. Классическим тиоловым ядом является  
толилфлуанид (IV) (фунгицид Эупарена Мульти  
500 г/кг), не содержащий селен. Относительно  
механизмов действия известно, что он неспецифи- 
чески ингибирует биохимические процессы, в кото-
рых принимают участие ферменты и коферменты, 
содержащие сульфгидрильные группы, тиолсодер-
жащие клеточные компоненты [18]. Как и все ти-
оловые яды, он увеличивает водопроницаемость  
клеточных мембран, способствует «вытеканию»  
ионов калия из клетки [19].

Механизм повышения активности ферментов 
может быть обусловлен синтезом изоферментов  
de novo, изменением конформации молекулы  
фермента или простетической группы под воз-
действием ингибитора, или каталитическим дей-
ствием микроэлемента селена на селензависимые  
ферменты. Однако, ферменты антиоксидантной  
защиты (каталаза, пероксидаза, супероксиддисмутаза), 
утилизирующие пероксиды и свободные радикалы, 
к селензависимым ферментам не относятся. В боль-
шинстве научных исследований прослеживается 
взаимосвязь, между действием тиоловых ядов –  
ионов тяжелых металлов, селеновых препаратов –  
и индукцией активности разных ферментов. Это 
может быть связано с утечкой электролитов, т.е.  
модификацией ионных каналов, аквапоринов, и 
приводить к увеличению концентрации белка в био- 
массе, а, как следствие, увеличению активности  
ферментов.

В связи с вышеизложенным, целью исследо-
вания является изучение механизма влияния со- 
единений селена на индукцию активности фермента  
пероксидазы у проростков кукурузы (Zea mays L.).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реактивы и приборы. В работе исполь- 
зовали реактивы: пероксид водорода 30%,  
бензидин, L-цистеина гидрохлорид, ацетон (Вектон, 
Россия), ДАФС-25 (Сульфат, Россия), толилфлуанид 
– фунгицид «Эупарен Мульти» (BASF, Германия).  

Селенорганический ксенобиотик – ДАФС-25 и  
толилфлуанид растворяли в ацетоне и добавляли  
в раствор Кнопа2. Селенит натрия и L-селеноцистин 
растворяли в 0.1 М НСI (Вектон, Россия). В кон-
трольные варианты были добавлены раствори- 
тели – ацетон (х.ч.) и соляная кислота (х.ч.) (Вектон, 
Россия).

Определение электропроводности дистил- 
лированной воды и растворов, проводили на кон- 
дуктометре «Эксперт-002-2-6» (АналитПромПрибор,  
Россия) по ГОСТ 6709-723.

Определение неорганических катионов в воде 
проводили по методике М 01-31-20114, используя  
систему капиллярного электрофореза Капель 105М 
(ГК «ЛЮМЭКС», Россия).

Активность пероксидазы определяли, используя 
фотометр КФК-3 (ЗОМЗ, Россия).

Изучение анатомии клеток корней кукуру-
зы проводили под микроскопом Levenhuk D320L  
(Левенгук, Россия).

Проращивание семян кукурузы. Семена кукуру-
зы (Zea mays L.) сорта «Краснодарский 291 АМВ»  
(Гавриш, Россия) и «Утренняя песня» (Гавриш,  
Россия) проращивали в течение 3 суток в термо- 
стате при температуре 25–26 °С [20]. Для опытов 
использовали проростки с длиной корней 1–2 см. 
Корни контрольных проростков погружали в рас- 
твор Кнопа или дистиллированную воду через пер-
форированную пластиковую пластину, а опытных –  
в раствор с добавлением препаратов. Корни про- 
ростков находились в растворе Кнопа или дистил-
лированной воде в течение всего времени опыта  
(3 суток). 

Для определения фракций белков (альбуми- 
нов, глобулинов, проламинов и глютелинов) и актив-
ности пероксидазы неотделенные корни кукурузы 
погружали в растворы Кнопа, содержащие селен-
содержащие препараты и толилфлуанид в разных 
концентрациях на 3 суток. Затем проростки разде- 
ляли на корни и надземную часть (далее пророст- 
ки), измельчали, растирали и центрифугировали. 
Белки экстрагировали по методу Ермакова–Дуры-
ниной [21]. Содержание отдельных фракций белков 
определяли по методу Брэдфорда [22]. Контролем  

2  Чесноков В.А., Базырина Е.Н., Бушуева Т.М., Ильин-
ская Н.Л. Выращивание растений без почвы. Ленинград: 
Издательство Ленинградского университета; 1960. 170 с. 
[Chesnokov V.A., Bazyrina E.N., Bushueva T.M., Il’inskaya 
N.L. Growing plants without soil. Leningrad: Izd. Leningrad. 
Univ.; 1960. 170 p.]

3 ГОСТ 6709-72. Межгосударственный стан-
дарт. Вода дистиллированная. Технические  
условия. М.: Стандартинформ; 2010. [GOST 6709-72. 
Interstate Standard. Distilled water. Specifications. Moscow: 
Standartinform; 2010.]

4 https://www.lumex.ru/complete_solutions/11ar03_01_02_1.
php. Дата обращения: 18.04.2020.  /  Accessed April 18, 2020.

https://www.lumex.ru/complete_solutions/11ar03_01_02_1.php
https://www.lumex.ru/complete_solutions/11ar03_01_02_1.php


Тиолзависимые механизмы действия селеносодержащих препаратов ...

398
Tonkie Khimicheskie Tekhnologii = Fine Chemical Technologies. 2022;17(5):394–409

служили проростки кукурузы, корни которых  
находились в растворе Кнопа без добавления пре- 
паратов.

Активность пероксидазы определяли по методу 
Бояркина при длине волны 610 нм. Метод основан 
на измерении времени, за которое в опытном раство-
ре достигается определенная оптическая плотность 
(E = 0.250). Рассчитывалось изменение оптической 
плотности за 1 с в расчете на 1 г сырой ткани. В каче-
стве субстрата использовали бензидин, в результате 
окисления которого образуется соединение синего 
цвета [23].

Определение наличия элементарного селена 
проводили качественной реакцией по Файглею и  
Весту [24]. Общее содержание селена в корнях и 
проростках кукурузы определяли флуориметри- 
ческим методом с диаминонафталином5.

Статистический анализ осуществляли с исполь-
зованием теста Дункана и компьютерной статисти-
ческой программе Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние ДАФС-25 и толилфлуанида на истечение 
электролитов из клеток корней растений кукурузы

При добавлении ДАФС-25 в раствор Кнопа на 
корнях проростков кукурузы идет реакция с образо-
ванием красной модификации элементного селена 
(рис. 1а). При микроскопировании можно отметить 
образование гранул элементного селена и сильный 
плазмолиз, что говорит об увеличении водопроница-
емости клеточных мембран и истечения электроли-
тов из клеток корня. Повышение водопроницаемости 
клеточных мембран характерно для некоторых тио-
ловых ядов [19].

Плазмолиз клеток корней кукурузы также отме-
чался в варианте с толилфлуанидом (рис. 1б). Таким 
образом, отделение протопласта от стенки клеток 
корня кукурузы взаимосвязано с наличием тиолово-
го яда в растворе Кнопа.

Тиоловые яды могут нарушать работу калиевых 
каналов [19] и вызывают истечение электролитов из 
клеток. Для определения истечения электролитов из 
клеток корней, в качестве питательного раствора ис-
пользовали дистиллированную воду вместо раствора 
Кнопа (табл. 1). 

Таким образом, по данным табл. 1, можно су-
дить о том, что ДАФС-25 способствует истечению 
электролитов из клеток корня, увеличивает водопро-
ницаемость клеточных мембран, вызывая плазмолиз. 
Определение катионов, методом капиллярного элек-
трофореза, показало наличие ионов аммония, калия, 
натрия, магния и кальция (табл. 2). 

Анализ электрофореграмм и табл. 2 свидетель-
ствует о том, что ДАФС-25 стимулирует истечение 
из клеток корня преимущественно катионов калия, 
а также катионов аммония, который по ионному  
радиусу очень похож на ион калия [25], что говорит 
о вероятной модификации ионных калиевых кана- 
лов ДАФС-25. В ионных калиевых каналах и аква- 
поринах присутствуют остатки аминокислоты  
цистеина [26], что делает их чувствительными  

Рис. 1. Вид корней проростков кукурузы  
при 100-кратном увеличении: (а) ДАФС-25 в растворе 

Кнопа (0.025 мг Se/л, 0.16 ммоль/л);  
(б) толилфлуанид (0.16 ммоль/л), (в) контроль.

Fig. 1. Maize roots with 100× magnification:  
(a) DAPS-25 in Knop’s solution (0.025 mg Se/L, 0.16 mM/L), 

(b) tolylfluanide (0.16 mM/L), (c) control.

5 МУК 4.1.033-95. Методы контроля. Химические 
факторы. Определение селена в продуктах питания.  
Методические указания. М.: Информ.-изд. центр Госком-
санэпиднадзора России; 1995. [MUK 4.1.033-95. Methods 
of control. Chemical factors. Determination of selenium in 
food. Methodical instructions. Moscow: Inform.-izd. Tsentr 
Goskomsanepidemnadzora Rossii; 1995.]

(а)

(б)

(в)
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к воздействию тиольных ядов – ионов ртути [27] и  
серебра [28] и последующему блокированию ион-
ных каналов.

Аналогично происходило истечение электро- 
литов из клеток корня в опыте с другим сортом  
кукурузы с добавлением ДАФС-25 и толилфлуанида 
(табл. 3).

Истечение электролитов в данном опыте  
наиболее активно проходило в варианте с  

Таблица 1. Электропроводность растворов из-под корней проростков кукурузы сорта «Краснодарский 291 АМВ» 
(мкСм/см2)*
Table 1. Electrical conductivity of solution from roots of maize, Krasnodarsky 291 AMV (µS/сm2)*

Сутки
Days

Контроль, мкСм/см
Control, µS/cm

ДАФС-25, 0.025 мг Se/л, мкСм/см
DAPS-25, 0.025 mg Se/L, µS/cm

3 2.13 ± 0.17 a 2.04 ± 0.14 a

4 13.61 ± 0.54 b 70.24 ± 3.51 b

6 12.97 ± 0.65 b 265.20 ± 26.52 c

* Значения в столбцах с одинаковыми буквами статистически не различаются согласно тесту Дункана при величине 
достоверности p < 0.05. / Values in columns with the same letters are not statistically different according to Duncan’s test with  
a significance value of p < 0.05.

Таблица 2. Катионы электролита из-под корней проростков кукурузы сорта «Краснодарский 291 АМВ» (мг/л)*
Table 2. Cations of solutions from roots of maize, Krasnodarsky 291 AMV (mg/L)*

Варианты
Variants

Катионы / Cations

NH4
+ K+ Na+ Mg2+ Ca2+

Контроль
Control 0.34 ± 0.01 a 3.57 ± 0.04 a 1.82 ± 0.04 a 0.37 ± 0.01 a 0.96 ± 0.013 a

ДАФС-25
DAPS-25 19.72 ± 0.78 b 52.17 ± 1.56 b 4.69 ± 0.15 b 7.22 ± 0.02 b 4.84 ± 0.17 b

Кратность увеличения истечения 
катионов, ДАФС-25, раз 
Multiplicity of increase in the  
expiration of cations, DAPS-25, times

58.0 14.6 2.6 19.5 5.0

* Значения в столбцах с разными буквами различаются при величине достоверности p < 0.001. / Values in columns with 
different letters are significantly different at p < 0.001.

ДАФС-25 и в значительно меньшей степени в ва-
рианте с толилфлуанидом. Анализ методом капил- 
лярного электрофореза также показал наличие 
ионов аммония, калия, натрия, магния и кальция 
(табл. 4).

Истечение ионов аммония из клеток корней  
кукурузы в 42 и 1.5 раза превосходит контроль 
в вариантах с ДАФС-25 и толилфлуанидом, а 
ионов калия в 16.7 и 4.4 раза соответственно.  

Таблица 3. Электропроводность растворов из-под корней проростков кукурузы сорта «Утренняя песня» (мкСм/см2)*
Table 3. Electrical conductivity of solution from roots of maize, Utrennyaya Pesnya (µS/cm2)*

Сутки
Days

Контроль
Control

ДАФС-25, 
0.025 мг Se/л, 0.16 ммоль/л

DAPS-25, 
0.025 mg Se/L, 0.16 mmol/L

Толилфлуанид, 0.16 ммоль/л
Tolylfluanid, 0.16 mmol/L

3 2.047 ± 0.08 1.890 ± 0.1 1.789 ± 0.05

6 6.12 ± 0.36 101.7 ± 6.1 21.79 ± 1.1

* Значения c одинаковыми индексами статистически не различаются согласно тесту Дункана при p < 0.05. / Values with 
the same indices do not differ statistically according to the Duncan’s test at p < 0.05.



Тиолзависимые механизмы действия селеносодержащих препаратов ...

400
Tonkie Khimicheskie Tekhnologii = Fine Chemical Technologies. 2022;17(5):394–409

Истечение ионов натрия и кальция в 3.6 и 1.9 раз  
выше в вариантах с ДАФС-25 и толилфлуанидом.  
Концентрация ионов магния в растворе выше в 8.7 
и 1.9 раз в вариантах с ДАФС-25 и толилфлуанидом 
по сравнению с контролем. В целом, толилфлуанид 
более селективен в отношении ионных каналов,  
чем ДАФС-25, и способствует истечению в основ- 
ном катионов калия. Следует отметить отсутствие  
белка в исследованных растворах, что говорит об  
отсутствии разрушения клеточной стенки корней 
растений.

В наших исследованиях ДАФС-25 (I) взаимо- 
действует с восстановленным глутатионом и 
L-цистеином с образованием элементного селена  
и ацетофенона (II) [29–31]. В результате первой  
реакции образуется ацетофенон и S-(ацетофенил-
селенил)цистеин (III) (рис. 2). Это селеносуль- 
фидное соединение (III) детектируется методом 
высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии. Аналогичное вещество – S-(ацетофенил- 
селенил)глутатион – образуется при взаимодей- 
ствии восстановленного глутатиона и ДАФС-25.

Таблица 4. Катионы электролита из-под корней проростков кукурузы сорта «Утренняя песня» (мг/л)*
Table 4. Electrolyte cations of solution from roots of maize, Utrennyaya Pesnya (mg/L)*

Варианты
Variants

Катионы / Cations

NH4
+ K+ Na+ Mg2+ Ca2+

Контроль
Control 0.164 ± 0.01 a 1.16 ± 0.04 a 0.268 ± 0.04 a 0.41 ± 0.01 a 1.76 ± 0.01 a

ДАФС-25
DAPS-25 6.90 ± 0.78 b 19.36 ± 1.56 b 0.96 ± 0.15 b 3.58 ± 0.02 b 3.39 ± 0.17 b

Толилфлуанид
Tolylfluanid 0.25 ± 0.03 c 5.10 ± 0.15 c 0.56 ± 0.01 c 0.77 ± 0.02 c 2.26 ± 0.05 c

Кратность увеличение 
истечения катионов, 
ДАФС-25/толилфлуанид, 
раз
Multiplicity increase in 
the expiration of cations, 
DAPS-25/tolylfluanid, 
times

42.0/1.52 16.7/4.4 3.56/2.0 8.7/1.88 1.9/1.3

* Значения в столбцах с разными буквами статистически различаются согласно тесту Дункана при p < 0.05. / Values in 
columns with different letters are statistically different according to Duncan’s test at p < 0.05.

Рис. 2. Хроматограмма реакционной смеси, полученной при взаимодействии ДАФС-25 и цистеина  
(молярное соотношение 1:1, рН 7.0).

Fig. 2. Chromatogram of a reaction mixture obtained in DAPS-25 and cysteine interaction (molar ratio 1:1, pH 7.0).
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Возможно, что ДАФС-25 взаимодействует с ци-
стеиновыми остатками в аквапоринах и калиевых 
каналах, увеличивая водопроницаемость клеточных 
мембран корней кукурузы (рис. 3а). 

Кроме этого, истечение электролитов из клеток 
растений и их плазмолиз при добавлении толил- 
флуанида (IV) говорит об общем механизме дей-
ствия обоих веществ в модификации ионных  
каналов (рис. 3б).

Рис. 3. Схема взаимодействия ДАФС-25 (а) и толилфлуанида (б) с сульфгидрильными группами  
в ионных каналах клеток растений кукурузы.

Fig. 3. Interaction of DAPS-25 (a) and tolylfluanide (b) with sulfhydryl groups in ionic channels of maize cells.

Влияние ДАФС-25 и толилфлуанида на содержание 
и фракции белков растений кукурузы

При потере электролитов и обезвоживании  
организма наблюдается повышение концентра-
ции белков и в первую очередь альбуминов [32].  
Известно, что суммарный белок растений вклю- 
чает в себя альбумины и проламины – преимуще-
ственно низкомолекулярные, водорастворимые  

(а)

(б)
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и спирторастворимые белки, а также глобулины – 
белки, растворимые в растворах солей. Последнюю 
группу так называемых запасных высокомолекуляр-
ных белков составляют щелочерастворимые белки – 
глютелины. 

