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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 
Актуальность темы исследования  
Органические и биологические твердые тела, не обладающие 

кристаллической  структурой,  представляют  интерес  не  только  для 
практического использования, но и ввиду их необычных 
фундаментальных свойств. С точки зрения практического 
применения, такие материалы технологичны, прозрачны, обладают 
равномерными физическими свойствами. Исследование 
биологических объектов при низких температурах представляет 
интерес в связи с изучением процессов криоконсервации, а также в 
связи с исследованием  таких структурно-динамических свойств, 
изучение которых облегчено в условиях заторможенности 
движений  и  которые  при  этом  неизбежно  проявляют  себя  и  при 
более высоких температурах. 

Исследование наноструктуры таких тел является важной 
фундаментальной задачей, так как структура, а именно 
надмолекулярная упаковка или упаковка больших молекул, 
определяет  многие  макросвойства  объектов,  такие  как  твердость, 
теплопроводность материала, функциональность биосистем и 
другие.  Знание  наноструктуры  твердых  тел  важно  для  развития 
нанотехнологий, наномедицины, разработки лекарств и методов их 
доставки.  Так,  например,  белки  и  пептиды  могут  связываться  с 
металлами,  ионами,  полупроводниками,  меняя  свою  структуру  и 
позволяя различное свое применение в биотехнологии. 

Наноструктуру твердых тел исследуют методами 
криоэлектронной микроскопии, рентгеновского рассеяния, 
рассеяния нейтронов, атомно-силовой микроскопии, молекулярного 
моделирования,  ядерного  магнитного  резонанса  (ЯМР)  и  другими. 
Данные методы имеют свои ограничения: некоторые из них 
являются  труднодоступными  и  дорогими,  другие  требуют  особой 
пробоподготовки, что  вносит  свои  ограничения  на  исследуемые 
объекты, метод молекулярного моделирования требует 
экспериментального подтверждения. При этом эти методы 
дополняют друг друга, позволяют собрать более полную 
информацию о системе. 

Метод  импульсного  электронного  парамагнитного  резонанса 
(ЭПР)    в  варианте  электронного  спинового  эха  (ЭСЭ)  спиновых 
зондов и меток чувствителен к стохастическим малоугловым 
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ориентационным  движениям,  –    так  называемым  стохастическим 
либрациям, происходящим в твердых телах в наносекундном 
диапазоне  времен  корреляции.  Данный  метод  позволяет  изучать 
такие движения парамагнитной молекулы как целого (в случае 
жесткой структуры), или большого фрагмента молекулы.  

Изначально данный метод импульсного ЭПР активно 
применялся  только  для  исследования  молекулярной  подвижности. 
Однако недавно было обнаружено, что наблюдение стохастических 
либраций методом ЭСЭ позволяет исследование структуры 
матрицы. Так, например, путем сравнения температурных 
зависимостей  скоростей  анизотропной  релаксации  можно  делать 
вывод о более или менее плотной надмолекулярной упаковке 
исследуемого объекта. В ряде работ по ионным жидкостям методом 
импульсного ЭПР была показана перестройка матрицы с 
температурой. Таким образом, метод импульсного ЭПР полезен не 
только  для  исследования  стохастических  движений,  но  также  для 
исследования надмолекулярной упаковки и структурных 
перестроек. 

Степень разработанности темы исследования 
Ранее было показано, что метод импульсного ЭПР спиновых 

зондов в двухимпульсном варианте чувствителен к наносекундным 
ориентационным стохастическим либрациям. Установлено, что 
модель стохастических либраций хорошо соответствует 
экспериментальным данным. Этот тип движений обнаружен в ряде 
систем  –  молекулярных  стеклах,  белках  и  модельных  мембранах, 
обнаружено влияние на него криопротекторов и холестерина.  

При  этом  ряд  важных  особенностей  этих  движений  остался 
невыясненным – не определена с достаточной точностью 
температура их появления, не изучена подробно их температурная 
зависимость, не установлена связь движений с молекулярной 
упаковкой в исследуемых системах, не обсуждалась роль эффектов 
кооперативности.  

