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Â ïîñëåäíåå äåñÿòèëåòèå àêòèâíî èññëåäóåòñÿ ïðî-
áëåìà àïîïòîçà — çàïðîãðàììèðîâàííîé ñìåðòè
êëåòêè, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç ãëàâíûõ ïðè÷èí
ãèáåëè êëåòîê ïðè ñàìûõ ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèÿõ [1].
Öåíòðàëüíóþ ðîëü â èíäóêöèè àïîïòîçà èãðàåò öèòî-
õðîì c [2–8]. Èçâåñòíî, ÷òî ïðè çàïóñêå àïîïòîçà öè-
òîõðîì c âûõîäèò èç ìèòîõîíäðèé âî âíóòðèêëåòî÷-
íîå ïðîñòðàíñòâî, íî ìåõàíèçì ýòîãî âûõîäà îñòàåò-
ñÿ íåÿñíûì. Ñåé÷àñ ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî êëþ÷åâóþ
ðîëü â ýòîì èãðàåò ïåðîêñèäàçíàÿ àêòèâíîñòü öèòî-
õðîìà c [1, 2]. Èññëåäîâàíèå ïðîöåññà âûõîäà öèòî-
õðîìà c èç ìèòîõîíäðèé ÿâëÿåòñÿ âàæíûì äëÿ âûÿñ-
íåíèÿ ìåõàíèçìà ðàçâèòèÿ àïîïòîçà è èçó÷åíèÿ äåé-
ñòâèÿ ñîîòâåòñòâóþùèõ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ. Â
ðåçóëüòàòå ïðîñòîå è ýêñïðåññíîå îïðåäåëåíèå öèòî-
õðîìà c (êàê åãî îáùåãî êîëè÷åñòâà, òàê è àêòèâíûõ
ôîðì) ÿâëÿåòñÿ ïðàêòè÷åñêè âàæíûì äëÿ ìåäèöèíñ-
êèõ è áèîëîãè÷åñêèõ öåëåé.

Ê âàæíåéøèì ôèçèîëîãè÷åñêèì ðåãóëÿòîðàì îòíî-
ñèòñÿ ìîíîîêñèä àçîòà (NO). Îñîáûé èíòåðåñ ïðåä-
ñòàâëÿåò âçàèìîäåéñòâèå NO ñ ãåìèíîâûìè áåëêàìè,
â ÷àñòíîñòè è ñ öèòîõðîìîì c [9] ñ îáðàçîâàíèåì
íèòðîçèëüíûõ êîìïëåêñîâ. Âñëåäñòâèå òàêîãî âçàèìî-
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äåéñòâèÿ ïðîèñõîäèò èçìåíåíèå ïåðîêñèäàçíîé àêòèâ-
íîñòè öèòîõðîìà c [10], ÷òî ìîæíî èñïîëüçîâàòü äëÿ
ðåãóëÿöèè àïîïòîçà.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû − ïîäáîð óñëîâèé îïðåäå-
ëåíèÿ ôîðì öèòîõðîìà c è åãî íèòðîçèëüíîãî êîìï-
ëåêñà ìåòîäàìè ìîëåêóëÿðíîé ñïåêòðîñêîïèè, â êà÷å-
ñòâå êîòîðûõ âûáðàíû ñïåêòðîôîòîìåðèÿ êàê áàçî-
âûé ìåòîä è òåðìîëèíçîâàÿ ñïåêòðîìåòðèÿ êàê ëàçåð-
íûé ìåòîä ìîëåêóëÿðíîé àáñîðáöèîííîé ñïåêòðîñêî-
ïèè, îáåñïå÷èâàþùèé âûñîêóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü îï-
ðåäåëåíèÿ ðàçëè÷íûõ âåùåñòâ [11, 12].