Истечение электролитов из клеток растений ку-
курузы вызывает их обезвоживание и увеличивает 
концентрацию белков в них (рис. 4).

ДАФС-25 увеличивал содержание альбуми- 
нов в надземной части в 4.5 раза, глобулинов –  
в 3.5 раза, проламинов и глютелинов – в 1.5 раза,  
а белка в сумме в 3.5 раза. По-видимому, ДАФС-25 
вызывает обезвоживание клеток корней кукурузы  
за счет потери электролитов, что приводит к по-
вышению концентрации белков. В другом опыте,  
с толилфлуанидом и ДАФС-25 также происхо- 
дило увеличение фракции альбуминов и концент- 
рации общего белка в корнях и надземной части  
проростков кукурузы (рис. 5).

Как и в предыдущем исследовании, содержа- 
ние альбуминов в корнях в варианте с ДАФС-25  
возросло в 2.4 раза, с толилфлуанидом в 2 раза.  
В надземной части содержание альбуминов изме- 
нялось менее значительно: в варианте с ДАФС-25 
возросло на 6%, с толилфлуанидом в 1.4 раза.  
Концентрация остальных фракций белков изменя- 
ется менее значительно.

Таким образом, в вариантах с тиоловыми  
ядами – ДАФС-25 и толилфлуанидом – повышалось 
содержание фракции альбуминов и общего белка  
как в корнях, так и в надземной массе растений,  
что говорит об их обезвоживании. 

Антидотом тиоловых ядов является амино- 
кислота L-цистеин, которая содержит сульф- 
гидрильную группу. Добавление L-цистеина в 
раствор Кнопа, содержащий ДАФС-25, показало,  
что содержание фракции альбуминов и суммар- 
ного белка в растениях кукурузы отличались от кон-
троля не более чем на 10–20%. L-цистеин нивели- 
ровал действие ДАФС-25 (рис. 5), т.е. являлся его  
антидотом. 

Рис. 4. Влияние ДАФС-25, цистеина и их смеси  
на количественный состав фракций белка в корнях (а)  

и надземной части (б) проростков кукурузы  
(сорт «Краснодарский 291 АМВ»).

Fig. 4. Effect of DAPS-25, cysteine, and their mixture  
on quantitative composition of protein fractions in roots (a) 
and sprouts (b) of maize seedlings (Krasnodarsky 291 AMV).

(а)

(а)

(б)

(б)

Рис. 5. Влияние ДАФС-25 и толилфлуанида  
на количественный состав фракций белка в корнях (а) 

и надземной части (б) проростков кукурузы  
(сорт «Утренняя песня»).

Fig. 5. Effect of DAPS-25 and tolylfluanide  
on quantitative composition of protein fractions in roots (a) 
and sprouts (b) of maize seedlings (Utrennyaya Pesnya).
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Влияние ДАФС-25 и толилфлуанида на активность 
пероксидазы в растениях кукурузы

Повышение содержания белка в тканях расте-
ний за счет потери электролитов под воздействием 
тиоловых ядов также должно приводить к повы- 
шению содержания белков-ферментов, и, как след-
ствие, увеличению их активности. ДАФС-25 оказы- 
вал существенное влияние на активность перокси- 
дазы как в корнях, так и проростках кукурузы  
(рис. 6а, 6б). 

ДАФС-25 почти во всех концентрациях  
резко стимулировал активность фермента. Наи- 
более значительное увеличение активности  
пероксидазы наблюдалось в первые сутки под дей-
ствием самой высокой концентрации ДАФС-25 – 
0.025 мг Se/л (63% в корнях и 112% в надземной 
части), менее значительное – при концентрации  
0.0025 мг Se/л (29% в корнях и 57% в надземной 
части). В конце эксперимента ДАФС-25 в концен-
трации 0.00025 мг Se/л оказывал стимулирующее 
действие на активность пероксидазы в варианте  

с корнями – 29% (рис. 7а) и слабое ингибирующее  
влияние в проростках – 8.6% (рис. 7б). В контро-
ле в ходе эксперимента активность пероксидазы  
в проростках изменялась мало, в корнях слегка  
повышалась. 

Аналогично с другим сортом кукурузы, в ва-
рианте с ДАФС-25 отмечается повышение актив- 
ности пероксидазы по сравнению с контролем  
(рис. 7в, 7г). В корнях кукурузы активность пер- 
оксидазы в варианте с толилфлуанидом на 73%,  
а с ДАФС-25 на 36% выше контроля. В надзем- 
ной части в начале опыта активность перокси- 
дазы выше в варианте с толилфлуанидом на 60%,  
а в конце опыта в варианте с ДАФС-25 на 95%.  
Таким образом, толилфлуанид, как и ДАФС-25,  
увеличивает активность пероксидазы, имея сход- 
ный механизм действия.

Известно, что тиолзависимые окислительно- 
восстановительные механизмы могут модулировать 
активность аденозинтрифосфат-зависимого К+ кана-
ла в бета-клетке поджелудочной железы [33]. Окис-
ление сульфгидрильных групп ртутьсодержащим 

Рис. 6. Влияние ДАФС-25 на пероксидазную активность в корнях (а) и надземной части (б) проростков кукурузы 
(сорт «Краснодарский 291 АМВ»). 1 – Контроль; 2 – 0.025 мг Se/л; 3 – 0.0025 мг Se/л; 4 – 0.00025 мг Se/л.  

Влияние ДАФС-25 и толилфлуанида на активность пероксидазы в корнях (в) и надземной части (г) проростков 
кукурузы (сорт «Утренняя песня»). 1 – Контроль; 2 – ДАФС-25 (0.025 мг Se/л); 3 – толилфлуанид.  

По оси ординат – изменение оптической плотности (E610); по оси абсцисс – время обработки,  
начиная с 3 суток от момента начала проращивания кукурузы.

Fig. 6. Effect of DAPS-25 on peroxidase activity in roots (a) and sprouts (b) on maize seedlings (Krasnodarsky 291 AMV). 
1 – Control; 2 – 0.025 mg Se/L; 3 – 0.0025 mg Se/L; 4 – 0.00025 mg Se/L. Effect of DAPS-24 and tolylfluanides  

on peroxidase activity in roots (c) and sprouts (d) of maize seedlings (Utrennyaya Pesnya). 1 – Control;  
2 – DAPS-25 (0.025 mg Se/L); 3 – tolylfluanide. The ordinate is the change in optical density (E610);  

the abscissa axis is the processing time, starting from 3 days from the moment of the beginning of the corn germination.

(a)

(в) (г)

(б)
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тимеросалом и 2,2’-дитио-бис-(5-нитропиридином) 
(DTBNP) в микромолярных концентрациях вызы- 
вает быстрое блокирование канала, обратимое тио-
лами – дитиотреитолом и цистеином. Также избы- 
ток тиолов восстанавливает работу аквапоринов,  
заблокированных ионами ртути, серебра и других  
тяжелых металлов [26–28]. По всей видимости, 
ДАФС-25, взаимодействуя с сульфгидрильными 
группами, блокирует ионные каналы, что приводит 
к истечению электролитов из клетки (табл. 2 и 4), и, 
как следствие, к увеличению концентрации белков 
(рис. 5, 6) и активности пероксидазы (рис. 7). Соот-
ветственно, избыток L-цистеина должен восстано-
вить работу ионных каналов, прекратить истечение 
электролитов из клетки, уменьшить концентрацию 
белков практически до значений контроля, и, как 
следствие, снизить активность пероксидазы. 

В нашем исследовании, аминокислота  
L-цистеин снижает активность пероксидазы как в 
корнях, так и в надземной части кукурузы (рис. 7а, 7б). 

В данном опыте пероксидаза показывала  
наибольшую активность в первые сутки в вариан-
те с ДАФС-25 в концентрации 0.025 мг Se/л как в  
корнях, так и в надземной части (на 69% и 129%  
превышая контроль соответственно). В смеси  
ДАФС-25 (0.025 мг Se/л) с L-цистеином (0.1%)  
происходило значительное снижение активности 
пероксидазы до 42% и 79% в сравнении с вариан-
том, где был добавлен только ДАФС-25. Снижение  
активности пероксидазы говорит об уменьше-
нии блокирующего действия ДАФС-25 в отноше-
нии ионных каналов клеток растений кукурузы,  
уменьшению истечения электролитов и снижению 
концентрации белков, в том числе фермента перок-
сидазы.

Аналогичное, но намного более слабое воздей-
ствие на повышение активности пероксидазы оказы- 
вает неорганическая соль селена – селенит натрия 

(a)

(a)

(б)

(б)

Рис. 7. Изменение активности пероксидазы в корнях (а) 
и надземной части (б) проростков кукурузы, 

 в варианте с ДАФС-25 при добавлении L-цистеина.  
По оси ординат – изменение оптической плотности (E610); 
по оси абсцисс – время обработки, начиная с 3 суток 

от момента начала проращивания кукурузы.  
1 – Контроль; 2 – 0.1% L-цистеин; 3 – 0.025 мг Se/л ДАФС-25; 

4 – 0.025 мг Se/л ДАФС-25 + 0.1% L-цистеин.
Fig. 7. Changes in peroxidase activity in roots (а) and  
sprouts (b) of maize seedlings treated with DAPS-25 and 

L-cysteine. The ordinate is the change in optical density (E610);  
the abscissa axis is the processing time, starting from 3 days 

from the moment of the beginning of the corn germination.  
1 – Control; 2 – 0.1% L-cysteine; 3 – 0.025 mg Se/L DAPS-25; 

4 – 0.025 mg Se/L DAPS-25 + 0.1% L-cysteine.

Рис. 8. Влияние селенита натрия Na2SeO3 на активность 
пероксидазы в корнях (а) и надземной части (б) 

проростков кукурузы. По оси ординат – изменение 
оптической плотности (E610); по оси абсцисс – время 

обработки, начиная с 3 суток от момента начала  
проращивания кукурузы. 1 – Контроль; 2 – 0.025 мг Se/л; 

3 – 0.0025 мг Se/л; 4 – 0.00025 мг Se/л.
Fig. 8. Effect of sodium selenite Na2SeО3 on peroxidase 
activity in roots (а) and sprouts (b) of maize seedlings.  

The ordinate is the change in optical density (E610);  
the abscissa axis is the processing time, starting from 
3 days from the moment of the beginning of the corn 

germination. 1 – Control; 2 – 0.025 mg Se/L;  
3 – 0.0025 mg Se/L; 4 – 0.00025 mg Se/L.
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(a)

(б)

Рис. 9. Влияние L-селеноцистина (Sec) на актив-
ность пероксидазы в корнях (а) и надземной части (б) 

проростков кукурузы. По оси ординат – изменение 
оптической плотности (E610); по оси абсцисс – время 

обработки, начиная с 3 суток от момента начала  
проращивания кукурузы. 1 – Контроль; 2 – 0.025 мг Se/л; 

3 – 0.0025 мг Se/л; 4 – 0.00025 мг Se/л.
Fig. 9. Effect of L-selenocystine (Sec) on peroxidase 

activity in roots (а) and sprouts (b) of maize seedlings.  
The ordinate is the change in optical density (E610);  

the abscissa axis is the processing time, starting from  
3 days from the moment of the beginning of the corn germination.  

1 – Control; 2 – 0.025 mg Se/L;  
3 – 0.0025 mg Se/L; 4 – 0.00025 mg Se/L.

в корнях (рис. 8а) и надземной части растений  
кукурузы (рис. 8б), который также взаимодействует  
с сульфгидрильными группами, как и ДАФС-25,  
образуя селенодисульфиды [34].

В целом, все концентрации селенита натрия  
начиная с самой высокой (0.025 мг Se/л) низкая  
концентрация (0.00025 мг Se/л) незначительно  
стимулирует активность пероксидазы в корнях,  
ближе к завершению опыта и несколько сильнее  
в надземной части проростков кукурузы. Вероятно, 
что относительно слабая стимуляция активности 
пероксидазы связана с затруднением транспорта 
отрицательно заряженного селенита-иона внутрь 
клетки. Так, например, тимеросал, который плохо 
проницаем для мембран, ингибирует активность 
каналов только при нанесении на внутриклеточ-
ную поверхность плазматической мембраны. На-
против, DTBNP, который является липофильным  
веществом, вызывал блокирование калиевого кана- 
ла и, как следствие, деполяризацию мембран- 
ного потенциала даже при внеклеточном приме- 
нении [35].

В опыте с аминокислотой L-селеноцистином, 
которая также взаимодействует с сульфгидриль- 
ными группами, пероксидазоподобная активность 
была повышена на 8.8–30.3% как в корнях, так и в 
надземной части растения в течение всего опыта 
(рис. 9).

Самая низкая концентрация L-селеноцисти-
на (0.00025 мг Se/л) слабо стимулирует активность  
пероксидазы в корнях и надземной части пророст-
ков кукурузы. Более значительное увеличение  
активности пероксидазы наблюдается под дей- 
ствием средней концентрации (0.0025 мг Se/л) и  
в меньшей степени под действием высокой  
(0.025 мг Se/л) в надземной части проростков  
кукурузы.

Полученные данные позволяют говорить о  
сходной зависимости увеличения активности  
пероксидазы в проростках кукурузы селенита и 
L-селеноцистина. По-видимому, L-селеноцистин, 
как аминокислота и менее полярное соединение,  
чем селенит, легче поступает в клетку и, взаимо- 
действуя с сульфгидрильными группами клетки,  
вызывает более сильную индукцию активности  

пероксидазы по сравнению с неорганической солью 
селена.

Общее содержание селена в корнях пророст- 
ков кукурузы также зависит от наличия тиолов  
в растворе. Оно максимально в варианте с ДАФС-25 
и значительно ниже в варианте совместного  
использования ДАФС-25 и L-цистеина (табл. 5).

Снижение общего содержания селена гово-
рит о снижении поступления ДАФС-25 в растение  

Таблица 5. Содержание селена в корнях и надземной части проростков кукурузы (мкг/кг сухой массы)
Table 5. Selenium content in roots and sprouts of maize seedlings (µg/kg of dry weight)

Часть растения
Plant part

Контроль
Control

ДАФС-25
 0.025 мг Se/л

DAPS-25 
0.025 mg Se/L

ДАФС-25
0.025 мг Se/л + цистеин, 0.1%

DAPS-25
0.025 mg Se/L + cysteine, 0.1%

Корни / Roots
Надземная часть / Sprouts

40 ± 3 a
53 ± 4 b

19300 ± 428 c
5099 ± 278 d

4853 ± 167 e
4812 ± 135 e
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из-за наличия экзогенных сульфгидрильных 
групп L-цистеина в растворе, а не в тканях корней  
проростков кукурузы, что также подтверждает  
действие серосодержащей аминокислоты, как анти-
дота тиольных ядов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенные исследования показали, что тиол- 
зависимые окислительно-восстановительные меха-
низмы действия ДАФС-25 и органического тиоло-
вого яда – толилфлуанида – увеличивают водопро-
ницаемость мембран клеток корней кукурузы, что 
приводит к утечке электролитов. Действие тиоло- 
вых ядов приводит к плазмолизу клеток расте-
ний кукурузы и увеличению концентрации белков,  
в первую очередь альбуминов. Повышение содер-
жания белков в биомассе растений приводит к уве-
личению концентрации фермента, и, как следствие,  
к увеличению активности пероксидазы. Добавление 
в раствор, содержащий ДАФС-25, тиола – L-цистеина – 
приводит к уменьшению концентрации белков  
в биомассе растений и снижению активности  
пероксидазы. Аналогично, но значительно слабее 
по сравнению с липофильными ДАФС-25 и толил- 
флуанидом, увеличивают активность перокси- 
дазы селенит натрия и L-селеноцистин, также вза-
имодействующие с сульфгидрильными группами  
клеток пероксидазы.
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Synthesis of new photo-cured phosphorus-containing 
oligoestermethacrylates with a spacer in the structure 1
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Abstract

Objectives. To synthesize phosphorus-containing oligoestermethacrylates spatially separated 
by spacers of aliphatic or aromatic structure and evaluate their effect on photocuring kinetics.
Methods. For determining the qualitative and quantitative composition of the synthesized 
compounds, the following methods were used: thin layer chromatography; chromatographic and 
mass spectrometry; infrared spectroscopy; 1H, 13C, 31P  nuclear magnetic resonance spectroscopy; 
differential scanning calorimetry. The dielectric loss tangent was determined on a specially 
designed optical cell with an ultraviolet (UV) light source to an immittance meter. Elemental 
analysis was performed on an energy dispersive X-ray fluorescence spectrometer. 
Results. Spatially separated oligoestermethacrylates based on phosphorus trichloride containing 
aliphatic or aromatic spacers in the structure were synthesized. During the interaction of glycidyl 
methacrylate with phosphorus trichloride in the mass of the latter, reaction products were shown 
to be formed both according to the Krasusky rule from the side of the α-carbon atom, as well as 
against this rule with the formation of isomeric products. Obtaining these compounds in bulk 
is possible only in the presence of a homopolymerization inhibitor. The influence of the spacer 
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НАУЧНАЯ СТАТЬЯ

structure on the curing rate of oligoestermethacrylates under the action of UV radiation has been 
established. It has been shown that the introduction of a spacer into the oligomer structure is 
accompanied by an increase in the induction period by a factor of 39 compared to a sample 
without a spacer.
Conclusions. The results obtained indicate the possibility of obtaining new oligoester-
methacrylates with aliphatic and aromatic spacers in the structure. The influence of the structure 
of the spacer on the kinetics of photocuring is determined.