Цели и задачи работы  
Цель работы - получение температурной зависимости 

наблюдаемых в ЭСЭ стохастических либраций для различных 
молекулярных стекол и биологических объектов, определение 
параметров движения, выяснение возможностей получения 
информации о надмолекулярной упаковке исследуемых объектов. 
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Задачи 
1. Анализ стохастических либраций молекул на поверхности с 
целью исключения кооперативного вклада в эти движения. 
2. Исследование стохастических либраций методом ЭСЭ в 
различных модельных мембранах с использованием спиновых зон-
дов различных размеров и различной локализации в мембране. 
3. Получение  температурной  зависимости  для  низкотемпера-
турных стохастических движений и установление ее взаимосвязи с 
особенностями надмолекулярной упаковки методом ЭСЭ. 
4. Получение температурной зависимости для динамических и 
стохастических либраций внутренне разупорядоченного белка казе-
ина и глобулярного белка лизоцима. 
5. Выяснение возможности выявления микроструктуры глубо-
ко-эвтектических  растворителей  с  помощью  детектирования  в  них 
методами  стационарного  и  импульсного  ЭПР  малоугловых  движе-
ний. 

Научная новизна результатов 
В данной работе впервые методом импульсного ЭПР 

спиновых  зондов  и  меток  исследована  подробная  температурная 
зависимость стохастических либраций молекул в молекулярных 
разупорядоченных средах разных типов – липидных бислоях 
разного состава, глобулярных и внутренне разупорядоченных 
белках,  стеклующихся  глубоко-эвтектических  растворителях.  Для 
биологических  систем  установлено,  что  рост  движения  возникает 
при двух температурах: либо при 100 К, либо при 130 К. 
Исследования некооперативных движений молекул, 
адсорбированных  на  твердых  поверхностях  позволило  связать  эти 
две температуры с появлением торсионных и изгибных движений, 
соответственно. Впервые обнаружена переупаковка модельной 
мембраны DOPC и внутренне разупорядоченного белка казеина при 
низких температурах. Методом стационарного ЭПР обнаружено 
разделение фаз на микроуровне при низких температурах в 
глубоко-эвтектических растворителях.  

Теоретическая и практическая значимость 
Полученные результаты позволяют лучше понять механизмы 

малоугловых ориентационных движений – типа движений, 
внутренне присущим неупорядоченным средам. Выясненные 
закономерности  проявления  этих  движений  и  их  температурных 
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зависимостей показывают их связь с особенностями 
наноструктурной молекулярной упаковки этих веществ. Результаты 
работы также показывают возможность использования 
разработанных подходов к изучению разупорядоченных сред самых 
разных типов – липидные бислои, глобулярные и внутренне 
разупорядоченных белки, глубоко-эвтектические растворители. 

Методология и методы исследования 
Основным методом исследования в данной работе был 

выбран  метод  импульсного  ЭПР  спиновых  зондов  и  меток  в  Х-
диапазоне  частот.  Исследование  ориентационных  стохастических 
наносекундных и микросекундных движений проводилось по 
методике, представленной в литературе. В качестве основного 
варианта метода ЭСЭ использовалась двухимпульсная 
последовательность  для  изучения  стохастических  наносекундных 
движений. Также использовался трехимпульсный метод в двух 
различных вариантах для исследования микросекундных движений 
биологических объектов и ориентационных движений молекул 
воды в гидратной оболочке. Для определения локализации 
спиновой  метки  или  зонда  использовался  стационарный  вариант 
ЭПР. Также стационарный метод ЭПР был использован для 
получения температурной зависимости среднеквадратичного 
углового отклонения. Объяснение насыщения температурной 
зависимости скорости анизотропной релаксации для 
некооперативных движений на поверхностях было получено путем 
моделирования в рамках ранее предложенной модели либраций 
путем случайных прыжков между двумя ориентациями.  

 
Положения, выносимые на защиту 

1. Наблюдаемое  в  ЭСЭ  возникновение  стохастических  либра-
ций молекул происходит при температурах  либо вблизи 100 К, ли-
бо  вблизи 130 К,  что  может быть  связано с  торсионными  и  изгиб-
ными колебаниями, соответственно. 
2. Стохастические либрации, наблюдаемые в ЭСЭ выше 160 К 
в биологических системах имеют кооперативный характер, то есть 
происходят с участием нанокластера молекул окружения. 
3. Метод  ЭСЭ  позволяет  делать  выводы  о  жесткости  молеку-
лярной упаковки в биологических и неупорядоченных средах. 
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4. С  помощью  метода ЭСЭ  возможно  наблюдение  в  биологи-
ческих  и  неупорядоченных  средах  молекулярных  переупаковок  в 
наноструктуре вещества. 
5. Внутренне разупорядоченный белок может совершать пере-
ходы порядок-беспорядок в ходе процессов замораживания-
размораживания. 