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü
Àïïàðàòóðà. Íà áàçå ðàíåå ñóùåñòâóþùåé óñòà-

íîâêè òåðìîëèíçîâîãî ñïåêòðîìåòðà [13] ñîçäàíà óñ-
òàíîâêà äëÿ òåðìîëèíçîâûõ èçìåðåíèé áèîëîãè÷åñêèõ
îáðàçöîâ. Òåðìîëèíçà èíäóöèðîâàëàñü â êþâåòå (äëè-
íà îïòè÷åñêîãî ïóòè 1 ñì) èçëó÷åíèåì àðãîíîâîãî
èîííîãî ëàçåðà “Innova 90–6” (“Coherent”, ÑØÀ,
ÒÅÌ00–ìîäà, ñ λe = 488,0 è 514,5 íì). Â êà÷åñòâå çîí-
äèðóþùåãî ëàçåðà èñïîëüçîâàëè He–Ne-ëàçåð “SP–
106–1” (“Spectra Physics”, ÑØÀ) ñ λp = 632,8 íì
(ÒÅÌ00–ìîäà, 10 ìÂò). Ïàðàìåòðû ïðèáîðà ïðåäñòàâ-
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ëåíû â òàáë. 1. Óñòàíîâêà ïîçâîëÿåò ïåðåñòðàèâàòü
ãåîìåòðèþ îïòè÷åñêîé ñõåìû è èçìåíÿòü ìîùíîñòü
èíäóöèðóþùåãî èçëó÷åíèÿ â èíòåðâàëå 1–200 ìÂò, à
âðåìåíè îáëó÷åíèÿ – îò 0,01 äî 10 ñ. Äëÿ ñïåêòðî-
ôîòîìåòðè÷åñêèõ èçìåðåíèé èñïîëüçîâàëè ñêàíèðóþ-
ùèé ñïåêòðîôîòîìåòð “Shimadzu” UV1240-mini (ßïî-
íèÿ) ñ êâàðöåâûìè êþâåòàìè (äëèíà îïòè÷åñêîãî
ïóòè 1 ñì).

Îáðàáîòêà ðåçóëüòàòîâ. Òåðìîëèíçîâûå èçìå-
ðåíèÿ ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòü öèê-
ëîâ âêëþ÷åíèÿ-âûêëþ÷åíèÿ èíäóöèðóþùåãî ëàçåðà
(ôîðìèðîâàíèÿ-äèññèïàöèè òåðìîëèíçû). Â ðåçóëüòà-
òå ìîæíî ïîëó÷èòü ñåðèþ ñèãíàëîâ θ [12]:
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ãäå Pe – ìîùíîñòü ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ ñ äëèíîé âîë-
íû λe, èíäóöèðóþùåãî òåðìîëèíçó [12], E0 – ôàêòîð
÷óâñòâèòåëüíîñòè òåðìîëèíçîâûõ èçìåðåíèé (óâåëè÷å-
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ãäå dn/dT – òåìïåðàòóðíûé ãðàäèåíò ïîêàçàòåëÿ ïðå-
ëîìëåíèÿ, k – êîýôôèöèåíò òåïëîïðîâîäíîñòè ñðåäû,
λp — äëèíà âîëíû èçëó÷åíèÿ, çîíäèðóþùåãî òåðìî-
ëèíçó.

Ðåàãåíòû è ðàñòâîðèòåëè. Â ðàáîòå èñïîëüçîâà-
ëè öèòîõðîì c èç ñåðäöà ëîøàäè 99% (“Sigma”,
ÑØÀ, M = 12383) äëÿ áèîõèìè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé;

Ò à á ë è ö à  1

Ïàðàìåòðû êîíôèãóðàöèè äâóëó÷åâîãî òåðìîëèíçîâîãî ñïåêòðîìåòðà ñ îäíîêàíàëüíîé ñèñòåìîé
ðåãèñòðàöèè ñèãíàëà