Keywords: synthesis, oligoestermethacrylates, polymerization, phosphorus-containing flame 
retardants, kinetics, photocuring, DSC
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Синтез новых фотоотверждаемых фосфорсодержащих  
олигоэфирметакрилатов со спейсером в структуре 
Б.А. Буравов, А. Аль-Хамзави, Е.С. Бочкарев, Н.Х. Гричишкина,  
С.В. Борисов, Н.В. Сидоренко, О.И. Тужиков, О.О. Тужиков

Волгоградский государственный технический университет, Волгоград, 400005 Россия
Автор для переписки, e-mail: byravov@ya.ru

Аннотация 

Цели. Синтез фосфорсодержащих олигоэфирметакрилатов, пространственно- 
разделенных спейсерами алифатического или ароматического строения, и оценка их 
влияния на кинетику фотоотверждения. 
Методы. Для определения качественного и количественного состава синтезирован-
ных соединений использованы: тонкослойная хроматография; хромато-масс-спектро- 
метрия; инфракрасная спектроскопия; 1H, 13C, 31P спектроскопия ядерного магнит-
ного резонанса; дифференциальная сканирующая калориметрия. Тангенс диэлек-
трических потерь определяли на специально разработанной оптической ячейке с 
УФ-источником света к измерителю иммитанса. Элементный анализ проводили на 
энергодисперсионном рентгенофлуоресцентном спектрометре.
Результаты. Синтезированы пространственно разделенные олигоэфирметакрила-
ты на основе трихлорида фосфора, содержащие в структуре алифатический или 
ароматический спейсеры. Установлено, что при взаимодействии глицидилметакри-
лата с трихлоридом фосфора в массе последнего, образуются продукты реакции 
как по правилу Красуского со стороны α-углеродного атома, так и против правила с  
образованием изомерных продуктов. Получение данных соединений в массе возмож-
но только в присутствии ингибитора гомополимеризации. Установлено влияние  
структуры спейсера на скорость отверждения олигоэфирметакрилатов под дей-
ствием УФ-излучения. Показано, что введение спейсера в структуру олигомера со-
провождается увеличением индукционного периода в 39 раз по сравнению с образцом, 
не содержащим спейсера.

https://doi.org/10.32362/2410-6593-2022-17-5-410-426
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Выводы. Достигнутые результаты свидетельствуют о возможности получения 
новых олигоэфирметакрилатов со спейсерами алифатического и ароматического 
строения в структуре. Установлено влияние строения спейсера на кинетику фото-
отверждения.

Ключевые слова: синтез, олигоэфирметакрилаты, полимеризация, фосфорсодержащие 
антипирены, кинетика, фотоотверждение, ДСК

Для цитирования: Buravov B.A., Al-Khamzawi A., Bochkarev E.S., Grichishkina N.Kh., Borisov S.V., Sidorenko 
N.V., Tuzhikov O.I., Tuzhikov O.O. Synthesis of new photo-cured phosphorus-containing oligoestermethacrylates with a 
spacer in the structure. Tonk. Khim. Tekhnol. = Fine Chem. Technol. 2022;17(5):410–426. https://doi.org/10.32362/2410- 
6593-2022-17-5-410-426

INTRODUCTION

To solve the problem of combustibility of  
composite materials based on oligomeric binders, 
fire retardants of various nature are added to them. 
Some of these do not react with the main polymer 
during processing and operation, while others act  
as a reactive additive, for example, integrating into  
the structure of the cured binder [1, 2]. However,  
it should be noted that it is not always possible to  
balance the set of required performance characteristics 
necessary to obtain desired final products. For example, 
some flame retardants are able to transfer materials  
to the class of low combustibility, while worsening 
the physical-mechanical, dielectric, technological  
and operational properties [3]. The production of 
polymeric binders that reduce flammability while 
simultaneously improving physical and mechanical 
properties solves a number of the above problems,  
which are related, among other things, to the 
thermodynamic incompatibility of the binder and  
flame retardant.

In order to ensure the required level of  
properties in terms of resistance to combustion, 
phosphorus-containing polymeric materials and  
fillers based on organophosphorus, organophosphorus-
element compounds are widely used. A promising 
method involves the synthesis and use of  
reactive compounds containing fragments of  
different sizes and structures (spacers) between  
reactive centers in a single molecule. However, 
the works describing such methods either present  
spacers that are located in the side chain of the resulting 

polymer, or compounds having different spacer  
structures as co-reagents in the preparation of the cured 
material [4–6].

From our point of view, a more promising  
approach sets out to obtain bi, tri-, and tetra-functional 
compounds of the (meth)acrylate series in which  
the spacer is located between the functional  
polymerizable centers. For obtaining compounds  
with spacers, three reagents of different functionalities 
can be used. As a result of their sequential  
interaction, it is possible to obtain an oligomeric  
structure (Scheme 1).

Subsequently, in the process of polymerization  
at double bonds, the structures of a rigid-chain  
polymer are formed, in the mass of which there is a 
movable or limitedly movable spacer.

It is known that chemically bound phosphorus  
in the structure of (meth)acrylate compounds makes  
it possible to obtain polymers with reduced  
flammability. For example, the use of phosphorus-
containing monomers and oligomers of the (meth)

Scheme 1. Structure of oligoestermethacrylate  
with spacers of various structures;  

A is a spacer of different structure and molecular weight.

https://doi.org/10.32362/2410- 6593-2022-17-5-410-426
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acrylate series [7, 8] or phosphorus-containing epoxy 
resins [9] makes it possible to obtain materials with  
a satisfactory balance of physico-mechanical and  
heat-resistant properties with reduced flammability.

EXPERIMENTAL

For the synthesis of phosphorus-containing 
compounds capable of polymerization under the  
action of ultraviolet (UV) radiation, we used freshly 
distilled phosphorus trichloride (98%, analytical  
grade, TU 2152-380-0763441-2002), glycidyl 
methacrylate (GMA) (no less than 97%, purity,  
analytical grade, Sigma-Aldrich, USA), active  
diluent for epoxy resins grade E-181 (mass fraction  
of epoxy groups ≥25%, Chimex Limited, Russia,  
TU 2225-606-11131395-2003) and epoxy resin grade 
ED-20 (mass fraction of epoxy groups, 20.0–22.5%, 
Chimex Limited, GOST 10587-842). Prior to synthesis, 
the exact content of epoxy groups in epoxy resins  
was analytically determined. To obtain the polymers,  
a photoinitiator comprising bis(2,4,6-trimethylbenzoyl)-
phenylphosphine oxide (BAPhO) (no more than  
100%, chemically pure, Sigma-Aldrich, USA) was  
used. For thin layer chromatography (TLC), benzene 
(99.8%, chemically pure, Ekos-1, Russia) and freshly 
distilled ethanol (96.3%, Ferein, Russia) were used  
as the eluent. 

Chromatographic and mass spectrometry were 
carried out on a GC/MS Saturn 2100T instrument 
(Varian, USA) with a VF-1ms quartz capillary  
column (100% methylpolysiloxane, 30 M × 0.25 mm, 
ID = 0.25 mm, DF = 0.25 µm, helium was used 
as a carrier gas) using a prepared 0.2% solution of  
the substance in acetone (99.8%, chemically pure,  
Ekos-1, Russia). Nuclear magnetic resonance (NMR)  
1H, 13C, and 31P spectroscopy was performed on a  
Mercury 300 plus instrument (Varian, USA) 
with operating frequencies of 300, 75, and 
121 MHz, respectively; here, CDCl3 was  
used as a solvent. Chemical shifts are given on a scale 
of δ (ppm) relative to tetramethylsilane (TMS) as an 
internal standard. Spin-spin coupling constants (J)  
are given in Hz. Differential scanning calorimetry  
(DSC) was performed on a NETZSCH DSC 204 F1 
instrument with a compressor cooling system and  
an OmniCure S2000 UV irradiation unit in an  
inert gas flow (argon, 90 mL/min) (Netzsch, 
Germany). The sample was placed in a standard  
open aluminum crucible. Controlled irradiation 
was carried out according to a temperature program  

(20 ℃, 4 min) comprising two identical isothermal 
segments using the full spectrum of the radiation  
source (power 1 W/cm2). The resulting curve was 
obtained by subtracting the second segment from  
the first in the NETZSCH Proteus software  
environment3. To determine the dielectric loss  
tangent, we used a specially designed optical cell  
with a UV light source connected to an E7-25  
immittance meter (MNIPI, Belarus). Infrared (IR)  
spectra were recorded on an FT-801 spectrometer 
(SIMEX, Russia). Elemental analysis was performed 
on an EDX-8000 energy dispersive X-ray fluorescence 
spectrometer (Shimadzu, Japan).

For the study, several phosphorus-containing 
polymerizable compounds (PPC) were synthesized:

– (PPC-1) is the reactive monomer without spacer;
– (PPC-2) is the spacer is introduced with E-181 epoxy 

resin;
– (PPC-3) is the spacer is inserted with epoxy  

resin ED-20.
The synthesis of phosphorus-containing 

polymerizable compounds was carried out in two  
stages. At the first stage, the reaction was carried out  
in a molar ratio of 1:2 according to the scheme:

PCl3 + 2A → (A′)2-PCl,

where A is one of unsaturated alpha oxides; A' is the 
structure of addition of unsaturated alpha oxides. At the 
second stage, the interaction of the bifunctional epoxide 
with residual chlorine in a ratio of 2:1 was carried out, 
leading to the preparation of a compound with a spacer, 
according to the scheme:

2(A′)2-PCl + B → (A′)2-P-B′-P-(A′)2,

where B is one of diepoxy oligomers, B' is the structure 
formed as a result of addition of diepoxy oligomers.

As an object of comparison, a PPC-1 product  
was synthesized that did not contain a spacer. The 
reaction was carried out in excess of PCl3 in one stage  
in a ratio of 1:3 with GMA (Scheme 2).

The synthesis of substances with spacers 
was carried out in two stages. At the first stage, a  
disubstituted intermediate was obtained (Scheme 3).

At the second stage, the disubstituted intermediate 
was added to epoxy resins (epoxy resin E-181 was  
used for PPC-2, ED-20 was used for PPC-3), the  
reactions were carried out in bulk (Schemes 4 and 5).

  2 GOST 10587-84. USSR State Standard. Uncured 
epoxy resins. Specifications. Moscow: Izd. Standartov; 1989.

3 https://analyzing-testing.netzsch.com/ru/pribory-
resheniya/differenczialnaya-skaniruyushhaya-kalorimetriya-
dsk-differenczialnyj-termicheskij-analiz-dta/dsc-204-f1-
phoenix, accessed April 15, 2022.

https://analyzing-testing.netzsch.com/ru/pribory-resheniya/differenczialnaya-skaniruyushhaya-kalorimetriya-dsk-differenczialnyj-termicheskij-analiz-dta/dsc-204-f1-phoenix
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The composition and structure of the synthesized 
products were confirmed by IR and NMR spectral 
studies.

PPC-1, PPC-2, and PPC-3 products were used  
to prepare photocurable compositions in order to 
evaluate the effect of the spacer on the properties  
of the cured material.

PPC-1. Tris-[(1-chloromethyl-2-methacryloxy)-
ethoxy]phosphine (RF Pat. No. 2697721 [10])

A four-necked reactor equipped with a stirrer, a  
dropping funnel, a reflux condenser, and a thermometer, 

which had been preliminarily purged with dry argon  
for 30 min (purging with argon was subsequently  
carried out throughout the entire process), was  
loaded with 5 g (0.036 mol) of phosphorus trichloride. 
A mixture of 15.49 g (0.11 mol) of glycidyl  
methacrylate (GMA) and 0.155 g (1 wt % of the mass  
of GMA) N-nitrosodiphenylamine was fed to it with 
constant stirring through a dropping funnel at such  
a rate that the temperature of the reaction mass did  
not exceed 15 °C, the reactor cooled with a mixture 
of salt and ice. After the addition of the mixture, the  
resulting reaction mass was kept for 2 h at 45 °C. Then, 
following evacuation for 60 min at a residual pressure  

Scheme 2. Reaction of glycidyl methacrylate with phosphorus trichloride to produce the PPC-1 product.

Scheme 3. Reaction of phosphorus trichloride with glycidyl methacrylate to produce an intermediate.

Scheme 4. Reaction of the intermediate with epoxy resin E-181 to obtain the product PPC-2.



Boris A. Buravov, Ali Al-Khamzawi, Eugene S. Bochkarev, et al.

415

Тонкие химические технологии = Fine Chemical Technologies. 2022;17(5):410–426

of 5 mm Hg, the reaction mass was filtered on 
a Schott filter from the precipitated crystalline 
N-nitrosodiphenylamine. The yield of PPC-1 was  
20.49 g (99.0%).

The product is a mobile liquid of light-yellow color,  
readily soluble in acetone and chloroform. Analysis  
for the content of epoxy groups showed their  
almost complete absence. Epoxy value (E.V.) = 0.066%, 

 = 1.4935; acid number (A.N.) = 11.58 mg KОН/g; 
bromine number (B.N.) = 85.3 g/100 g of organic  
substance.

The identification of the obtained product was 
carried out using NMR spectroscopy:

1H NMR spectrum (300 MHz, СDCl3) δ, ppm:  
1.85 (s, 9H), 3.51 (m, 6H), 3.72 (m, 6 H), 4.20 (m, 6 H), 
4.42 (m, 6 H), 5.55 (s, 6 H), 6.6 (s, 6 H), 4.62 (m, 3 Н) 
(d, J = 1.7 Hz, 1 H).

13С NMR spectrum (75 MHz, CDCl3, ТМС) δ, ppm: 
17.9 (3С); 41.5; 62.4; 69.9; 124.3; 134.5; 164.5.

31Р NMR spectrum (121 MHz, СDCl3) δ, ppm: 
140.54 Р(ОR)3. 

In order to determine the elemental composition, 
a sample of the test material was placed in a  
cuvette for measuring liquid samples equipped with  
a thin film window. The material of the cuvette  
bottom was polypropylene; the medium was 
vacuum. The study was conducted according to the 
standard procedure for the energy dispersive X-ray  
fluorescence spectrometer EDX-8000. Detection  
limits of P and Cl ~10 ppm. Found (%): Р 6.14;  
Cl 18.44. Calculated (%): Р 5.49; Cl 18.86.

Scheme 5. Reaction of the intermediate with the epoxy resin ED-20 to obtain the product PPC-3.

PPC-2. ((((4-((1-(2-((bis((1-chloro-3-
(methacryloyloxy)propan-2-yl)oxy)phosphine)oxy)- 
3-chlorophenoxy)-3-chloropropan-2-yl)oxy)- 

1-chlorobutan-2-yl)oxy)phosphindiyl)bis(oxy))- 
bis(3-chloropropan-2,1-diyl)bis(2-methacrylate)

(RF Pat. No. 2712107 [11])

A four-necked reactor equipped with a stirrer,  
a dropping funnel, a reflux condenser, and a  
thermometer, preliminarily purged with dry argon  
for 30 min (purging with argon was subsequently  
carried out throughout the entire process), was loaded 
with 5 g (0.036 mol) of phosphorus trichloride.  
A mixture of 10.33 g (0.073 mol) of HMA and 0.1 g  
(1 wt % of the mass of HMA) N-nitrosodiphenylamine 
was added to it, with constant stirring, from a  
dropping funnel at such a rate that the temperature  
of the reaction mass did not exceed 15 °C, the reactor  
was cooled a mixture of salt and ice. After the mixture 
was added, the resulting reaction mass was kept for  
2 h at 45 °C. Then, the resulting intermediate was  
loaded into a dropping funnel and dosed into another  
four-necked reactor equipped with a stirrer, a 
thermometer, and a reflux condenser with E-181 
diepoxide in the amount of 5.73 g (0.033 mol, based  
on the actual amount of epoxy groups). Upon  
completion of the addition of the mixture, the  
resulting reaction mass was kept for 2 h at 45 °C.

The reaction mass was additionally evacuated  
for 60 min at a residual pressure of 5 mm Hg  
and filtered on a Schott filter from the precipitated 
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crystalline N-nitrosodiphenylamine. The yield of PPC-2 
was 21.06 g (99.0%).

The product is a mobile liquid of light-yellow  
color, readily soluble in acetone and chloroform. 
Analysis for the content of epoxy groups showed  
their almost complete absence. E.V. = 0.04%;  

= 1.4951; A.N. = 12.19 mg KОН/g; B.N. = 72.6 g/100 g 
of organic substance.