Достоверность работы  
Достоверность выводов и результатов работы обеспечена 

комплексным подходом к экспериментальным исследованиям и их 
интерпретации с использованием современного 
экспериментального оборудования, воспроизводимостью 
экспериментальных результатов, достигнутым соответствием 
эксперимента  и  теории.  Полученные  результаты  не  противоречат 
уже имеющимся в литературе данным. 

Личный вклад соискателя 
Представленные  в  диссертации  результаты  получены  лично 

автором, либо при его непосредственном участии. Автор принимал 
активное  участие  в  разработке  плана  исследований,  обсуждении 
результатов и написании публикаций по теме диссертационной 
работы. 

Апробация работы  
Материалы  диссертации  были  представлены  на  следующих 

международных и российских научных конференциях: Modern 
Development of Magnetic Resonance 2015, (Kazan, Russia); Asia-
Pacific EPR/ESR Symposium APES-2016, (Listvyanka, Irkutsk, 
Russia); IX International Voevodsky Conference 2017, 
(Akademgorodok, Novosibirsk, Russia); The 8th Conference on 
Nitroxide Radicals, Spin-2017, (Padova, Italy); III International 
Conference SPIN PHYSICS, SPIN CHEMISTRY AND SPIN 
TECHNOLOGY, SPCT-2018, (Novosibirsk, Russia); Asia-Pacific 
EPR/ESR  Symposium  APES-2018,  (Brisbane,  Australia);  XIth  EFEPR 
2019 Conference, (Bratislava, Slovakia); VI Съезд биофизиков России, 
(Сочи, Россия). 

Публикации  
По материалам диссертационной работы опубликовано 8 

статей в рецензируемых научных изданиях, рекомендованных ВАК 
и индексируемых в базах данных Web of Science и Scopus. 
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Структура и объем диссертации 
Диссертация состоит из введения, семи глав, заключения, 

списка сокращений и списка литературы, состоящего из 187 
наименований.  Работа  изложена  на  133  страницах  и  содержит  42 
рисунка. 

Соответствие специальности 1.3.17 – химическая  физика, 
физика  горения  и  взрыва,  физика  экстремальных  состояний 
вещества 

Диссертационная работа соответствует п. 1 «Атомно-
молекулярная структура химических частиц и веществ», п. 2 
«структура и свойства кристаллов, аморфных тел, жидкостей; 
поведение веществ и структурно-фазовые переходы в 
экстремальных  условиях  –  в  электрических  и  магнитных  полях,  в 
условиях статического и динамического сжатия, в полях лазерного 
излучения,  в  плазме  и  в  гравитационных  полях,  при  сверхнизких 
температурах и в других условиях.», п. 3 «Молекулярная динамика, 
межмолекулярные потенциалы и молекулярная организация 
веществ» паспорта специальностей 1.3.17 - химическая физика, 
горение и взрыв, физика экстремальных состояний вещества. 

 
ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Во  введении  описана  актуальность  и  разработанность  темы, 
сформулированы цели  и задачи  исследования,  описаны научная 
новизна, практическая и теоретическая значимость работы, методы 
исследования,  формулируются  положения,  выносимые  на  защиту, 
степень достоверности результатов исследования, личный вклад 
автора и сведения об апробации результатов. 

Первая глава посвящена обзору литературы. В первой части 
обзора  описаны  некоторые  типы  молекулярных  неупорядоченных 
сред: биологические и модельные мембраны, глобулярные и 
внутренне разупорядоченные белки, глубоко-эвтектические 
растворители (ГЭР).  

Вторая часть обзора литературы посвящена методам 
исследования молекулярной подвижности: методам рассеяния 
нейтронов  и  мессбауэровского  поглощения,  твердотельного  ЯМР, 
молекулярно-динамического моделирования и рамановского 
рассеяния.  Приводятся  примеры  из  литературных  данных  о  связи 
подвижности со структурой исследуемых объектов. Также описано 
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явление динамического перехода, наблюдаемое методами рассеяния 
нейтронов  и  мессбауэровского  поглощения,  его  возникновение  в 
биологических средах  и молекулярных стеклах, связь  со  степенью 
гидратации, структурой и физиологической активностью 
биологических систем. Данное явление состоит в резком росте 
температурной  зависимости  среднего  квадрата  отклонения  атомов 
от  положения  равновесия  выше  некоторой  температуры,  то  есть 
наблюдается отклонение от линейной температурной зависимости. 