Äëèíà âîëíû λe, íì 514,5 488,0 

Êîíôîêàëüíîå ðàññòîÿíèå zce (ìì) 6,4 6,7 

Äèàïàçîí ìîùíîñòè â ÿ÷åéêå (ìÂò) 1−50 1−50 

Ðàäèóñ ïîïåðå÷íîãî ñå÷åíèÿ ëó÷à ëàçåðà â ïåðåòÿæêå ω0e (ìêì) 55±5 

Èíäóöèðóþùèé 
ëàçåð  

Фîêóñíîå ðàññòîÿíèå ôîêóñèðóþùåé ëèíçû fe (ìì) 300 

Äëèíà âîëíû λp (íì) 632,8 

Фîêóñíîå ðàññòîÿíèå ôîêóñèðóþùåé ëèíçû fp (ìì) 185 

Êîíôîêàëüíîå ðàññòîÿíèå zcp (ìì) 3,1 

Ìîùíîñòü ëàçåðà â ÿ÷åéêå Pp (ìÂò) 3 

Зîíäèðóþùèé 
ëàçåð 

Ðàäèóñ ïîïåðå÷íîãî ñå÷åíèÿ ëó÷à ëàçåðà â ïåðåòÿæêå ω0p (ìêì) 25,0 

Äëèíà îïòè÷åñêîãî ïóòè l (ìì) 10,0 

Ðàññòîÿíèå ìåæäó ÿ÷åéêîé è äåòåêòîðîì, ñì 180 

Ãåîìåòðè÷åñêèé ïàðàìåòð, B 0,72 

Ïàðàìåòðû 
îïòè÷åñêîé 
ñõåìû  

Чàñòîòà ïðåðûâàòåëÿ ϕ, Ãö 0,5–4 
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äîäåöèëñóëüôàò íàòðèÿ (ÄÄÑ) (99%, “Fluka”, Ì =
288,4); NaH2PO4

.2H2O (“÷.ä.à.”, “Õèììåä”); NaOH
(âîäíûé ðàñòâîð, “÷.ä.à.”); 1 M KCl (“÷.ä.à.”, “Õèì-
ìåä”); àñêîðáèíîâàÿ êèñëîòà (“õ.÷.”);

Ðàñòâîðû öèòîõðîìà c (1 ììîëü/ë) è äîäåöèëñóëü-
ôàòà íàòðèÿ ãîòîâèëè ðàñòâîðåíèåì íàâåñêè ïðåïàðà-
òà â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå. Ôîñôàòíûé áóôåðíûé
ðàñòâîð pH 7,4 ñ êîíöåíòðàöèåé 20 ììîëü/ë ãîòîâèëè
ðàñòâîðåíèåì íàâåñêè NaH2PO4

.....2H2O â äèñòèëëèðî-
âàííîé âîäå. Íåîáõîäèìîå çíà÷åíèå pH 7,4 äîâîäèëè
ïðè ïîìîùè NaOH, êîíòðîëèðóÿ êèñëîòíîñòü ïðè ïî-
ìîùè pH-ìåòðà. Äëÿ ñîçäàíèÿ èîííîé ñèëû èñïîëüçî-
âàëè 1 Ì ðàñòâîð KCl. Âñå ãîòîâûå ðàñòâîðû õðàíè-
ëè â òåìíîì ìåñòå ïðè 4°Ñ. Àñêîðáèíîâóþ êèñëîòó
èñïîëüçîâàëè äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ àñêîðáàòà, íåîáõîäè-
ìîãî äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ öèòîõðîìà c. Â 100 ìë
âîäû ðàñòâîðÿëè 5 ìã àñêîðáèíîâîé êèñëîòû è ïðîâî-
äèëè òèòðîâàíèå ðàñòâîðîì NaOH (pH 12) äî çíà÷å-
íèÿ pH 7. Ïîëó÷åííûé ðàñòâîð àñêîðáàòà ðàçáàâëÿëè
âîäîé (1:5) è èñïîëüçîâàëè äëÿ âîññòàíîâëåíèÿ öèòîõ-
ðîìà c.

Ïîëó÷åíèå ãàçîîáðàçíîãî ìîíîîêñèäà àçîòà.
Ãàçîîáðàçíûé NO ïîëó÷àëè ñóõèì ïóòåì, èñïîëüçóÿ
KNO2, KNO3, Cr2O3 è Fe2O3 [14, 15]: 3KNO2 +
KNO3 + Cr2O3 → 2K2CrO4 + 4NO (îêñèä æåëåçà(III)
íåîáõîäèì äëÿ ñïåêàíèÿ îáðàçóþùåãîñÿ õðîìàòà).
Ïîëó÷åííûé NO ïðîïóñêàëè ÷åðåç ÷åòûðå ëîâóøêè ñ
NaOH (20%) äëÿ óäàëåíèÿ âûñøèõ îêñèäîâ àçîòà, à
çàòåì ÷åðåç ëîâóøêó-ïîãëîòèòåëü (äâà åãî îòäåëåíèÿ
ñîäåðæàëè 10 Ì NaOH, à òðåòüå – äèñòèëëèðîâàí-
íóþ âîäó) [16]. Êâàðöåâóþ òðóáêó, çàïîëíåííóþ ñìå-
ñüþ ðåàãåíòîâ è àðãîíîì, ïðîêàëèâàëè ïðè òåìïåðàòó-
ðå 300°Ñ äî ïðåêðàùåíèÿ âûäåëåíèÿ ãàçà. Ïîëó÷åí-
íûì ãàçîì íàñûùàëè äåãàçèðîâàííóþ âîäó, êîòîðóþ
ïîëó÷àëè ïóòåì ïðîïóñêàíèÿ òîêà àðãîíà ÷åðåç äèñ-
òèëëèðîâàííóþ âîäó â òå÷åíèå 15 ìèí.