The product obtained was identified by NMR 
spectroscopy:

1H NMR spectrum (300 MHz, СDCl3) δ, ppm:  
1.66, 3.63, 3.65, 4.42 (17 СН2), 3.48, 3.53, 3.86, 4.13  
(7 СН), 2.01 (4 СН3), 6.40, 6.48 (8 Н).

13С NMR spectrum (75 MHz, CDCl3, ТМС) δ, ppm: 
43.7, 46.9, 47, 50.7 (7 СН2), 167.2 (4 С); 70.6, 71.6, 
67.2, 86.2 (7 СН); 62.7, 67.9, 74.8, 73.4 (7 СН2), 136  
(4 С), 34.3, 125.2 (6 СН2), 17.9 (4 СН3).

31Р NMR spectrum (121 MHz, СDCl3) δ, ppm:  
141 Р(ОR)3.

Found (%): Р 5.02; Cl 22.41. Calculated (%):  
Р 5.74; Cl 22.98.

PPC-3. ((((((((((2-hydroxypropane-1,3-diyl)-
bis(oxy))bis(4,1-phenylene))bis(propan-2,2-diyl))-

bis(4.1-phenylene))bis(hydroxy))- 
bis(1-chloropropane-3,2-diyl))bis(oxy))- 

bis(phosphintriyl))tetrakis(oxy))tetrakis- 
(3-chloropropane-2,1-diyl)tetrakis(2-methyl acrylate) 

(RF Pat. No. 2712116 [12])

A four-necked reactor equipped with a stirrer,  
a dropping funnel, a reflux condenser, and a  
thermometer, which had been preliminarily purged 
with dry argon for 30 min (purging with argon 
was subsequently carried out throughout the entire  
process), was loaded with 5 g (0.036 mol) of  
phosphorus trichloride. With constant stirring, a  
mixture of 10.33 g (0.073 mol) of HMA and 0.1 g  
(1 wt % of the mass of HMA) N-nitrosodiphenylamine 
was added from a dropping funnel at a rate such  
that the temperature of the reaction mixture did  
not exceed 15 °C; the reactor was cooled with a  
mixture of salt and ice. After the mixture was  
added, the resulting reaction mass was kept for 2 h 
at 45 °C. Then, the resulting intermediate product  
was loaded into a dropping funnel and dosed into 
another four-necked reactor equipped with a stirrer,  
a thermometer, and a reflux condenser with ED-20  
epoxy resin in the amount of 7.66 g (0.035 mol, based  
on the actual amount of epoxy groups). Upon  
completion of the addition of the mixture, the  
reaction mixture was kept for 2 h at 45 °C.

Before unloading the product, the reaction mass  
was evacuated for 60 min at a residual pressure of  
5 mm Hg, filtered on a Schott filter from the  

precipitated crystalline N-nitrosodiphenylamine. The 
yield of PPC-3 was 22.99 g (99.0%).

The product is a mobile liquid of light-yellow  
color, readily soluble in acetone and chloroform. 
Analysis carried out to identify the content of  
epoxy groups revealed their almost complete absence. 
E.V. = 0.09%;  = 1.5210; A.N. = 13.46 mg KОН/g; 
B.N. = 74.62 g/100 g of organic substance.

The IR spectra of the synthesized compounds 
PPC-1, PPC-2, PPC-3 contain characteristic  
absorption bands of stretching vibrations of the С=О  
(1720 cm−1), С=С (1640 cm−1), C-Hal (760–770 cm−1). 
There are no absorption bands corresponding to 
vibrations of the epoxy cycle (860 and 910 cm−1) and 
P=O (1280–1300 cm−1). Chemical analysis for the 
content of epoxy groups also showed their absence.

The product obtained was identified by NMR 
spectroscopy:

1H NMR spectrum (300 MHz, СDCl3) δ, ppm:  
1.66, 3.63, 3.65, 4.09, 4.21, 4.42 (14 СН2); 4.04, 4.23, 
4.13, 6.91, 7,19 (22 СН); 1.72, 2.01 (8 СН3), 6.40, 6.48 
(8 Н); 3.58 (ОН).

13С NMR spectrum (75 MHz, CDCl3, ТМС) δ, ppm: 
46.9, 47, 67.9, 70.1, 125.2 (7 СН2); 69, 70.6, 71.2, 86.2, 
114.9, 127.7 (23 СН); 42.4, 136, 146.3, 156.9, 167.2  
(18 С); 17.9, 30.9 (8 СН3).

31Р NMR spectrum (121 MHz, СDCl3) δ, ppm:  
141 Р(ОR)3.

Found (%): Р 4.98; Cl 14.71. Calculated (%):  
Р 5.23; Cl 17.97.

The obtained samples were studied by TLC  
(GOST 28366-894) with subsequent determination 
of retention factor Rf values according to  
formula (1), sorbent: Sorbfil TLCP-AF-A plates 
(SORBFIL, Russia), eluents—benzene and ethanol  
in a ratio of 95:5, respectively. A chamber filled  
with iodine vapor was used to detect substances.

 ,                                                                       (1)

where a is the distance from the center of the spot  
to the starting line, mm; b is the distance from the  
solvent front to the starting line, mm.

RESULTS AND DISCUSSION

While it was not possible to obtain any  
monomeric products of the addition of GMA to  
PCl3 in the absence of an inhibitor of GMA  
polymerization, whether in excess or in deficiency  

 4 GOST 28366-89. Interstate Standard. Reagents. Method 
of thin-layer chromatography. Moscow: Standartinform; 2008.
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of phosphorus trichloride, the stabilizer (hydroquinone 
monomethyl ether) contained in the original  
monomer in the amount of 150 ppm did not prevent  
the polymerization process, which led to crosslinking  
of the product in the reactor.

Taking into account the data of [13–15], we used 
N-nitrosodiphenylamine dissolved in the monomer  
to prevent the polymerization of GMA in the reaction 
with phosphorus trichloride. The resulting product, 
according to the data of the authors of [16], can be a 
mixture of isomers a, b, and c (Fig. 1).

Characteristic peaks in the 1H NMR spectra of 
PPC-1 were present in the following regions, ppm:  
1.85 (s, 9H, (H3C–C=); 3.51 and 3.72 (m, 6H, –СН2–Cl); 
4.20 and 4.42 (m, 6 H, =СН–СН2–О–С(О)–); 5.55 and 
6.6 (s, 6 H, –CH=CH2); 4,62 (m, 3Н, >Р–О–СН). 

The 13С NMR spectra of PPC-1 contain the  
following peaks: at 17.9 ppm—assigned to the CH3 
groups at the carbon atom at the double bond; at  
41.5 ppm—assigned to the groups (–CH2–Cl)  
formed during the opening of the epoxy ring; at  
62.4 ppm—referred to ester acrylate groups (–CH2–O–); 
line at 69.9 ppm—assigned to groups (>CH–O–P<); 
at 124.3 ppm—referred to the disubstituted carbon  
atom groups at the double bond (–CH=CH2); at  
134.5 ppm—referred to the trisubstituted carbon atom  
of the double bond (–CH=CH2); at 164.5 ppm—referred 
to the carbon of the ether group (–O–C(O)–).

The 31Р NMR spectra of PPC-1 contain  
characteristic peaks at 140.54 ppm assigned to the  
P(OR)3 group; the absence of peaks at 3.3 ppm 
characteristic of P=O groups also indicates the absence 
of pentavalent phosphorus in the products.

The IR spectrum of PPC-1 contains characteristic 
absorption bands in the range of C=O (1720 cm−1), 
C=C (1640 cm−1), and C–Hal (760–770 cm−1)  

stretching vibrations. The bands at 1340 cm−1 and  
1500 cm−1 are attributed to the vibrations of NO 
groups and the aromatic ring of the stabilizer 
N-nitrosodiphenylamine, respectively. The absorption 
band in the region of 1160 cm−1 is assigned to 
bending vibrations of the С=О group. The absence  
of characteristic bands at 860 and 910 cm−1  
corresponding to vibrations of the epoxy cycle  
indicates their complete opening upon interaction  
with phosphorus trichloride. The absence of epoxy 
groups in the reaction product was also confirmed  
by chemical analysis. The absence of bands in the 
region of 1100–1200 cm−1 characteristic of P=O groups 
indicates that pentavalent phosphorus is not formed 
during the synthesis of PPC-1.

The route of interaction is also confirmed by  
a decrease in the acid number of the synthesized  
products from 335.7 to 9.75 mg KOH/g and the  
absence of epoxy groups in them (see above), which  
is in agreement with the results of earlier studies [17].

Thus, the performed spectral studies confirm  
the formation of products of addition of GMA 
to phosphorus trichloride in the presence of 
nitrosodiphenylamine at three chlorine atoms.

The Rf value for PPC-1 was determined as the  
ratio of the distance from the spot center to the start to 
the distance from the mobile phase front to the start.  
The following results were obtained: Rf (A) = 0.124;  
Rf (B) = 0.299; Rf (C) = 0.39.

According to the results of TLC studies, the  
PPC-1 product is characterized by three separating 
spots, which were assigned to isomeric products 
a, b, and c (Fig. 1) formed during the synthesis of  
PPC-1. This is confirmed by studies [16, 18], which 
describe the possibility of forming compounds both 
according to the Krasusky rule and against this rule.  

Fig. 1. Structures of PPC-1 isomers.

а b c
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Any violation of the Krasusky rule as a result of an  
excess of PCl3 can subsequently lead to the formation 
of a mixture of products. The rule can be violated  
under the influence of functional groups at the oxirane 
ring [19]. In view of the above, the formation of  
three spots during TLC studies is determined by the 
presence of three compounds in the mixture: a product  
in which the addition of the GMA oxirane ring  
occurs only according to the Krasusky rule; only  
against Krasusky rule; the simultaneous presence of 
the attached GMA, both under the rule and against  
the Krasusky rule. This can occur during the  
interaction of phosphorus trichloride at different  
depths of its transformation.

Chromatographic and mass spectral studies  
have shown that PPC-1 isomers are capable of  
producing several fragment ions (Figs. 2 and 3).

Along with the results of IR and NMR analyses 
of the primary TLC data, chromatographic and  
mass spectral studies confirmed that a mixture of  
isomers was formed during the synthesis. Thus, the 
obtained results confirm the formation of putative  
PPC-1 isomeric compounds a, b, and c (Fig. 1).

The synthesis of spatially separated bis- 
[phosphorus-di-etheracrylates] with spacers of 
various structures was carried out using intermediate 
products by partial replacement of chlorine atoms in  
phosphorus trichloride with glycidyl methacrylate.  
The resulting reaction mass was added to a  
bifunctional epoxide, for example, E-181 or ED-20  
taken in a ratio of 2:1, respectively. Under such  
conditions, the diepoxide is inserted between two 
phosphorus atoms along the chlorine atoms. The  

basis for the conditions for the synthesis of  
substances with spacers (PPC-2 and PPC-3) was  
the experimental data obtained during the synthesis  
of PPC-1.

The ultimate goal of the research was to  
evaluate the effect of the spacer structure on the 
properties of crosslinked polymeric materials,  
which were determined by the structure of the  
bifunctional epoxide. Products of total chlorine 
substitution obtained by the interaction of phosphorus 
trichloride with GMA in a ratio of 1:3 were used  
as the basic object of comparison.

Figure 4 shows the IR spectra of GMA and end 
products that do not contain (PPC-1) and contain  
spacers (PPC-2, PPC-3). The insignificant difference 
seen in the spectra of the presented data is associated  
with the similar structure in the structure of the 
compounds.

The oxirane ring in glycidyl methacrylate has  
two transmission bands. The first band in the  
middle range of deformation of the C–O bond  
of the terminal oxirane group is centered at 906 cm−1, 
while the second band observed at 3052 cm−1 is  
related to the C–H vibration of the methylene group  
of the epoxy ring. As well as being quite low, the  
intensity of this band is also very close to the  
transmission of the hydroxyl group; however, in  
epoxy monomers possessing a low degree of 
polymerization, it can be used to assess the qualitative 
presence of epoxy groups [20]. Here, it can be seen 
that a similar band is present in glycidyl methacrylate 
and absent in samples PPC-1, PPC-2, and PPC-3.  
The absence of vibrations of the C–O–C bonds  

Fig. 2. PPC-1b fragment ion formation scheme (3-chloropropyl methacrylate fragment  
and 2-chloro-3-oxypropyl methacrylate fragment).
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of the oxirane group in the region of 810–840 cm−1 
and –CH2 in the region of 760–770 cm−1 in the  
samples indicates the complete opening of oxirane rings.

Phosphorus containing samples contain bands 
corresponding to the carbonyl group >C=O in the  
region of 1719 cm−1, >C=CH2 in the region of  
880–900 cm−1, ether bond in the region of  
1100–1200 cm−1, C=C vibrations in the region of  
1635 cm−1, Р–OR in the region of 940–945 cm−1,  
R–CI in the region of 760–770 cm−1. The addition 

Fig. 3. Fragment of the chromatogram of a 0.2% solution of PPC-1 in acetone.

Fig. 4. IR spectra of PPC-1, PPC-2, PPC-3, and GMA products.

of a spacer between two reaction centers binding  
the phosphorus atoms is not accompanied by a  
significant difference in the spectra of PPC-2 and  
PPC-1. The band in the region of about 1500 cm−1  
in the IR spectrum of PPC-3 is assigned to vibrations  
of the aromatic ring; the band in the region of about  
3000 cm−1 can be attributed to the hydroxyl group 
contained in the structure of ED-20.

Synthesized products PPC-1, PPC-2, and PPC-3 
were used to obtain photocurable compositions.
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Investigation of the processes  
of curing synthesized compounds 

The curing of the compositions with peroxide 
initiators (benzoyl peroxide, dicumyl peroxide)  
did not lead to a positive result, which is probably  
due to the presence of trivalent phosphorus in the 
structure of the oligoether methacrylate, which 
deactivates peroxides. In this regard, curing was  
carried out under the action of UV radiation in the 
presence of a photoinitiator.

Phenyl bis(2,4,6-trimethylbenzoyl)phosphine 
oxide (BAPhO), which is effective in a wide  
range of the UV spectrum with acceptable initiation 
parameters, was chosen as the initiator of the  
UV curing process, as recommended by a number  
of authors [21–23].

Determination of the degree of completion  
of the processes of photocuring of the  
synthesized products was carried out using DSC.

 The presented data (Fig. 5 and Table) demonstrates 
the influence of the spacer on the thermal effects  
of the photocuring process. Although the introduction 
of an aliphatic spacer (PPC-2) has little effect  
on both the maximum heat release and the time  
taken to achieve it, an aromatic moiety (PPC-3) has  
a greater effect on photocuring processes, increasing  
the time taken to reach maximum heat release to  
0.6 min, probably as a result of steric hindrances.

The introduction of a spacer with an increase  
in the overall functionality of the resulting  
compound reduces the number of polymerizable  
groups due to the steric factor, which is also 
accompanied by a decrease in the thermal effect  
of photocuring. According to DSC data, the  
contribution of one methacrylic group to the total 
thermal effect of the gross curing process of the 

synthesized products was estimated, which was  
0.09376, 0.03113, 0.01822 J/(mol·eq) for PPC-1,  
PPC-2, PPC-3, respectively. In the case of the  
PPC-3 sample, which has a more massive rigid  
spacer as compared to PPC-2, a lower density of  
the spatial structure is formed. This is probably due  
to the steric factor, which limits polymerization to a 
greater extent to groups in the side chain.

This fact was substantiated in [24] when  
calculating the quadratic critical conversion, whose 
physical meaning is the necessity to carried out  
at least two reactions of functional groups  
sequentially in order to ensure the formation of  
a crosslink. As a result of the first reaction, the 
polyfunctional oligomer must be integrated into  
the polymer chain and, therefore, suspended  
functional groups X must appear. Due to the second 
reaction of the interaction of the X group, the  
crosslink itself is formed. The authors conclude  
that the main reason for the deviation of the  
experimental gel point from the calculated one  
is the cyclization reaction, which limits the mobility 
of the polymerizing units, ultimately leading to a  
decrease in the thermal effect, which is also observed  
in our case.

Of additional interest was the determination  
of the degree of completion of the mass photocuring 
processes. For this purpose, an E7-25 immittance  
meter was used as part of a device with a  
photocell equipped with LEDs with a total  
luminous flux of 0.0172 mW/cm2 and a wavelength  
of 397 nm, which made it possible to evaluate the  
change in the dielectric properties of the material  
with time. The use of the developed measuring  
system was based on the well-known fact [24]  
that cured polymers have increased dielectric  

Fig. 5. Time dependences of thermal effects of photo-curing PPC-1, PPC-2, and PPC-3.
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Fig. 6. Integral dependences of thermal effects of photo-curing PPC-1, PPC-2, and PPC-3.

properties due to the limitation of molecular  
mobility as a result of the formation of intermolecular 
chemical bonds.

For oligomers, the inductive effect turned out  
to be significant, the influence of which quickly  
leveled off as the chain length increased, and the 
reactivity of the group depended on the number of  

atoms located next to it [25]. In molecules with  
spacers, steric hindrances become of great importance, 
which determine the decrease in the reactivity of  
side functional groups.