В третьей части литературного обзора рассматривается 
применение метода ЭПР спиновых зондов для исследования 
подвижности и молекулярной упаковки. Приведен вывод для 
формы линий стационарного спектра нитроксильного радикала в X-
диапазоне частот. Рассмотрены понятия динамических и 
стохастических либраций – малоугловых качаний, их различие. 
Динамические либрации – это обычные для твердых тел колебания, 
они  происходят  с  частотой  в  терагерцовой  области.  Эти  либрации 
проявляют  себя  в  стационарном  ЭПР.  Стохастические  либрации 
являются специфическим типом движения для молекулярных сред – 
ввиду слабости межмолекулярных взаимодействий здесь 
потенциальная яма, которой ограничена молекула, получает 
возможность сама флуктуировать [1]. Стохастические либрации 
могут наблюдаться в импульсном ЭПР – в его варианте 
электронного  спинового  эха  (ЭСЭ).  Описан  способ  исследования 
динамических либраций методом стационарного ЭПР, а также 
рассмотрены работы, выполненные данным методом.  

Приведен вывод для скорости анизотропной релаксации, 
вызванной стохастическими либрациями, наблюдаемыми в 
электронном спиновом эхе,  приведена ее связь с временем 
корреляции (�с) и углом отклонения (α). Описан 
экспериментальный способ получения скорости анизотропной 
релаксации с использованием двухимпульсной последовательности: 
спады ЭСЭ записываются в центральной наиболее изотропной (I) и 
центре высокопольной наиболее анизотропной (II) компонентах 
(рис. 1). Схема двухимпулсной последовательности,  примеры 
спектра нитроксильного радикала и спадов ЭСЭ в положениях I и II 
приведены на рис. 1. Результат деления этих двух спадов дает вклад 
стохастических либраций. В полулогарифмической шкале он может 
быть  аппроксимирован  прямой  линией,  наклон  которой  позволяет 
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найти скорость анизотропной релаксации. Описаны работы по 
исследованию  стохастических  либраций, а также по  выяснению 
особенностей надмолекулярной упаковки путем их наблюдения 
методом ЭСЭ. Также описан общий принцип формирования 
стимулированного эха, рассмотрены работы по исследованию 
микросекундных молекулярных движений. 

 

 
Рисунок 1. а) двухимпульсная последовательность для регистрации ЭСЭ, 
б) спады ЭСЭ в центральной (I) и высокопольной (II) компонентах. 

 
Вторая глава посвящена описанию используемых 

материалов и методов. Приведены структуры нитроксильных 
радикалов  (рис.  2),  спин-меченых  стеариновых  кислот  (рис.  3)  и 
липидов (рис. 4), используемых в данной работе. 

 

Рисунок  2.  Структуры используемых  в  данной  работе  нитроксильных 
радикалов. 

 

 

 

I (ТЕМПО) II III 

 

 

 

 

IV V VI (ТЕМПОН) VII (ТЕМПОЛ) 

COOK

COOK



11 
 

 
 

5-DSA 16-DSA 
 
Рисунок 3. Структуры используемых в работе спин-меченых стеариновых 
кислот. 
 

 

 
DPPC POPC 

  
DOPC T-PCSL  

Рисунок 4. Структуры используемых в работе фосфолипидов. 

Третья глава посвящена исследованию молекулярной 
подвижности  на  твердой  поверхности  оксида  кремния  (SiO 2),  то 
есть  в  отсутствие  эффекта  кооперативности  вследствие  взаимной 
изоляции  молекул.  Описана  процедура  приготовления  образцов.  В 
качестве исследованных молекул были использованы 
нитроксильные  радикалы  I-III  (структуры  приведены  на  рис.  2), 
спин-меченые пептиды: аламетицин (alaTOAC16), тилопептин 
(tyloTOAC13),  трихогин  (TriTOAC4),    спин-меченые  стеариновые 
кислоты: 5-DSA и 16-DSA (рис. 3). 

Приведены температурные зависимости для скорости 
анизотропной  релаксации  (рис.  5  и  6).  Наблюдается  насыщение 
температурных зависимостей выше 230 К с незначительным 
падением выше 250 К. Такое поведение удалось промоделировать в 
рамках модели случайных прыжков между близкими ориентациями 
по теории Жидомирова-Салихова [2]. Данная модель позволила 
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обойти ограничение Редфильда (〈∆�2〉�с
2   ≪  1) и объяснить 

насыщение температурных зависимостей. Оказалось, что для 
определенного времени корреляции достигается определенное 
максимальное значение скорости анизотропной релаксации (рис. 7). 