The obtained measurement results were processed 
mathematically using the calculation method given 
below according to formula (2) [26].

Table. Experimental data of the photo-curing process

Method Parameters PPC-1 PPC-2 PPC-3

DSC

Qmax, mW/mg 16.36 15.99 14.43

Qsum, J/g 158.5 147.8 93.4

Qsum, J/mol 0.2813 0.1245 0.0729

Qsum, J/(mol·eq) 0.09376 0.03113 0.01822

Time at Qmax, min 0.2 0.1 0.6

DEA

τind 50 1650 150

τ0.9 1100 2050 1430

a = τ0.9 − τind 1050 400 1280

1/а, s−1 9.52·10−4 2.5·10−3 7.81·10−4

Note: DEA is dielectric analysis. Qmax is the maximum heat flow; Qsum is the sum heat effect; τind is the induction period;  
τ0.9 is 90% process completion time; a is the time of the initiated photo-curing process; 1/a is the photo-curing process rate.
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,                                                       (2)

where is the current value of the cell dielectric property 
index; and   are the maximum and minimum  
value of the dielectric property index of the cell.  
The results are presented in Fig. 7. 

The presented results indicate the effect of the  
spacer in the synthesized compounds on the curing 
process.

Fig. 7. Conversion degree of the photo-curing process 
PPC-1, PPC-2, and PPC-3 in the presence  

of the photoinitiator BAPhO 0.5 wt %.

Phosphorus-containing oligoether methacrylates 
cure relatively quickly without a spacer (PPC-1,  
Fig. 7). The pronounced inflection of the change curve of 
the dielectric properties of the studied oligomer can be 
used to characterize the time interval for the end of the 
gelation process, following which the rate of change in 
the dielectric properties increases and the polymerization 
process passes into the final phase of formation of 
the crosslinked polymer structure. The dynamics of 
photocuring of oligoether methacrylates with a spacer 
of different structure differs significantly from the one 
under consideration, including due to the absence of a  
pronounced gel formation area.The formation of a cross-
linked PPC-2 polymer matrix proceeds with a significant 
induction period, which can be explained by the  
relatively higher mobility of ions not only of the 
oligomer, but also of the forming linear polymer, due to 
the presence of a flexible aliphatic space in its hinged part.

CONCLUSIONS

The possibility of obtaining new oligoether 
methacrylates with spacers in the chemical structure 
based on phosphorus trichloride, glycidyl methacrylate, 
and E-181 and ED-20 epoxy resins is confirmed.  
It is shown that the process of addition of the oxirane 

ring to phosphorus trichloride occurs both according to 
the Krasusky rule from the side of the α-carbon atom, and 
against this rule, with the formation of isomeric products.

The influence of the structure of the spacer on 
the rate of curing of oligomers under the action of UV 
radiation is determined.

According to dielectric analysis, photocuring in the 
bulk of oligoether methacrylates containing an aliphatic 
spacer is accompanied by an increase in the induction 
period of curing by a factor of 39, and an aromatic spacer 
by a factor of 4 compared to a sample without a spacer.

DSC studies established that the maximum  
thermal effect of UV curing (158.5 J/g) has an 
oligomer that does not contain a spacer. Meanwhile, 
the introduction of aliphatic and aromatic spacers  
leads to a decrease in the total thermal effect of the  
curing process to 147.8 and 93.4 J/g, respectively.
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Взаимодействие аниона [2-В10Н9О(СН2)4О]−  
с вторичными аминами
Е.Ю. Матвеев1,2,, С.С. Новиков1, В.Я. Левицкая1, А.И. Ничуговский1,  
И.Е. Соколов1,3, К.Ю. Жижин1,2, Н.Т. Кузнецов2

1МИРЭА – Российский технологический университет (Институт тонких химических  технологий 
им. М.В. Ломоносова), Москва, 119571 Россия 
2Институт общей и неорганической химии им. Н.С. Курнакова Российской академии наук, 
Москва, 119991 Россия
3Федеральный исследовательский центр питания, биотехнологии и безопасности пищи, 
Москва, 109240 Россия
Автор для переписки, e-mail: cat1983@yandex.ru  

Аннотация 

Цели. 10B-нейтронозахватная терапия является одним из наиболее перспек-
тивных методов лечения злокачественных опухолей. В качестве борсодержа-
щих агентов нередко применяются соединения на основе кластерных анионов 
бора [BnHn]

2− (n = 10, 12), как имеющие очень высокую удельную концентрацию 
атомов бора в расчете на одну частицу. Однако использование таких соединений связа-
но с необходимостью разработки новых методов функционализации борных кластеров, 
связанных с получением борсодержащих производных с биологически активными функ-
циональными группами. Одним из наиболее удобных методов модификации анионов  
[BnHn]

2− (n = 10, 12) является взаимодействие их производных, содержащих циклические  
заместители оксониевого типа, с отрицательно заряженными или нейтральными нуклео- 
фильными реагентами. Раскрытие заместителей данного типа приводит к образованию 
клозо-боратов с функциональными группами, отделенными от кластера алкоксильной  
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RESEARCH  ARTICLE

спейсерной цепочкой. Целью настоящего исследования является разработка методов 
синтеза производных клозо-декаборатного аниона [B10H10]

2− с пендантными азотсодержа-
щими группами.
Методы. Общий контроль протекания реакций раскрытия циклических заместителей 
осуществлялся на основании данных 11B спектроскопии ядерного магнитного резонанса 
(ЯМР). Строение полученных производных, в том числе природу присоединенных функцио-
нальных групп определяли на основании данных 1H, 13C ЯМР с тестом на присоединенные 
протоны (APT) и инфракрасной спектроскопии (ИК). Молекулярную массу синтезирован-
ных соединений подтверждали методом масс-спектрометрии с ионизацией электрорас-
пылением (ИЭР-МС).
Результаты. Исследовано взаимодействие аниона [2-B10H9O(CH2)4O]− с вторичными 
аминами (диметиламин, дипропиламин, диаллиламин, дибутиламин, диизобутиламин, 
морфолин, ди-втор-бутиламин) в среде этанола. Показано, что в результате реакций 
происходит раскрытие циклического заместителя с присоединением нуклеофильного ре-
агента. Синтезированы семь новых производных клозо-декаборатного аниона с пендант-
ными азотсодержащими группами.
Выводы. Разработан новый метод получения клозо-декаборатов с аммониевыми  
группами, отделенными от борного кластера алкоксильной спейсерной группой. Показано, 
что применение аминов различного строения принципиально не влияет на ход протекаю-
щих реакций и позволяет эффективно регулировать состав и строение целевых произво-
дных. Полученные соединения могут быть вовлечены в дальнейшие реакции модификации 
за счет реакционноспособной пендантной группы, а также могут быть использованы в 
роли эффективных полидентатных лигандов. Клозо-декабораты с пендантными азотсо-
держащими группами и их производные представляют значительный интерес в синтезе 
соединений, перспективных для применения в 10B-нейтронозахватной терапии злокаче-
ственных опухолей.

Ключевые слова: кластерные анионы бора, клозо-декаборатный анион, оксониевые произ-
водные клозо-декаборатного аниона, раскрытие циклического заместителя, вторичные ами-
ны, 10B-нейтронозахватная терапия злокачественных опухолей
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Abstract 

Objectives. One of the most promising methods of treating malignant tumors is 10B-neutron 
capture therapy. While compounds based on cluster boron anions [BnHn]

2− (n = 10, 12) are often 
used as boron-containing agents due to the very high specific concentration of boron atoms 
per particle, the use of such compounds is associated with the need to develop new methods 
for the functionalization of boron clusters associated with the production of boron-containing 
derivatives containing biologically active functional groups. One of the most convenient methods 
of modification of [BnHn]

2− (n = 10, 12) anions is the interaction of their derivatives containing 
cyclic oxonium-type substituents with negatively charged or neutral nucleophilic reagents. The 
disclosure of substituents of this type leads to the formation of closo-borates with functional 
groups separated from the cluster by an alkoxyl spacer chain. The purpose of this study is to 
develop methods for the synthesis of derivatives of the closo-decaborate anion [B10H10]

2− with 
pendant nitrogen-containing groups.
Methods. The general control of the reactions of the disclosure of cyclic substituents was carried 
out on the basis of 11B nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy data. The structure of the 
obtained derivatives, including the nature of the attached functional groups, was determined using 
1H, 13C attached proton test (APT) NMR and infrared (IR) spectroscopy data. The molecular weight 
of the synthesized compounds was confirmed by electrospray ionization mass-spectrometry 
(ESI–MS).
Results. The interaction of the anion [2-B10H9O(CH2)4O]− with secondary amines (dimethylamine, 
dipropylamine, diallylamine, dibutylamine, diisobutylamine, morpholine, di-sec-butylamine) 
in an ethanol environment is investigated. As a result of the reactions, a cyclic substituent is 
shown to expand with the addition of a nucleophilic reagent. Seven new derivatives of the closo-
decaborate anion with pendant nitrogen-containing groups have been synthesized.
Conclusions. A developed method for obtaining closo-decaborates with ammonium groups 
separated from the boron cluster by an alkoxyl spacer group is presented. It is shown that the 
use of amines of various structures does not fundamentally affect the course of the reactions, 
allowing the composition and structure of the target derivatives to be effectively regulated. The 
resulting compounds can be involved in further modification reactions due to a reactive pendant 
group, as well as being suitable for use as effective polydentate ligands. Closo-decaborates 
with pendant nitrogen-containing groups and their derivatives are of considerable interest in the 
synthesis of compounds for use in 10B-neutron capture therapy of malignant tumors.

Keywords: cluster boron anions, closo-decaborate anion, oxonium derivatives of closo-decaborate 
anion, disclosure of cyclic substituent, secondary amines, 10B-neutron capture therapy of 
malignant tumors
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ВВЕДЕНИЕ

Кластерные анионы бора [BnHn]
2– (n = 10, 12) 

представляют собой один из уникальных при-
меров полностью неорганических кластеров, 
обладающих высокой устойчивостью к дей-
ствию окислителей и склонностью к замеще-
нию экзо-полиэдрических атомов водорода на 
различные функциональные группы [1–3]. Про-
изводные на основе борных полиэдров этого 
класса находят все более широкое применение 

в науке и технике, причем одной из наиболее  
значимых областей остается медицинская сфера, 
а именно 10B-нейтронозахватная терапия злокаче-
ственных опухолей [4–14]. В связи с этим очень  
актуальной является разработка новых методов 
синтеза клозо-боратов, содержащих биологически  
активные группы, которые также могут быть мо-
дифицированы. 

Функционализация кластерных анионов бора  
может быть связана как непосредственно с бор-
ным кластером, так и с уже введенными  

https://doi.org/10.32362/2410-6593-2022-17-5-427-438
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функциональными группами. Одним из основ-
ных методов прямой функционализации анио-
нов [BnHn]

2– (n = 10, 12) является электрофильно- 
индуцируемое нуклеофильное замещение 
(electrophilic-induced nucleophilic substitution, 
EINS) экзо-полиэдрических атомов водорода  
на различные функциональные группы [15–19]. 
Такой метод позволяет получать обширный  
круг клозо-боратов, но имеет и недостатки,  
связанные с возможным взаимодействием нукле-
офильных реагентов с кислотами Льюиса, кото-
рые являются инициаторами подобных процессов.  
Модификация уже введенных экзо-полиэдрических  
групп позволяет значительно расширить 
круг получаемых борсодержащих соеди-
нений. Например, в последние годы наби-
рает популярность метод модификации  
тиольных и нитрильных производных анионов 
[BnHn]

2– [20–23]. Однако часто необходимо полу-
чать соединения, содержащие так называемые 
пендантные функциональные группы, отделен-
ные относительно инертным фрагментом от борного  
кластера, чтобы избежать влияния последнего.  
Поэтому одним из наиболее удобных методов 
функционализации борных кластеров является  
замещение экзо-полиэдрических атомов водорода 
на молекулы циклических простых эфиров с после-
дующим раскрытием образующихся циклических 
заместителей оксониевого типа с помощью нукле-
офилов. В результате таких реакций образуются 
клозо-бораты с пендантными функциональными 
группами, присоединенными к борному кластеру 
через алкоксильную спейсерную цепь. Примене-
ние обширного круга нуклеофильных реагентов 
позволяет получать производные анионов [BnHn]

2– 
с заданным строением [24–30].

Цель настоящей работы – выявление условий 
и особенностей взаимодействия 1,4-диоксано-
вого производного клозо-декаборатного аниона, 
[2-B10H9O(CH2)4O]–, с вторичными аминами (ди-
метиламин, дипропиламин, диаллиламин, дибу-
тиламин, диизобутиламин, ди-втор-бутиламин, 
морфолин), в ходе которого образуются клозо- 
декабораты с пендантными аммониевыми группами.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Методы физико-химического анализа

Инфракрасные (ИК) спектры соединений  
записывали на ИК-Фурье спектрометре Инфралюм 
ФТ-02 (Люмэкс, Россия) в области 400–4000 см–1.  
Образцы готовили в виде таблеток из смеси ис-
следуемого соединения и KBr. 1H, 11B, 13C спектры 
ядерного магнитного резонанса (ЯМР) растворов 
исследуемых веществ в полностью дейтерированном  

диметилсульфоскиде (ДМСО-d6) с тестом на при-
крепленные протоны (англ. Attached Proton Test, 
APT) записывали на ЯМР-спектрометре DPX-300 
(Bruker, Германия) на частотах 300.3, 96.32 и  
75.49 МГц соответственно с внутренней стабили-
зацией по дейтерию. Масс-спектры записывали  
с использованием тройного квадрупольного 
масс-спектрометра TSQ Quantum Access MAX 
(Thermo Fisher Scientific, США), снабженного  
источником API (HESI-II), четырехканальным   
насосом Agilent 1200 G1311A (Agilent, США) 
и 6-портовым инжектором с внешней петлей  
объемом 0.002 см3. Образцы вводили в источник 
ионов путем ручной петлевой инжекции в поток 
растворителя. В качестве растворителей исполь-
зовали ацетонитрил (ACN) класса для высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) и  
деионизированную воду, полученную на установке  
Milli-Q (Millipore, США). Расход насоса был уста-
новлен на уровне 0.4 мл/мин в изократическом 
режиме ACN/H2O (50:50). Ионизацию электрорас-
пылением (ИЭР) проводили в режиме регистра-
ции отрицательно заряженных ионов при следу-
ющих условиях: напряжение распыления − 2.5 кВ, 
температура трубки для переноса ионов 350 °C, 
температура испарителя 300 °C, давление газа 
(N2) 35 у.е., расход вспомогательного газа 10 у.е. 
Масс-спектры (МС) записывали в режиме полно-
го сканирования в диапазоне m/z 100–600. Сбор и 
обработку данных проводили с использованием 
программного обеспечения Xcalibur (версия 2.0).

Элементный анализ на бор проводили на 
масс-спектрометре с индуктивно связанной плаз-
мой ELAN DRC-e (PerkinElmer, США). Содержание 
углерода, водорода и азота в образцах определя-
ли на элементном CHNS-анализаторе EuroEA 3000 
(Eurovector Instrument, Италия).

Материалы

[2-(1-(1,4-диоксаний))]нонагидро-клозо-дека- 
борат тетрабутиламмония, (n-Bu4N)[B10H9O(CH2)4O] 
был синтезирован по разработанной ранее  
методике [31]. 1,4-диоксан очищали согласно [32]. 
Диметиламин (33% водный раствор, Sigma-Aldrich, 
США), дибутиламин (>99.5%, Sigma-Aldrich, США), 
дипропиламин (99%, Sigma-Aldrich, США), диаллил- 
амин (99%, Sigma-Aldrich, США), ди(втор-бутил)- 
амин (99%, Sigma-Aldrich, США), диизобутил- 
амин (99%, Sigma-Aldrich, США), морфолин (99%,  
Sigma-Aldrich, США), этанол (95%, Sigma-Aldrich, 
США), 1-пентанол (99%, Sigma-Aldrich, США),  
метанол (99.9%, Merck, Германия), иодид  
цезия (х.ч., Химмед, Россия), хлорид тетрафенилфос- 
фония (99.9%, Sigma-Aldrich, США), диметилформамид  
(99.8%, Sigma-Aldrich, США). 
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Эксперимент
К суспензии 45 мг (0.1 ммоль) (Bu4N)[B10H9O(CH2)4O] 

в 10 мл этанола (95%) добавляли 0.6 ммоль  
вторичного амина (40 мкл 33% водного раствора 
диметиламина или 85 мкл дипропиламина, или  
105 мкл дибутиламина, или 105 мкл диизобутил- 
амина, или 52 мкл морфолина, или 75 мкл диаллил- 
амина) и нагревали при перемешивании в течение  
2 ч при температуре кипения. К полученному бес-
цветному или светло-желтому раствору добавляли 
200 мкл 2 М раствора фторида цезия в метаноле. 
Образовавшийся белый или светло-желтый осадок 
отфильтровывали, перекристаллизовывали из смеси  
вода-метанол (1:1) и высушивали при глубоком вакууме.