 
Рисунок 5. Температурная зависимость скорости анизотропной 
релаксации ΔW для образцов: а) I/SiO 2 (светлые квадраты), II/SiO 2 (черные 
квардраты); б) alaTOAC16/SiO2 (черные круги) и tyloTOAC13/SiO2 
(светлые круги); в) для 16-DSA/SiO 2 (черные треугольники) и 5-DSA/SiO 2 
(светлые треугольники).  

   
Рисунок 6. Температурная зависимость скорости анизотропной 
релаксации (ΔW) для образцов TriTOAC4/SiO 2 (квадраты) и III/SiO2 
(круги). Сплошные кривые: моделирование. 

Для  моделирования  температурных  зависимостей  (рис.  6) 
предполагалось постоянное время корреляции и аррениусовская 
зависимость для угла отклонения, рассматривалось движение 
относительно одной оси. Результаты моделирования (рис. 7) 
показали, что предельное значение ΔW max≈1 мкс −1 воспроизводится 
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моделью одноосных либраций вокруг оси, лежащей в плоскости xy 
системы координат,  связанной с молекулой нитроксильного 
радикала.  Если  предположить,  что  либрации  могут  происходить 
независимо относительно двух разных осей, то скорости 
релаксации, вызванные этими двумя типами движения, следует 
сложить, что означает, что ΔW max≈2 мкс−1.  

На  рис.  6  и  7  все  системы  можно  разделить  на  два  типа: 
системы, в которых движения начинаются при  100 К и при 130 ⁓ ⁓
К. Интересно отметить, что литературные данные также 
свидетельствуют о том, что в зависимости от системы 
стохастические  либрации,  обнаруженные  ЭСЭ,  проявляются  либо 
около 100 K, либо около 130 K.  

 
Рисунок  7. Расчетная  зависимость  максимальной  скорости  анизотропной 
релаксации от времени корреляции в рамках модели прыжков между 
двумя близкими ориентациями  

На рисунке  8 показано схематическое представление  типов 
движения,  которые  могут  появиться  для  изучаемых  здесь  систем. 
Либрационные движения связанных с поверхностью молекул могут 
быть двух типов: изгибные и крутильные (торсионные) [3]; оба типа 
могут быть одноосными или двухосными. Для нитроксильных 
радикалов  I  и  II  ожидается  только  одноосное  изгибное  движение 
относительно их связей с поверхностью из-за ограничений, 
налагаемых анизотропией связывающего потенциала. Для спин-
меченных пептидов может появиться одноосное изгибающее 
движение относительно пептидных связей. В случаях 
нитроксильного радикала III, 5-DSA и 16-DSA метка может 
выполнять  двухосное  изгибное  движение  из-за  гибкости  длинного 
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алифатического хвоста (с некоторыми ограничениями в случае III и 
5-DSA). А 5-DSA отличается от всех остальных исследуемых 
молекул наличием свободного алифатического хвоста, который 
может совершать крутильные движения (в случае радикала III 
хвоста два, что, вероятно, мешает вращению). Влияние крутильного 
движения  на  движение  спиновой  метки  может  объяснить,  почему 
для системы 5-DSA/SiO2 T0≈100 K, в то время как во всех 
остальных системах Т0≈130 K: для этих систем преобладают 
изгибные движения, так как торсионные затухают.   

 

 
Рисунок 8. Схематическое изображение различных типов движений, 
испытываемых спиновыми метками.  

Четвертая глава посвящена исследованию липидных 
бислоев DPPC и POPC в гелевой фазе. Описана процедура 
приготовления многослойных везикул из молекул DPPC и POPC со 
спиновыми зондами: спин-меченым пептидом трихогином 
(TriTOAC1),  5-DSA,  липидом,  спин-меченым  в  полярной  головке 
(T-PCSL). 