2-[2-(2-диметиламмониоэтокси)этокси)]- 
нонагидро-клозо-декаборат цезия, 
Cs[B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(CH3)2]

Выход: 0.030 г (79%). 1H ЯМР (ДМСО-d6, δ, 
м.д.): 10.16 (с, 1H, NH), 3.65 (т, 2H, CH2 (α)), 3.40 (т, 
2H, CH2 (γ)), 3.16 (м, 4H, CH2 (β, δ)), 2.77 (с, 6H, CH3 
(ε)), от 1.00 до −0.50 (м, 9H, B10H9). 

11B {1H} ЯМР  
(ДМСО-d6, δ, м.д.): 0.8 (c, BO (2)), −0.3, −3.5 (оба c, 
по 1B, BH (10, 1)), −21.5 (c, BH (3, 5, 6, 9)), −27.2  
(c, 2B, BH (7, 8)), −31.5 (c, 1B, BH (4)). 13C АРТ ЯМР,  
 (ДМСО-d6, δ, м.д.): 71.2 (CH2 (β)), 70.1 (CH2 (γ)), 63.2 
(CH2 (α)), 55.2 (CH2 (δ)), 42.8 (CH3 (ε)). ИК (KBr, см−1): 
3075, 2720 (ν(N+–H)), 2467 (ν(B–H)), 1471 (δ(H–N+–H)).  
Найдено (%): C, 18.59; H, 3.58; N, 3.61; B, 28.12; 
C6H24B10CsNO2. Вычислено (%): C, 18.80; H, 3.61; 
N, 3.65; B, 28.20. ИЭР-МС. Найдено, m/z: 250.3 
[B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(CH3)2]

−. (C6H24B10NO2). 
Вычислено: М = 250.3.

2-[2-(2-дипропиламмониоэтокси)этокси)]- 
нонагидро-клозо-декаборат цезия,  

Cs[B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(CH2CH2CH3)2]

Выход: 0.036 г (81%). 1H ЯМР (ДМСО-d6, δ, 
м.д.): 9.81 (с, 1H, NH), 3.68 (т, 2H, CH2 (α)), 3.38 (т, 
2H, CH2 (γ)), 3.20 (т, 2H, CH2 (β)), 3.13 (т, 2H, CH2 (δ)), 
2.51 (т, 4H, CH2 (ε)), 1.72 (м, 4H, CH2 (ζ)), 0.93 (т, 6H, 
CH2 (η)), от 1.00 до −0.50 (м, 9H, B10H9).

 11B {1H} ЯМР 
(ДМСО-d6, δ, м.д.): 1.4 (c, BO (2)), −0.1, −3.7 (оба c, 
по 1B, BH (10, 1)), −21.3 (c, BH (3, 5, 6, 9)), −27.3 
(c, 2B, BH (7,8)), −31.2 (c, 1B, BH (4)). 13C АРТ ЯМР  
(ДМСО-d6, δ, м.д.): 70.5 (CH2 (β)), 70.1 (CH2 (γ)), 54.9 
(CH2 (α)), 50.8 (CH2 (δ)), 23.1 (CH3 (ε)), 16.3 (CH3 (ζ)), 
10.9 (CH3 (η)). ИК (KBr, см−1): 3079, 2715 (ν(N+–H)), 
2449 (ν(B–H)), 1481 (δ(H–N+–H)). Найдено (%): C, 27.14; 
H, 7.26; N, 3.15; B, 24.49; C10H32B10CsNO2. Вычислено (%): 
C, 27.33; H, 7.34; N, 3.18; B, 24.60. ИЭР-МС. Най-
дено, m/z: 306.4 [B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(C3H7)2]

−. 
(C10H32B10NO2). Вычислено: М = 306.3.

2-[2-(2-дибутиламмониоэтокси)этокси)]- 
нонагидро-клозо-декаборат цезия,  

Cs[B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(СH2CH2CH2CH3)2]

Выход: 0.38 г (82%). 1H ЯМР (ДМСО-d6, δ, м.д.): 
9.80 (с, 1H, NH), 3.63 (т, 2H, CH2 (α)), 3.35 (т, 2H, CH2 
(γ)), 3.17 (т, 2H, CH2 (β)), 3.12 (т, 2H, CH2 (δ)), 2.51 (т, 
4H, CH2 (ε)), 1.62 (м, 4H, CH2 (ζ)), 1.33 (м, 4H, CH2 
(η)), 0.93 (т, 6H, CH3 (θ)), от 1.00 до −0.50 (м, 9H, 
B10H9). 

11B {1H} ЯМР (ДМСО-d6, δ, м.д.): 1.9 (c, BO 
(2)), 0.1, −3.6 (оба c, по 1B, BH (10, 1)), −21.4 (c, BH 
(3, 5, 6, 9)), −27.3 (c, 2B, BH (7, 8)), −31.4 (c, 1B, BH 
(4)). 13C АРТ ЯМР (ДМСО-d6, δ, м.д.): 70.5 (CH2 (β)), 
57.6 (CH2 (γ)), 53.2 (CH2 (α)), 50.8 (CH2 (δ)), 23.1 (CH2 
(ε)), 19.6 (CH2 (ζ)), 19.2 (CH3 (η)), 13.7 (CH3 (θ)). ИК 
(KBr, см−1): 3079, 2715 (ν(N+–H)), 2449 (ν(B–H)), 1483 
(δ(H–N+–H)). Найдено (%): C, 30.65; H, 7.72; N, 2.93; 
B, 22.98; C12H36B10CsNO2. Вычислено (%): C, 30.83; 
H, 7.76; N, 2.99; B, 23.12. ИЭР-МС. Найдено, m/z: 
334.2 [B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(CH2CH2CH2CH3)2]

−. 
(C12H36B10NO2). Вычислено: М = 334.4.

2-[2-(2-ди(2-метилпропил)аммониоэтокси)- 
этокси)]нонагидро-клозо-декаборат цезия,  

Cs[B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(CH2CH(CH3)2)2]

Выход: 0.36 г (77%). 1H ЯМР (ДМСО-d6, δ, м.д.): 
9.82 (с, 1H, NH), 3.32 (т, 2H, CH2 (α)), 3.17 (т, 2H, CH2 
(γ)), 3.07 (т, 2H, CH2 (β)), 2.43 (т, 2H, CH2 (δ)), 2.08 
(д, 4H, CH2 (ε)), 1.61 (м, 2H, CH (ζ)), 0.82 (д, 6H, CH3 
(η)), от 1.00 до −0.50 (м, 9H, B10H9). 

11B {1H} ЯМР  
(ДМСО-d6, δ, м.д.): 0.6 (c, BO (2)), −0.4, −3.1 (оба c, 
по 1B, BH (10, 1)), −21.3 (c, BH (3, 5, 6, 9)), −27.0 
(c, 2B, BH (7,8)), −31.6 (c, 1B, BH (4)). 13C АРТ ЯМР 
(ДМСО-d6, δ, м.д.): 72.2 (CH2 (β)), 69.4 (CH2 (γ)), 68.6 
(CH2 (α)), 64.0 (CH2 (δ)), 54.0 (CH (ε)), 26.3 (CH3 (ζ)), 
20.7 (CH3 (η)). ИК (KBr, см−1): 3082, 2694 (ν(N+–H)), 
2448 (ν(B–H)), 1468 (δ(H–N+–H)). Найдено (%): C, 30.62; 
H, 7.70; N, 2.94; B, 23.02; C12H36B10CsNO2. Вычислено (%): 
C, 30.83; H, 7.76; N, 2.99; B, 23.12. ИЭР-МС.  
Найдено, m/z: 334.3 [B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(CH2CH(CH3)2)2]

−. 
(C12H36B10NO2). Вычислено: М = 334.4.

2-[2-(2-N-морфолиламмониоэтокси)этокси)]- 
нонагидро-клозо-декаборат цезия,  

Cs[B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(CH2CH2)2О)]

Выход: 0.36 г (85%). 1H ЯМР (ДМСО-d6, δ, м.д.): 
4.55 (с, 1H, NH), 3.56 (т, 2H, CH2 (ζ)), 3.35 (т, 2H, CH2 
(α)), 3.19 (т, 2H, CH2 (γ)), 3.05 (т, 2H, CH2 (β)), 2.36 (т, 
2H, CH2 (δ)), 2.32 (м, 2H, CH2 (ε)), от 1.00 до −0.50 
(м, 9H, B10H9). 

11B {1H} ЯМР (ДМСО-d6, δ, м.д.): 1.5 
(c, BO (2)), −0.2, −3.2 (оба c, по 1B, BH (10, 1)), −21.3 
(c, BH (3, 5, 6, 9)), −27.0 (c, 2B, BH (7, 8)), −31.4 (c, 
1B, BH (4)). 13C АРТ ЯМР (ДМСО-d6, δ, м.д.): 72.2 
(СH2 (β)), 69.3 (CH3 (ζ)), 66.7 (CH2 (γ)), 65.9 (CH2 (α)), 
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58.0 (CH2 (δ)), 53.4 (CH2 (ε)). ИК (KBr, см−1): 3071, 
2726 (ν(N+–H)), 2454 (ν(B–H)), 1456 (δ(H–N+–H)). 
Найдено (%): C, 22.41; H, 6.10; N, 3.23; B, 25.24; 
C8H26B10CsNO3. Вычислено (%): C, 22.59; H, 6.16;  
N, 3.29; B, 25.41. ИЭР-МС. Найдено, m/z: 292.2  
[B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(CH2CH2)2O)]−. (C8H26B10NO3). 
Вычислено: М = 292.3.

2-[2-(2-диаллиламмониоэтокси)этокси)]- 
нонагидро-клозо-декаборат цезия,  

Cs[B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(CH2CH=CH2)2)]

Выход: 0.34 г (79%). 1H ЯМР (ДМСО-d6, δ, м.д.): 
9.85 (с, 1H, NH), 5.83 (м, 2H, CH (ζ)), 5.12 (д, 4H, CH2 
(η)), 3.38 (т, 2H, CH2 (α)), 3.20 (т, 2H, CH2 (γ)), 3.11 
(т, 2H, CH2 (β)), 3.04 (д, 4H, CH2 (ε)), 2.52 (т, 2H, CH2 
(δ)), от 1.00 до −0.50 (м, 9H, B10H9). 

11B {1H} ЯМР  
(ДМСО-d6, δ, м.д.): 1.1 (c, BO (2)), −0.3, −3.2 (оба c,  
по 1B, BH (10, 1)), −21.4 (c, BH (3, 5, 6, 9)), −27.2 (c, 
2B, BH (7, 8)), −31.7 (c, 1B, BH (4)). 13C АРТ ЯМР 
(ДМСО-d6, δ, м.д.): 135.7 (CH (ζ)), 117.4 (CH2 (η)), 72.2 
(CH2 (β)), 69.4 (CH2 (γ)), 67.9 (CH2 (α)), 56.4 (CH2 (δ)), 
52.2 (CH2 (ε)). ИК (KBr, см−1): 3079, 2716 (ν(N+–H)), 
3025 (ν(=C–H)), 2455 (ν(B–H)), 1446 (δ(H–N+–H)). 
Найдено (%): C, 27.40; H, 6.42; N, 3.17; B, 24.68; 
C10H28B10CsNO2. Вычислено (%): C, 27.58; H, 6.48;  
N, 3.21; B, 24.83. ИЭР-МС. Найдено, m/z: 302.4 
[ B 1 0H 9O ( C H 2) 2O ( C H 2) 2N H ( C H 2C H = C H 2) 2) ] –. 
(C10H28B10NO2). Вычислено: М = 302.3.

2-[2-(2-ди(2-бутил)аммониоэтокси)этокси)]- 
нонагидро-клозо-декаборат цезия, 

Cs[B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(CH(CH3)(CH2CH3))2]

К суспензии 45 мг (0.1 ммоль) (Bu4N)[B10H9O(CH2)4O] 
в 10 мл 1-пентанола (95%) добавляли 0.6 ммоль  
(105 мкл) ди-втор-бутиламина и нагревали при  
перемешивании в течение 6 ч при температуре  

110–120 °C. К полученному бесцветному раствору 
добавляли 200 мкл 2 М раствора фторида цезия в  
метаноле. Образовавшийся белый или светло- 
желтый осадок отфильтровывали, перекристаллизо-
вывали из смеси вода-метанол (1:1) и высушивали на 
глубоком вакууме.

Выход: 0.33 г (72%). 1H ЯМР (ДМСО-d6, δ, 
м.д.): 6.57 (с, 1H, NH), 3.38 (т, 2H, CH2 (α)), 3.16  
(т, 2H, CH2 (γ)), 3.06 (т, 2H, CH2 (β)), 2.55 (т, 2H,  
CH2 (δ)), 1.23 (т, 2H, CH (ε)), 1.09 (м, 4H, CH2 (ζ)), 
0.89 (т, 6H, CHCH3 (η)), 0.80 (т, 6H, CH2CH3 (θ)),  
от 1.00 до −0.50 (м, 9H, B10H9). 

11B {1H} ЯМР  
(ДМСО-d6, δ, м.д.): 1.3 (c, BO (2)), −0.4, −3.2  
(оба c, по 1B, BH (10, 1)), −21.4 (c, BH (3, 5, 6, 
9)), −27.1 (c, 2B, BH (7, 8)), −31.9 (c, 1B, BH (4)).  
13C АРТ ЯМР (ДМСО-d6, δ, м.д.): 72.2 (CH2 (β)),  
69.4 (CH2 (γ)), 65.5 (CH2 (α)), 62.7 (CH2 (δ)), 28.6 
(CH (ε)), 18.1 (CH2 (ζ)), 17.3 (CHCH3 (η)), 11.7 
(CH2CH3 (θ)). ИК (KBr, см−1): 3079, 2732 (ν(N+–H)),  
2456 (ν(B–H)), 1457 (δ(H–N+–H)). Найде-
но (%): C, 30.63; H, 7.70; N, 2.91; B, 23.00; 
C12H36B10CsNO2. Вычислено (%): C, 30.83; H, 7.76; 
N, 2.99; B, 23.12. ИЭР-МС. Найдено, m/z: 334.3 
[B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(CH(CH3)(CH2CH3))2]

−. 
(C12H36B10NO2). Вычислено: М = 334.4.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Нами изучено взаимодействие 1,4-диоксано-
вого производного клозо-декаборатного аниона 
[B10H9O(CH2)4O]− с вторичными аминами в среде эта-
нола. В ходе исследований показано, что в результате 
реакций происходит раскрытие циклического заме-
стителя оксониевого типа с последующим присоеди-
нением пендантных аммониевых функциональных 
групп (см. схему).

Схема. Взаимодействие аниона [B10H9O(CH2)4O]− с вторичными аминами.
Scheme. Interaction of the [B10H9O(CH2)4O]− anion with secondary amines.
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Рис. 1. 11B {1H} ЯМР-спектры Bu4N[B10H9O(CH2)4O] (сверху) и Cs[B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(CH2CH(CH3)2)2] (снизу).
Fig. 1. 11B {1H} NMR spectra of Bu4N[B10H9O(CH2)4O] (top) and Cs[B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(СH2CH(CH3)2)2] (bottom).

11B {1H} ЯМР спектроскопия является очень 
удобным способом первичного контроля реакций 
раскрытия 1,4-диоксанового заместителя в анио-
не [B10H9O(CH2)4O]−. Важно отметить, что общий  
вид спектра, характерный для монозамещенных  
клозо-декаборатов [B10H9R]x− (x = 1, 2) сохраняется, 
однако наблюдается существенное изменение хими-
ческих сдвигов сигналов (рис. 1).

Так, сигналы от апикальных атомов бора,  
проявляющиеся в 11B ЯМР спектре исходного со-
единения Bu4N[B10H9O(CH2)4O] при 0.8 м.д. и  

−6.4 м.д., в спектре цезиевой соли производного  
[B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(CH2CH(CH3)2)2]

− сбли-
жаются до −0.4 м.д. и −3.1 м.д., соответственно.  
Cинглет от ипсо-атома бора, связанного с атомом  
кислородом, сдвигается c 7.9 м.д. до 0.6 м.д. Он  
является единственным сигналом, который не  
расщепляется в дублет в отсутствии широкопо-
лосного подавления спин-спинового взаимодей-
ствия В–H. Сигналы от остальных экваториальных  
атомов в сильном поле перераспределяются относи-
тельно спектра исходного аниона [B10H9O(CH2)4O]−: 
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в спектре продукта реакции наблюдаются три сигнала 
при −21.3, −27.0 и −31.56 м.д. с соотношением ин-
тегральных интенсивностей 4:2:1. Такие изменения 
в спектральной картине можно объяснить перерас-
пределением электронной плотности на атомах бора 
вследствие изменения типа связи B–O с оксониевого 
на алкоксильный. 