Приведены  полученные  с  использованием  двухимпульсной 
последовательности температурные зависимости скорости 
анизотропной релаксации.  Температурные зависимости  для  всех 
модельных слоев DPPC (рис. 9) близки вне зависимости от выбора 
спинового  зонда,  что  говорит  о  кооперативности  наблюдаемых  в 
ЭСЭ  стохастических  либраций.  Для  бислоев  DPPC  рост  скорости 
анизотропной релаксации начинается вблизи 130 К.  
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Поведение температурной зависимости для POPC 
значительно отличается, скорость анизотропной релаксации 
начинает  расти  уже  при  100 К.  Данный  факт,  в  соответствии  с 
результатами предыдущей главы можно интерпретировать как 
результат проявления изгибных колебаний в бисоях DPPC.  В 
мембране же из ненасыщенных липидов РОРС ускорение 
температурной зависимости ΔW наблюдается начиная с 
температуры 100 К, что в свою очередь можно связать с появлением 
крутильных колебаний в связи с большей рыхлостью данной 
мембраны. Свободный объем в бислое POPC возникает из-за изгиба 
хвоста относительно ненасыщенной С=С связи (рис. 4). 

 
Рисунок 9. Температурная зависимость скорости анизотропной 
релаксации ΔW для бислоев POPC со спиновым зондом трихогином 
(квадраты), DPPC (круги). 

Данные 〈�2〉�с, пересчитанные из значений ΔW, для бислоя 
5-DSA/DPPC (не приведены) подчиняются температурной 
зависимости аррениусовского типа. Результаты, полученные в 
данной  работе  и  в  [4],  свидетельствуют  о  том,  что  эти  барьеры 
возникают  для  молекулярных  переориентаций,  и  что  эти  барьеры 
приблизительно составляют 10–20 кДж/моль. 

 
Пятая глава посвящена исследованию липидных бислоев 

DOPC в гелевой фазе. Описана процедура приготовления образцов: 
DPPC/5-DSA, POPC/5-DSA, DOPC/5-DSA и DOPC/16-DSA. 
Полученные данные ΔW для DOPC/5-DSA и POPC/5-DSA 
представлены на рис. 10. Аналогичные данные для бислоя 5-
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DSA/DPPC,  представленные  в  предыдущей  главе,  также  показаны 
на рис. 11 для сравнения.  

 

 
Рисунок 10. Температурная зависимость скорости релаксации для бислоев 
POPC/5-DSA (квадраты), бислоев DOPC/5-DSA (треугольники вверх: 
температура увеличивается, треугольники вниз: температура 
уменьшается), бислоев DPPC/5-DSA (круги).  

 
Температурные зависимости данных ΔW, полученные для 16-

DSA,  встроенной  в  те  же  модельные  мембраны,  представлены  на 
рис.  11.  Данные  для  бислоев  DPPC/16-DSA  и  POPC/16-DSA  были 
взяты из работы [5]. Можно заметить, что температурные 
зависимости на рис. 11 демонстрируют схожее поведение с 
данными  на  рис.  10.  Однако  на  рис.  11  для  бислоя  DOPC/16-DSA 
наблюдается  излом,  имеющий  место  при ∼  140  K.  Так  как  липид 
DOPC  имеет  в  своей  структуре  два  излома  двойных  связей  C=C 
(рис.  3),  то  можно  ожидать,  что  для  бислоев  DOPC  беспорядок 
будет еще более заметным, чем для POPC. Однако из рис. 10 и 11 
видно, что данные для бислоя DOPC находятся между данными для 
бислоев POPC и DPPC. Таким образом, межмолекулярная упаковка 
в бислое DOPC более упорядочена, чем в бислое POPC. Для 
объяснения  этого  на  первый  взгляд  парадоксального  факта  можно 
отметить, что дефектность бислоя DOPC может снизиться, если два 
концевых сегмента  липидных  хвостов  DOPC  (за пределами  связей 
C=C)  будут  складываться  кооперативно,  параллельно  друг  другу 
(схематическое  изображение  на  рис.  12).  Данные  на  рис.  10  и  11, 
однако,  показывают,  что  при  понижении  температуры  беспорядок 
увеличивается, и ниже 130 K экспериментальные точки для бислоя 
DOPC  совпадают  с  таковыми  для  бислоя  POPC.  И  этот  процесс 
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обратим  с  температурой.  На  первый  взгляд,  это  предположение 
противоречит интуиции, поскольку понижение температуры 
обычно приводит к более упорядоченным межмолекулярным 
структурам (как при переходе жидкость-гель). Однако в этом 
отношении следует отметить, что аналогичный эффект уменьшения 
порядка с понижением температуры четко наблюдался для 
упаковки  биомолекул  в  фотосинтетических  реакционных  центрах 
[6; 7]. Таким образом, здесь имеет место экспериментально 
зафиксированный эффект низкотемпературного разупорядочения, 
интерпретацию которого однако пока предположить трудно. 