Описанные изменения позволяют однозначно 
судить о протекании процесса раскрытия цикличе-
ского заместителя в 1,4-диоксановом производном 
клозо-декаборатного аниона, но в то же время не 
предоставляют практически никакой информации о 
строении алкоксильного спейсера и введенной пен-
дантной группы, так как являются очень схожими 
для всех полученных соединений. Эти данные полу-
чены при анализе ИК, 13C АРТ и 1H ЯМР-спектров 
образующихся производных.

Так, в ИК-спектрах синтезированных соеди-
нений с пендантными аммониевыми группами  
присутствуют полосы поглощения в областях  
2690–3100 см−1 и 1440–1490 см−1, которые относят-
ся к валентным колебаниям связей N+–H и дефор-
мационным колебаниям связей H–N+–H соответ-
ственно. Борный кластер представлен в ИК-спектрах  
продуктов высокоинтенсивной полосой погло- 
щения от валентных колебаний B–H в диапазоне 
2449–2467 см−1. Такой вид спектров свидетельствует 
о раскрытии циклического заместителя и присоеди-
нении пендантных азотсодержащих групп.

Спектры 1H ЯМР полученных производных  
клозо-декаборатного аниона претерпевают  

значительные изменения по сравнению со спектром 
исходного аниона [B10H9O(CH2)4O]−. В частности, в 
его 1H ЯМР спектре присутствуют только два 
 триплета при 3.85 м.д. и 4.31 м.д. от неэквивалентных 
метиленовых групп циклического заместителя, а в  
спектре Cs[B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(CH2CH(CH3)2)2] 
появляются четыре триплета с равной интегральной 
интенсивностью от протонов алкоксильной цепи при 
3.32 м.д. (α), 3.17 м.д. (γ), 3.07 м.д. (β) и 2.43 м.д. 
(δ), а также сигналы от пендантной группы при 2.08  
(д, CH2 (ε)), 1.61 (м, 2H, CH (ζ)) и 0.82 (д, 6H, CH3 
(η)) м.д. (рис. 2). Подобные изменения наблюда- 
ются в спектрах и других полученных соедине-
ний. Необходимо отметить, что сигналы от атомов  
водорода борного кластера, как правило, представ-
ляют собой чрезвычайно уширенный мультиплет  
в диапазоне от 1.00 до −0.50 м.д. и не представляют 
существенного интереса.

В 13С АРТ спектрах синтезированных соеди-
нений также наблюдаются интересные изменения,  
связанные с раскрытием 1,4-диоксанового замести-
теля и введением концевой аммониевой группы.  
Так, в спектре цезиевой соли аниона  
[B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(CН2CH(CH3)2)2]

− присут-
ствуют четыре сигнала при 54.0, 26.3 и 20.7 м.д. от ε-, 
ζ- и η-атомов углерода группы –NH(CH2CH(CH3)2)2. 
Сигналы от атомов углерода спейсерной  
цепи наблюдаются при 72.2 (β), 69.4 (γ), 68.6 (α),  
64.0 (δ) м.д. (рис. 3).

Состав синтезированных производных клозо- 
декаборатного аниона подтвержден с помощью  

Рис. 2. 1H ЯМР-спектр Cs[B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(CH2CH(CH3)2)2] в ДМСО-d6.
Fig. 2. 1H NMR spectrum of Cs[B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(CH2CH(CH3)2)2] in DMSO-d6.



435

Тонкие химические технологии = Fine Chemical Technologies. 2022;17(5):427–438

Е.Ю. Матвеев, С.С. Новиков, В.Я. Левицкая и др.

Рис. 3. 13C АРТ ЯМР-спектр Cs[B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(CH2CH(CH3)2)2] в ДМСО-d6.
Fig. 3. 13C ART NMR spectrum of Cs[B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(CH2CH(CH3)2)2] in DMSO-d6.

Рис. 4. ИЭР-МС спектр соединения Cs[B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(CH2CH2CH2CH3)2]  
в отрицательном режиме ионизации.

Fig. 4. ESI-MS spectrum of the Cs[B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(CH2CH2CH2CH3)2]  
in the negative ionization mode.

метода ИЭР-МС. Например, на масс-спектре со- 
единения Cs[B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(CH2CH2CH2CH3)2] 
в отрицательном режиме ионизации ИЭР-МС  
наблюдается ион с максимальной интенсивностью 
при m/z 334.2 от однозарядного аниона состава  
[B 10H 9O(CH 2) 2O(CH 2) 2NH(CH 2CH 2CH 2CH 3) 2] −  
(рис. 4).

Интересно отметить, что взаимодействие аниона 
[B10H9O(CH2)4O]− с ди-втор-бутиламином практиче-
ски не протекает в этаноле при кипячении в течение 8 ч,  
поэтому данную реакцию проводили в среде более вы-
сококипящего растворителя (1-пентанола). Это можно 
связать со стерическими затруднениями при образовании  
аниона [B10H9O(CH2)2O(CH2)2NH(CH(CH3)(CH2CH3))2]

−.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в настоящем исследовании 
разработан метод синтеза новых производных  
клозо-декаборатного аниона с присоединенными  
к кластерному аниону молекулами вторичных  
аминов (диметиламин, дипропиламин, диаллил- 
амин, дибутиламин, диизобутиламин, морфолин, 
ди-втор-бутиламин) в качестве пендантных групп.

Показано, что данный метод отличается высо-
кими выходами целевых соединений (72–88%), про-
стотой исполнения и позволяет селективно получать 
азотсодержащие производные аниона [B10H10]

2−. Дан-
ные соединения могут быть использованы в качестве 
эффективных полидентатных лигандов, а также вве-
дены в дальнейшие реакции модификации за счет 
присоединенной пендантной группы.
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Аннотация 

Цели. Получение экспериментальных данных о влиянии вида активирующей добавки 
на процесс холодного спекания высокоэнтропийной керамики состава (MnFeCoNiCu)3O4. 
В качестве активирующих добавок были использованы: ацетат аммония (CH3COONH4), 
уксусная кислота (CH3COOH), аммоний хлористый (NH4Cl), калий фтористый 2-х водный 
(КF·2H2O), литий фтористый (LiF), натрий фтористый (NaF), гидроксид натрия (NaOH).
Методы. Синтез исходного порошка методом низкотемпературного самораспространя-
ющегося синтеза; исследование гранулометрического состава порошка методом лазер-
ной дифракции; анализ формы частиц и микроструктуры скомпактированных образцов 
методом сканирующей электронной микроскопии; анализ фазового состава методом 
рентгенофазового анализа; консолидация образцов высокоэнтропийной керамики мето-
дом холодного спекания; плотность исходного порошка и относительная плотность об-
разцов керамики холодного спекания определялись методом Архимеда.
Результаты. Образцы с относительной плотностью свыше 0.70 получены с применени-
ем дистиллированной воды, CH3COONH4 и NaOH в процессе холодного спекания при тем-
пературе 300 °С, времени выдержки 30 мин и давлении прессования 315 МПа.
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Влияние активирующих добавок на процесс холодного спекания...

Выводы. Впервые экспериментально показано влияние вида активирующей добавки 
на относительную плотность образцов высокоэнтропийной керамики (MnFeCoNiCu)3O4, 
полученных с помощью процесса холодного спекания. Микроструктуры образцов имеют 
выраженные отличия: 20 мас. % дистиллированной воды не приводит к росту зерен, 
наблюдается только их уплотнение до 0.71 относительной плотности; при добавлении 
0.1 мас. % CH3COONH4 и NaOH наблюдается рост среднего размера зерен при дости-
жении близких показателей относительной плотности (0.70 и 0.71 соответственно). 
Рентгенодифракционный анализ показал, что процесс холодного спекания порошка 
(MnFeCoNiCu)3O4 не приводит к изменению фазового состава исходного порошка, что 
свидетельствует о сохранении высокоэнтропийной структуры.

Ключевые слова: высокоэнтропийная керамика, оксидная керамика, процесс холодного 
спекания, спекание, фазовый состав

Для цитирования: Смирнов А.В., Ивакин Ю.Д., Корнюшин М.В., Холодкова А.А., Васин A.A., Аюдинян С.,  
Киракосян А.В. Влияние активирующих добавок на процесс холодного спекания высокоэнтропийной керамики 
(MnFeCoNiCu)3O4. Тонкие химические технологии. 2022;17(5):439–449. https://doi.org/10.32362/2410-6593-2022-17-
5-439-449

RESEARCH  ARTICLE

Effect of activating additives on the cold sintering process  
of (MnFeCoNiCu)3O4 high-entropy ceramics
Andrey V. Smirnov1,, Yuri D. Ivakin1,2, Maxim V. Kornyushin1,  
Anastasia A. Kholodkova1,2, Alexander A. Vasin1, Sofia Ayudinyan3,  
Hasmik V. Kirakosyan3

1Mobile Solutions Engineering Center, MIREA – Russian Technological University, Moscow, 
119454 Russia
2Faculty of Chemistry, M.V. Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119991 Russia
3A.B. Nalbandyan Institute of Chemical Physics, National Academy of Sciences, Yerevan, 0014 
Armenia
Corresponding author, e-mail: smirnov_av@mirea.ru 

Abstract

Objectives. To obtain experimental data on the effect of activating additive type on the cold 
sintering process of (MnFeCoNiCu)3O4 high-entropy ceramic. The following substances were used 
as activating additives: ammonium acetate (CH3COONH4), acetic acid (CH3COOH), ammonium 
chloride (NH4Cl), potassium fluoride dihydrate (КF·2H2O), lithium fluoride (LiF), sodium fluoride 
(NaF), and sodium hydroxide (NaOH).
Methods. Synthesis of the initial powder by low-temperature self-propagating method; 
investigation of the powder particles size distribution by laser diffraction method; analysis 
of the particle shape and compacted sample microstructure by scanning electron microscopy; 
investigation of the phase composition by X-ray phase analysis; high-entropy ceramic sample 
consolidation by cold sintering process. The density of the initial powder and the relative density 
of cold sintered samples were determined by the Archimedes method.
Results. Samples with a relative density of over 0.70 were obtained using distilled water, 
CH3COONH4 and NaOH during cold sintering at 300 °C, with a holding time of 30 min and 
pressure 315 MPa.

https://doi.org/10.32362/2410-6593-2022-17-5-439-449
https://doi.org/10.32362/2410-6593-2022-17-5-439-449
mailto:smirnov_av@mirea.ru


441

Тонкие химические технологии = Fine Chemical Technologies. 2022;17(5):439–449

А.В. Смирнов, Ю.Д. Ивакин, М.В. Корнюшин и др.

Conclusions. For the first time, the effect of the type of activating additive on the relative density 
of high-entropy ceramics (MnFeCoNiCu)3O4 samples obtained by cold sintering process has 
been experimentally demonstrated. The samples microstructures have pronounced differences:  
20 wt % distilled water does not lead to grain growth, with only their compaction to 0.71 relative 
density observed; however, the addition of 0.1 wt % CH3COONH4 and NaOH increases the 
average grain size when reaching similar relative densities (0.70 and 0.71, respectively). X-ray 
diffraction analysis showed that the cold sintering process does not lead to a change in the 
phase composition of the initial (MnFeCoNiCu)3O4 powder, confirming the preservation of the 
high-entropy structure.

Keywords: high-entropy ceramics, oxide ceramics, cold sintering process, sintering, phase 
composition

For citation: Smirnov A.V., Ivakin Yu.D., Kornyushin M.V., Kholodkova A.A., Vasin A.A., Ayudinyan S., Kirakosyan H.V. 
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ВВЕДЕНИЕ

Высокоэнтропийные материалы были впервые 
описаны в 2004 г. в качестве инновационных ме-
таллических неупорядоченных многокомпонентных 
сплавов с перспективными приложениями [1]. Ко-
личество сочетаний компонентов композиции, ко-
торое можно охватить с помощью данного подхода, 
практически безгранично, и до сих пор исследовано 
очень ограниченное количество вариантов. Тем не 
менее, ранее было показано, что несколько высоко-
энтропийных сплавов обладают исключительными 
механическими и эксплуатационными свойствами, 
превосходящими свойства обычных сплавов [2]. 
Позже, в 2015 г. была продемонстрирована стабили-
зация энтропии в смеси оксидов и были получены 
первые образцы так называемой высокоэнтропийной 
керамики. Было показано, что высокоэнтропийные 
керамические системы обладают перспективными 
свойствами для широкого спектра применений: те-
плозащитные покрытия, термоэлектрики, катали-
заторы, аккумуляторы и износостойкие покрытия 
[3]. В последние годы было исследовано несколько 
высокоэнтропийных оксидных систем, таких как 
ферримагнитные (CoCrFeMnNi)3O4 [4, 5] и ферро-
магнитные (CoCrFeMnZn)3O4 и (CoCrFeNiZn)3O4 
[6]; перовскиты с редкоземельными элементами 
(La(CoCrFeMnNi)O3), проявляющие сложное маг-
нитное состояние с преобладанием антиферромаг-
нитных взаимодействий [7]. Было обнаружено, что 
высокоэнтропийный оксидный керамический ма-
териал со структурой типа каменной соли (MgCoNiCuZn)O  
демонстрирует дальнодействующий магнитный  

порядок, несмотря на структурный беспорядок слу-
чайно распределенных магнитных ионов. Предпола-
гается, что аналогичные магнитные свойства могут 
быть реализованы в высокоэнтропийных оксидных 
керамических материалах с различными типами кри-
сталлической решетки и различными составами эле-
ментов, в частности, в системе (MnFeCoNiCu)3O4 [8]. 

Одной из основных проблем в исследованиях 
свойств вышеописанных перспективных высокоэн-
тропийных оксидных керамических материалов яв-
ляется сохранение высокоэнтропийной структуры 
исходных порошковых материалов в процессе их 
спекания. Высокие температуры спекания (обычно 
более 1000 °С) приводят к нарушению высокоэнтро-
пийной структуры в результате фазовых превраще-
ний, испарения, химических реакций и разложения 
высокоэнтропийных фаз [3]. Для стабильного полу- 
чения образцов высокоэнтропийной керамики необ- 
ходимо использовать способы консолидации  
при температурах, не превышающих температуры 
синтеза исходных высокоэнтропийных керами-
ческих порошков, которые находятся в диапазоне  
350–750 °С [3, 9].

В настоящее время разработан и активно иссле-
дуется новый способ спекания керамики с использо-
ванием жидкой фазы, давления прессования и темпе-
ратур ниже 550 °С. Инновационный метод получил 
название процесс холодного спекания (англ. Cold 
Sintering Process, CSP) [10, 11]. Установлено, что, 
благодаря участию в процессе жидкой фазы чаще 
всего воды или водных растворов кислот и щелочей, 
температуры спекания оксидных керамических мате-
риалов значительно понижаются, вплоть до диапазона 
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200–400 °С и ниже, а в некоторых случаях и до ком-
натной температуры [12]. Кроме того, некоторые ма-
териалы, например, ZnO, удается уплотнить до более 
чем 90% от их теоретической плотности за время ме-
нее 15 мин при температуре ниже 300 °C [13]. Схема 
процесса холодного спекания представлена на рис. 1.

Основными параметрами процесса холодного 
спекания являются: усилие прессования, темпера-
тура в пресс-форме, время выдержки под действием 
заданного давления и температуры, вид и концентра-
ция активирующей добавки, концентрация жидкой 
фазы, свойства керамического порошкового матери-
ала (его растворимость, размер частиц и грануломе-
трический состав (рис. 2)) [14]. Данные параметры 
подбираются для каждого конкретного материала 
экспериментально. Механизм, или механизмы про-
цесса холодного спекания находятся в стадии изу-
чения. В настоящее время в литературе предложены 
три механизма переноса массы в процессе холод-
ного спекания: растворение – осаждение [11]; пере-
нос массы за счет поверхностной диффузии в слое 
с повышенным содержанием дефектов, образовав-
шихся вследствие диссоциативной адсорбции воды  
оксидными частицами [13]; перенос массы за счет 

поверхностного растекания и коалесценции частиц 
благодаря появлению твердофазной подвижности 
структуры оксидов вследствие обмена молекулами 
воды между средой и формами воды, связанными в 
структуре оксидных частиц [15].

Выбор добавок, активирующих холодное спека-
ние, основан на представлениях о механизме процес-
са. Это могут быть добавки, повышающие раство-
римость оксидных частиц в водной среде благодаря 
изменению рН. Добавка NaOH увеличивает рН во-
дного раствора, создавая щелочную среду. Уксусная 
кислота уменьшает рН раствора и способствует рас-
творению оксидов в кислой среде. Протон кислоты 
при адсорбции на оксидных частицах увеличивает 
в них содержание гидроксильных групп (связанных 
форм воды в структуре оксидов) и повышает струк-
турную подвижность [16]. Ацетат аммония или хло-
рид аммония, добавленные в воду, также создают 
кислую среду за счет гидролиза при повышении тем-
пературы. Кроме того, как показали исследования хо-
лодного спекания, ацетатный ион способен диффун-
дировать в объем оксидных частиц и обмениваться 
со средой, вызывая повышение структурной под-
вижности [16, 17]. Добавка фторидов при гидролизе 
приводит к образованию HF, что может увеличить 
растворимость оксидов также за счет образования 
фторидных комплексов [18]. На данный момент, в 
литературе не описаны эксперименты по изучению 
влияния активирующих добавок на процесс холодно-
го спекания высокоэнтропийной керамики вообще, и 
состава (MnFeCoNiCu)3O4 в частности.

В работе [19] впервые была экспериментально 
показана принципиальная возможность получения 
образцов высокоэнтропийной керамики состава 
(MnFeCoNiCu)3O4 в процессе холодного спекания с 
применением в качестве жидкой фазы 20 мас. % ди-
стиллированной воды. Образцы керамики с пористо-
стью 28–31% получены при температуре 300 °С при 
временах выдержки 3, 30 и 60 мин и давлении прес-
сования 315 МПа. 

Целью настоящего исследования является по-
лучение новых экспериментальных данных о вли-
янии вида активирующей добавки на процесс хо-
лодного спекания высокоэнтропийной керамики 
(MnFeCoNiCu)3O4. Влияние вида активирующей 
добавки оценивалось по относительной плотности 
образцов. Наиболее плотные образцы были подвер-
гнуты анализу микроструктуры и фазового состава.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве исходного материала был исполь-
зован порошок высокоэнтропийного оксидно-
го керамического материала (MnFeCoNiCu)3O4, 
синтезированный методом низкотемпературного  

Рис. 1. Схема реализации процесса холодного спекания.
Fig. 1. Scheme of the cold sintering process.

Рис. 2. Основные параметры процесса холодного  
спекания [14].

Fig. 2. Main parameters of the cold sintering process [14].
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самораспространяющегося синтеза (или объемного 
горения) в воздушной среде из эквимолярной смеси 
нитратов металлов Mn, Fe, Co, Ni, Cu. Для приготов-
ления смеси прекурсоров гидраты нитратов металлов 
(Me(NO3)n) (Sigma-Aldrich, США) вместе с органиче-
ским топливом (лимонной кислотой) растворяли в 
деионизированной воде собственного изготовления 
для получения насыщенного раствора. Однородную 
смесь заливали в стакан из кварцевого стекла и на-
гревали на электронагревателе. После испарения 
воды образовывалась вязкая жидкость (золь, затем 
гель), которая самовоспламенялась при температу-
ре более 200 °C (так называемое объемное горение, 
сопровождающееся выделением газа и дыма). Для 
отслеживания реакции в различных тепловых режи-
мах использовались измерения хромель-алюмелевой 
термопарой (НПП «Эталон», Россия), максимальная 
температура синтеза составляла около 450 °C. После 
остывания, продукт синтеза извлекался из стакана и 
растирался в агатовой ступке.

Процесс холодного спекания проводился в 
стальной пресс-форме с индукционным нагревом 
(рис. 3а). Пресс-форма в сборе содержала три пу-
ансона: верхний, средний и нижний (диаметром  
11 мм), между верхним и средним пуансонами рас-
полагалась смесь порошка (MnFeCoNiCu)3O4 с 
жидкой фазой, а между средним и нижним пуансо-
нами размещалось медное уплотнительное кольцо  
(рис. 3б). Уплотнение использовалось для пре-
дотвращения выдавливания смеси через зазоры в 
пресс-форме во время прессования. Непосредствен-
но перед помещением в пресс-форму, 0.4 г порош-
ка (MnFeCoNiCu)3O4 и 0.08 мл воды (20 мас. %) 
смешивались в чаше при тщательном перемешива-
нии. Термопара была зафиксирована в пресс-фор-
ме в углублении рядом с образцом. Пресс-форма 
с индукционным нагревателем была установлена 

Рис. 3.  (а) Стальная пресс-форма с индукционным нагревателем в сборе на гидравлическом прессе;  
(б) детали пресс-формы.

Fig. 3. (a) Steel mold with induction heater on hydraulic press; (b) mold parts.

по оси гидравлического пресса. Усадку порошка в 
пресс-форме контролировали путем измерения осе-
вого смещения нижней платформы гидравлического 
пресса с помощью механического индикатора пере-
мещения часового типа (с ценой деления 10 мкм) 
(ВладПромаш, Россия), закрепленного на раме ги-
дравлического пресса. 

Использовались следующие режимы процес-
са холодного спекания: температуры спекания 250 
и 300 °C, скорость нагрева до температуры спека-
ния 20 мин, время выдержки 30 мин. Режимы были  
выбраны на основании результатов работы [19]. Во 
всех экспериментах количество жидкой фазы состав-
ляло 20 мас. %: дистиллированная вода или водный 
раствор 0.1 мас. % активирующей добавки. В каче-
стве активирующих добавок были использованы: 
ацетат аммония (CH3COONH4) (Химпром-М, Россия), 
уксусная кислота (CH3COOH) (РХЗ «НОРДИКС», 
Россия), аммоний хлористый (NH4Cl) (Химпром-М, 
Россия), калий фтористый 2-х водный (КF·2H2O) 
(РХЗ «НОРДИКС», Россия), литий фтористый  
(LiF) (Alfa Aesar, США), натрий фтористый (NaF) 
(Alfa Aesar, США), гидроксид натрия (NaOH) (Alfa 
Aesar, США). Все реактивы использовались квали-
фикации х.ч.

Характеризация исходного порошка по грану-
лометрическому составу проводилась с помощью 
лазерного анализатора размеров частиц LS 13 320 MW 
(Beckman Coulter, США). Для деагломерации ис-
ходного порошка проба перед измерением грану-
лометрического состава помещалась в стеклянную 
пробирку с водой и подвергалась воздействию уль-
тразвука (УЗ) в ультразвуковой ванне с мощностью 
60 Вт. Плотность исходного порошка и относитель-
ная плотность образцов керамики холодного спе-
кания определялись методом Архимеда. Морфоло-
гия исходного порошка и микроструктура образцов  

(а) (б)
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керамики исследовались методом сканирующей 
электронной микроскопии (СЭМ) с помощью элек-
тронного микроскопа JSM-6390 LA (JEO, Токио, 
Япония). Средний размер зерен образцов керамики 
холодного спекания определялся при анализе СЭМ 
изображений сколов образцов. Измерялся диаметр 
частиц с хорошо выраженным контуром. В итоге,  
результаты измерений содержат как размер отдель-
ных частиц, так и их плотных агрегатов. Фазовый 
анализ синтезированного порошка и измельченных 
образцов керамики холодного спекания выполня-
ли на рентгеновском дифрактометре XRD-6000  
(Shimadzu, Киото, Япония) с CuKα излучением в ди-
апазоне 10° ≤ 2θ ≤ 70° и с шагом 2θ = 0.02°. Дифрак-
тограммы образцов сопоставлялись с данными базы 
PDF-2 [20].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Микрофотография исходного порошка  
(MnFeCoNiCu)3O4 после синтеза представлена на 
рис. 4. Порошок представляет из себя крупные  
частицы пористых агломератов, что является характер-
ным для порошков, полученных методом низкотемпе-
ратурного самораспространяющегося синтеза (объем-
ного горения). Анализ гранулометрического состава  
(табл. 1) подтвердил наличие преимущественно  

крупных агломератов с модальным диаметром  
dМ = 45.9 мкм. После УЗ обработки средний размер 
частиц уменьшился примерно вдвое, то есть ис-
пользование УЗ привело к разрушению значитель-
ного количества крупных агломератов и агрегатов.  
Пикнометрическая плотность порошка, измеренная 
по методу Архимеда, составила 5.14 г/см3.

В результате серии экспериментов по холод-
ному спеканию порошка (MnFeCoNiCu)3O4 уста-
новлено, что относительной плотности образцов 
≥0.70 удается достичь только при использовании 
дистиллированной воды, либо водных растворов 
CH3COONH4 и NaOH (табл. 2). При давлении прес-
сования 315 МПа, времени выдержки 30 мин, дли-
тельности нагрева 20 мин и концентрации добавки 
0.1 мас. % наибольшая относительная плотность  
образцов стабильно достигалась при температуре  
300 °С. Образцы обладали достаточной транспортной 
прочностью для извлечения из пресс-формы, 
измерения относительной плотности методом 
Архимеда и последующих измерений электрических 
и магнитных свойств (результаты исследований 
физических свойств образцов высокоэнтропийной 
керамики будут представлены в отдельной 
публикации). Возможно, увеличение концентрации 
эффективных активирующих добавок (CH3COONH4 
и NaOH) позволит снизить температуру про-
цесса при сохранении значений относительной  

Рис. 4. СЭМ изображение порошка (MnFeCoNiCu)3O4.
Fig. 4. SEM image of the (MnFeCoNiCu)3O4 powder.

Таблица 1. Результаты измерения гранулометрического состава порошка (MnFeCoNiCu)3O4
Table 1. Results of the granulometric composition measurement for (MnFeCoNiCu)3O4 powder

№ Условия
Conditions

dМ, мкм
dМ, µm

d10, мкм
d10, µm

d50, мкм
d50, µm

d90, мкм
d90, µm

Sуд,* см2/см3

Ssp, * cm2/cm3

1 Без УЗ
Without ultrasonic treatment 45.9 8.9 32.0 73.8 3466

2 После УЗ 
After ultrasonic treatment 20.4 6.0 18.1 36.4 5145

* Sуд – удельная площадь поверхности.
* Ssp is the specific surface area.
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плотности свыше 0.70. В условиях данного экспе-
римента увеличение температуры процесса холодного 
спекания невозможно по причине сильной адгезии 
образца к пуансонам при температуре 350 °С [19].

Наиболее плотные образцы холодного спекания 
(рис. 5), полученные с применением воды и во-
дных растворов CH3COONH4 и NaOH были ис-
следованы методами СЭМ и рентгенодифракци-
онного анализа. Анализ микроструктур образцов  
(рис. 6), полученных при разных составах жидкой 
фазы и идентичных режимах холодного спекания, 
свидетельствует о заметном эффекте активирующих 
добавок CH3COONH4 и NaOH. При использовании 
дистиллированной воды наблюдается изменение 
морфологии исходных частиц порошка, образо-
вание зерен, их уплотнение и незначительный  
рост размеров (рис. 6а). Можно заключить, что  
наличие 20 мас. % дистиллированной воды и  
механического давления 315 МПа достаточно для 
инициации процесса холодного спекания порош-
ка состава (MnFeCoNiCu)3O4 при температуре  
300 °С в течение 30 мин. При добавлении 0.1 мас. %  
CH3COONH4 (рис. 6б) и NaOH (рис. 6в) наблюдает-
ся выраженный рост зерен при достижении близ-
ких показателей относительной плотности (0.70 и 
0.71 соответственно). Процесс холодного спекания 

Таблица 2. Влияние активирующих добавок на относительную плотность образцов холодного спекания
Table 2. Effect of activating additives on the relative density of cold-sintered samples 

Активирующая добавка
Activating additive

Температура, °C
Temperature, °C

Режимы холодного спекания*
Cold sintering modes*

Относительная плотность
Relative density

H2O
250

P = 315 МПа
t = 30 мин

P = 315 MPa
t = 30 min

0.69

300 0.71

CH3COONH4

250 0.68

300 0.70

CH3COOH
250 0.65

300 0.67

NH4Cl
250 0.64

300 0.65

КF·2H2

250 0.54

300 0.55

LiF
250 0.60

300 0.59

NaF
250 0.63

300 0.64

NaOH
250 0.70

300 0.71

* P – давление прессования, t – время выдержки.
* P is the compression-molding pressure; t is the holding time. 

Рис. 5. Образец керамики холодного спекания  
из порошка (MnFeCoNiCu)3O4, относительная  

плотность 0.71 (температура 300 °С, 0.1 мас. % NaOH).
Fig. 5. Cold-sintered ceramic sample from  

(MnFeCoNiCu)3O4 powder, relative density 0.71  
(temperature 300 °C, 0.1 wt % of NaOH).

протекает более интенсивно в водной среде, содер-
жащей CH3COONH4 и NaOH. Это значит, что дан-
ные активирующие добавки, в случае с порошком 
состава (MnFeCoNiCu)3O4, инициируют растворе-
ние поверхности частиц порошка и/или увеличи-
вают количество дефектов в поверхностном слое 
частиц порошкового материала и, как следствие, 
увеличивают твердофазную подвижность его  
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кристаллической структуры. Для детального изучения 
влияния CH3COONH4 и NaOH на микроструктуру и 
свойства высокоэнтропийной керамики холодного 
спекания состава (MnFeCoNiCu)3O4 запланированы 
дальнейшие исследования распределения зерен по 
размерам с помощью анализа СЭМ изображений, 
характеризация электрических и магнитных 
свойств образцов в зависимости от концентрации 
активирующей добавки и режимов процесса.

На рис. 7 представлены результаты рентгено-
дифракционного анализа фазового состава исход-
ного порошка (рис. 7а) и образцов холодного 
спекания (рис. 7б–7г). Все дифрактограммы имеют 
идентичные паттерны рефлексов, соответствующие 
фазе со структурой шпинели и дополнительные 
рефлексы, свидетельствующие о присутствии второй 
фазы со структурой каменной соли. Присутствие 
двух фаз отличает высокоэнтропийную оксидную 
керамику (MnFeCoNiCu)3O4, исследованную в дан-
ной работе, от описанного в статье [21] материала 
схожего химического состава, но имеющего толь-
ко одну фазу со структурой шпинели. Данный факт 
представляет значительный интерес, так как свойства 
высокоэнтропийной керамики (MnFeCoNiCu)3O4 
с одной и двумя фазами могут иметь значитель-
ные отличия. В целом, можно констатировать,  
что процесс холодного спекания порошка  

(в)(а) (б)

Рис. 6. Микроструктура образцов и гистограммы распределения по размерам частиц  
керамики (MnFeCoNiCu)3O4 холодного спекания, полученных при разных составах жидкой фазы: (а) H2O;  

(б) 0.1 мас. % CH3COONH4; (в) 0.1 мас. % NaOH. Температура 300 °С, давление прессования 315 МПа, выдержка 30 мин.
Fig. 6. Microstructure and particle size distribution histogram of cold-sintered (MnFeCoNiCu)3O4 ceramic samples  

obtained at different compositions of the liquid phase: (a) H2O; (b) 0.1 wt % CH3COONH4; (с) 0.1 wt % NaOH.  
Temperature 300 °C, compression-molding pressure 315 MPa, dwell 30 min.

Рис. 7. Рентгенограммы:  
(а) исходный порошок (MnFeCoNiCu)3O4;  

(б) образец холодного спекания, 0.1 мас. % NaOH;  
(в) образец холодного спекания, 0.1 мас. % CH3COONH4; 

(г) образец холодного спекания, H2O.  
Цифрами отмечены фазы типов: 1 – шпинель;  

2 – каменная соль. Температура 300 °С,  
давление прессования 315 МПа, выдержка 30 мин.

Fig. 7. XRD patterns of:  
(a) initial powder (MnFeCoNiCu)3O4;  

(b) cold-sintered sample, 0.1 wt % of NaOH;  
(c) cold-sintered sample, 0.1 wt % of CH3COONH4;  

(d) cold-sintered sample, H2O.  
Phase types indicated: 1—spinel; 2—rock salt. Temperature 300 °C, 

compression-molding pressure 315 MPa, dwell 30 min.
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(MnFeCoNiCu)3O4 при температуре 300 °С и 
с использованием водной среды с добавками  
0.1 мас. % CH3COONH4 и NaOH не приводит к 
изменению фазового состава исходного порошка,  
что свидетельствует о сохранении высокоэнтро-
пийной структуры.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Впервые экспериментально показано влияние 
вида активирующей добавки на относительную 
плотность образцов высокоэнтропийной керами-
ки (MnFeCoNiCu)3O4, полученных с помощью про-
цесса холодного спекания. Образцы керамики с  
относительной плотностью 0.70–0.71 получены  
при использовании в качестве жидкой среды  
20 мас. % дистиллированной воды или водного  
раствора 0.1 мас. % CH3COONH4 или NaOH. Образ-
цы высокоэнтропийного керамического материала 
были получены при температуре 300 °С, времени 
выдержки 30 мин и давлении прессования 315 МПа. 
Микроструктуры образцов имеют выраженные  
отличия: 20 мас. % дистиллированной воды не 
приводит к выраженному росту зерен, наблюда-
ется только их уплотнение до 0.71 относительной  
плотности; при добавлении 0.1 мас. % CH3COONH4 
и NaOH наблюдается заметный рост зерен при  
достижении близких показателей относитель-
ной плотности (0.70 и 0.71 соответственно). Для 
детального изучения этого эффекта запланированы 
дальнейшие исследования распределения зерен 
по размерам и физических свойств образцов  
в зависимости от концентрации активиру-
ющей добавки и режимов процесса. Рентгено-
дифракционный анализ показал, что процесс 
холодного спекания порошка (MnFeCoNiCu)3O4 
при температуре 300 °С и с использованием  
водной среды с добавками 0.1 мас. % CH3COONH4 
и NaOH не приводит к изменению фазового 
состава исходного порошка, что свидетельствует  
о сохранении высокоэнтропийной структуры.
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