 

Рисунок 11. То же, что на рис. 10, с тем же значением символов, для 16-
DSA  вместо  5-DSA.  Для  бислоев  DPPC/16-DSA  и  POPC/16-DSA  данные 
взяты из [4]. 

Рисунок  12
более  упорядоченной  (справа)  упаковки  в  бислое  DOPC  при  криогенных 
температурах. 

 
Было обнаружено, что процесс переупаковки между 130 К и 

170 К обратим при повышении или понижении 
температуры. Данные на рис. 10 и 11 позволяют также 
предположить,  что  межмолекулярная  структура  бислоя  DOPC  со 
складывающимися  вместе  липидными  хвостами  сохраняется  выше 
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170 К. Можно предположить, что эта специфическая упаковка 
имеет  место  до  перехода  DOPC  гель-жидкость  (256  K).  Однако 
выше этой точки эти хвосты определенно неупорядочены, что 
хорошо известно из МД моделирования [8], широкоугольного 
рентгеновского рассеяния [9] и  ЯМР [10]; это  разупорядочение 
является  естественным следствием  того,  что  кинетическая  энергия 
молекул  в  жидкостях  становится  сравнимой  с  межмолекулярным 
взаимодействием. 

Шестая глава посвящена исследованию глобулярного белка 
лизоцима  и  внутренне  разупорядоченного  белка  казеина.  Описана 
процедура спин-мечения белков. Приведены температурные 
зависимости  скорости  анизотропной  релаксации  для  всех  сухих  и 
полностью гидратированных образцов (часть данных приведена на 
рис. 13). Большая часть данных была получена в условиях 
увеличения  температуры,  однако  при  ее  понижении  наблюдалась 
хорошая воспроизводимость. 

 

 
Рисунок 13. Температурные зависимости скорости анизотропной 
релаксации для гидратированных (h=0,4) спин-меченных белков лизоцима 
и казеина. 

 
Подвижность в гидратированном спин-меченом казеине-V 

возникает при меньшей температуре (100 К), чем в 
гидратированном  спин-меченом  лизоциме-V  (130 К).  Данный  факт 
говорит о большей  свободе для молекулярных ориентационных 
движений в матрице казеина при таких низких температурах. 
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Однако вблизи 120 К  для образца спин-меченого 
гидратированного казеина-V возникает явный изгиб температурной 
зависимости скорости анизотропной релаксации. Поскольку 
стохастические либрации обусловлены окружением молекулы, 
данный  изгиб  может  означать  структурный  переход  в  ближайшем 
окружении молекулы. Такой переход с замедлением температурной 
зависимости может возникать, когда доступные степени свободы в 
структуре внутренне разупорядоченного белка позволяют 
переупаковку, при которой эта структура становится более плотной 
и/или более жесткой даже в сравнении с глобулярным белком 
(лизоцима).  

Обращает на себя внимание сходство температурной 
зависимости для гидратированного казеина-V на рис. 13 с 
аналогичными данными для бислоя DOPC на рис. 10 и 11 – там и 
там возникают перегибы вблизи 120-130 К с замедлением 
зависимости при более высоких температурах. Это означает 
сходство  процессов  молекулярной  переупаковки  –  там  и  там  при 
повышении температуры происходит упорядочение упаковки.  

 
Седьмая  глава  посвящена  исследованию  переохлажденных 

глубоко-эвтектических растворителей (ГЭР). Описана процедура 
приготовления образцов: холин хлорид – мочевина (релайн) и 
холин хлорид – тиомочевина с ТЕМПОНом. Полученные 
стационарные спектры ЭПР приведены на рис. 14. Спектры 
нормированы на второй интеграл, таким образом, спектральная 
интенсивность пропорциональна полной абсорбции. Можно 
заметить, что форма спектра значительно меняется с ростом 
температуры. Ниже 254 К спектры соответствуют спектрам 
иммобилизованных нитроксильных радикалов, наблюдается только 
незначительное сужение спектральных линий, которое может быть 
объяснено вращением метильных групп в холине. Выше 254 К 
появляется примесь вращательных движений самой молекулы 
ТЕМПОНа, что говорит о существовании твердой и жидкой фаз, т. 
е. о гетерогенности микроструктуры.   

Можно заметить, что для смеси холин хлорид – тиомочевина 
возникают  две  изосбестические  точки  (рис.  14,  внизу  справа)  – 
спектральные точки, в которых интенсивность не меняется с 
температурой.  Появление  таких  точек  в  абсорбционных  спектрах 
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означает суперпозицию двух типов спектра с определенной формой 
линий. Однако для релайна изосбестические точки довольно 
размыты.  

 

 
Рисунок  14.  Спектры  стационарного  ЭПР  при  различных  температурах 
для ТЕМПОНа в релайне (слева) и холин хлорид – тиомочевина (справа).  

 
Для релайна при 298 К неподвижный вклад на рис. 14 

исчезает. Данная форма линии может быть промоделирована в 
предположении,  что  молекула  ТЕМПОНа  изотропно  меняет  свою 
ориентацию  со  временем  корреляции  вращения  примерно  1 нс.  В 
предположении правомерности выражения Стокса-Эйнштейна-
Дебая оценена микровязкость, которая оказалась 10 Пуаз. 

На рис. 15 приведены температурные зависимости скоростей 
анизотропной релаксации для ТЕМПОНа в релайне и растворе 
холин  хлорид  –  тиомочевина,  а  также  литературные  данные  для 
спин-меченого бислоя DPPC. Из рис. 15 можно заметить 
значительное  различие  в  поведении  температурных  зависимостей 
скоростей анизотропной релаксации для двух глубоко-
эвтектических растворителей (ГЭР): для смеси холин хлорид – 
тиомочевина резкий рост скорости анизотропной релаксации 
наблюдается выше 160 К, в то время как рост температурной 
зависимости для релайна более растянут по температуре, начинаясь 
однако уже при 130 К. Такая разница предполагает, что 
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надмолекулярная  упаковка  раствора  холин  хлорид  –  тиомочевина 
более жесткая. Данный вывод согласуется с данными 
стационарного ЭПР, рассмотренными выше. 

 
 

 
Рисунок 15. Температурные зависимости скорости анизотропной 
релаксации. 

ОСНОВНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ И ВЫВОДЫ 
Сопоставление  данных  для  спин-меченых  молекул  разного 

размера в модельных мембранах разного типа показало, что 
наблюдаемые в импульсном ЭПР малоамплитудные движения 
слабо зависят от типа молекулы и определяются в основном типом 
мембраны, то есть движения являются кооперативными и 
определяются молекулярной упаковкой. Таким образом, для 
известного ранее из данных по рассеянию нейтронов так 
называемого динамического перехода в биологических и 
молекулярных  системах  выяснено,  что  за  этот  переход  отвечают 
кооперативные движения молекул. 

Для адсорбированных на поверхности спин-меченых молекул 
отсутствие в этом случае эффектов кооперативности позволило 
сделать  выводы  о  преобладании  для  разных  типов  молекул  либо 
крутильных (торсионных), либо изгибных типов движений. Причем 
крутильные  движения  наблюдаются  начиная  с  100  К,  изгибные  – 
начиная с 130 К. 
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Данные две температуры начала движений – 100 К и 130 К – 
наблюдались также и для исследованных в настоящей работе 
биологических  систем: липидных  мембран  DPPC  (130  K),  РОРС  и 
DOPC  (100  K),  глобулярного  белка  лизоцима  (130 К)  и  внутренне 
разупорядоченного белка казеина (100 К). Можно предполагать, что 
эти совпадения свидетельствуют об универсальном характере 
лежащих в основе этих движений закономерностей наноструктуры 
вещества. 

Для  модельных  мембран  двукратно  ненасыщенного  липида 
DOPC  температурная  зависимость  движений  свидетельствуют  об 
обратимой с температурой переупаковке двух концевых сегментов 
ацильных «хвостов» липидов в диапазоне температур 130 – 170 К. 

Для внутренне разупорядоченного белка казеина 
температурная  зависимость  движений  оказалась  очень  близкой  к  
таковой для модельных мембран DOPC, что позволяет утверждать, 
что  в  казеине  также  имеет  место  коррелированная  переупаковка 
сегментов белковой молекулы.  

Для застеклованных глубоко-эвтектических растворителей 
холин хлорид – тиомочевина и холин хлорид – мочевина показано, 
что  в  первом  случае  жесткость  молекулярной  упаковки  заметно 
выше,  чем  во  втором.  Обнаружено  сосуществование  двух  фаз  с 
четкими границами для первого случая и диффузными для второго, 
оценена микровязкость жидкой фазы, которая оказалась близкой к 
10 пуазам.  
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