Ïîëó÷åíèå íèòðîçèëüíûõ êîìïëåêñîâ öèòîõðîìà
c. Íàñûùåííóþ NO âîäó ïðèáàâëÿëè ê ñìåñè öèòî-
õðîìà c (III) (7.10–6 Ì) ñ ÄÄÑ (0,22 ìÌ) â ïðèñóò-
ñòâèè 4.10–6 Ì àñêîðáàòà â ôîñôàòíîì áóôåðíîì ðà-
ñòâîðå (20 ìÌ, pH 7,4), îáùèé îáúåì ñìåñè 2 ìë.
Êîíöåíòðàöèÿ ïîëó÷åííîãî ðàñòâîðà NO íåèçâåñòíà,
ïîýòîìó âûáîð ñîîòíîøåíèÿ öèòîõðîìà c è NO ïðî-
âîäèëè ïåðåä êàæäûì ýêñïåðèìåíòîì.

Âîññòàíîâëåíèå öèòîõðîìà c àñêîðáàòîì. Â
100 ìë âîäû ðàñòâîðÿëè 9 ìã öèòîõðîìà c. Îòáèðàëè
1,25 ìë ïîëó÷åííîãî ðàñòâîðà. Â 24 ìë âîäû ðàñòâî-
ðÿëè 5 ìã ÄÄÑ. Îòáèðàëè 0,4 ìë ýòîãî ðàñòâîðà.
Äîáàâëÿëè 1,25 ìë 100 íìîëü/ë ôîñôàòíîãî áóôåðíî-
ãî ðàñòâîðà. Ê ïîëó÷åííîìó ðàñòâîðó äîáàâëÿëè

0,2 ìë ïðèãîòîâëåííîãî ðàñòâîðà àñêîðáàòà. Ñïåêòðû
ïîëó÷åííûõ âåùåñòâ ðåãèñòðèðîâàëè íà ñïåêòðîôîòî-
ìåòðå ñðàçó ïîñëå ïðèãîòîâëåíèÿ ðàñòâîðà.

Îïðåäåëåíèå íèòðîçèëüíîãî êîìïëåêñà öèòîõðî-
ìà c. Ïîëó÷åííûå ðàñòâîðû íèòðîçèëüíîãî êîìïëåê-
ñà öèòîõðîìà c îáëó÷àëè ëàçåðíûì èçëó÷åíèåì
(514,5 íì, 40 ìÂò) â òå÷åíèå 10, 70 èëè 370 ñ. Â ñëó-
÷àå òåðìîëèíçîâûõ èçìåðåíèé íåïîñðåäñòâåííî â ýòè
ïåðèîäû ðåãèñòðèðîâàëè òåðìîëèíçîâûé ñèãíàë, â
ñëó÷àå ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêèõ èçìåðåíèé ïîñëå
óêàçàííûõ ïðîìåæóòêîâ âðåìåíè ðåãèñòðèðîâàëè
ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ îáëó÷åííîé ñìåñè.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå
Èçó÷åíèå äåéñòâèÿ ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ íà öè-

òîõðîì c. Ñðàâíåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðàñòâî-
ðîâ öèòîõðîìà c èç ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêèõ èçìåðå-
íèé è ðàñ÷èòàííûõ èç òåðìîëèíçîâîãî ñèãíàëà ïðè
äëèíàõ âîëí ãåíåðàöèè òåðìîëèíçîâîãî ñèãíàëà  ïîêà-
çàëî, ÷òî ëàçåðíîå èçëó÷åíèå íå îêàçûâàåò îùóòèìî-
ãî âëèÿíèÿ íà öèòîõðîì c (ðèñ. 1). Ñëåäîâàòåëüíî,
âîçìîæíî ïðèìåíåíèå áîëåå ÷óâñòâèòåëüíîãî, ÷åì
ñïåêòðîôîòîìåòðèÿ, ìåòîäà òåðìîëèíçîâîé ñïåêòðî-
ìåòðèè äëÿ èññëåäîâàíèÿ êàê öèòîõðîìà c, òàê è åãî
àêòèâíûõ ôîðì.

Ìåòðîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè îïðåäåëå-
íèÿ öèòîõðîìà c. Ïîñòðîåíû ãðàäóèðîâî÷íûå çàâè-
ñèìîñòè ïî öèòîõðîìó c (III) è öèòîõðîìó c (II) äëÿ
ñïåêòðîôîìåòðè÷åñêèõ èçìåðåíèé (â ìàêñèìóìàõ ïî-
ëîñ ïîãëîùåíèÿ) è äëÿ òåðìîëèíçîâûõ èçìåðåíèé.
Ãðàäóèðîâî÷íûå çàâèñèìîñòè äëÿ öèòîõðîìà c (III)

Ðèñ. 1. Ñðàâíåíèå ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ öèòîõðîìà c (III)
5,7 ìêÌ, ïîëó÷åííûõ ïðè ïîìîùè ñïåêòðîôîòîìåòðèè è òåðìî-
ëèíçîâîé ñïåêòðîìåòðèè. Íåïðåðûâíàÿ ëèíèÿ – îïòè÷åñêàÿ ïëîò-
íîñòü, ïîëó÷åííàÿ ïðè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêèõ èçìåðåíèÿõ, òî÷êè
– îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü, ïåðåñ÷èòàííàÿ èç òåðìîëèíçîâîãî ñèãíàëà
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ñòðîèëè ïðè äâóõ çíà÷åíèÿõ äëèí âîëí 488,0 è
514,5 íì, à äëÿ öèòîõðîìà c (II) — òîëüêî ïðè 514,5
íì (ïðè 488,0 íì ìîëÿðíûé êîýôôèöèåíò ïîãëîùåíèÿ
öèòîõðîìà c (II) ìàë). Ðåçóëüòàòû ñâåäåíû â òàáë. 2.
Ïîëó÷åííûå çíà÷åíèÿ ïðåäåëîâ îáíàðóæåíèÿ êîððåëè-
ðóþò ñ ñóùåñòâóþùèìè äàííûìè [17]. Âîñïðîèçâîäè-
ìîñòü îïðåäåëåíèÿ öèòîõðîìà c íà óðîâíå 10–7 Ì íå
íèæå, ÷åì âîñïðîèçâîäèìîñòü ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñ-
êîãî îïðåäåëåíèÿ. Ðîñò ÷óâñòâèòåëüíîñòè äëÿ îáåèõ
ôîðì öèòîõðîìà ïðåâûøàåò 200 ðàç, ÷òî íàõîäèòñÿ â
õîðîøåì ñîãëàñèè ñ îæèäàåìûì ðîñòîì ÷óâñòâèòåëü-
íîñòè òåðìîëèíçîâûõ èçìåðåíèé.

Ïîëó÷åíèå íèòðîçèëüíîãî êîìïëåêñà öèòîõðîìà
c (III). Ïîäáîð óñëîâèé ïîëó÷åíèÿ íèòðîçèëüíûõ êîì-
ïëåêñîâ öèòîõðîìà c âêëþ÷àë âûáîð ñîîòíîøåíèé
ÄÄÑ è öèòîõðîìà c, à òàêæå öèòîõðîìà c è NO.
ÄÄÑ èãðàåò ðîëü àãåíòà, îáëåã÷àþùåãî äîñòóï ëèãàí-
äà ê ãåìó [10], íàéäåíî, ÷òî îïòèìàëüíîå ñîîòíîøå-
íèå åãî è áåëêà ëåæèò â äèàïàçîíå 1:30–1:50. Îäíàêî
ïîñêîëüêó ÄÄÑ ÿâëÿåòñÿ ÏÀÂ è ñêëîíåí ê îáðàçîâà-
íèþ êîëëîèäíûõ ðàñòâîðîâ, ìû âûáðàëè ìèíèìàëüíîå
çíà÷åíèå ýòîãî ñîîòíîøåíèÿ (1:30).

Ïîñêîëüêó áåëêè äåíàòóðèðóþò íà ãðàíèöå ðàçäåëà
ôàç, îáðàçîâàíèå ãðàíèöû ôàç, êîòîðàÿ âîçíèêàåò ïðè
ïðîïóñêàíèè ãàçà ÷åðåç ðàñòâîð, íåæåëàòåëüíî. Ïî-
ýòîìó äëÿ ïîëó÷åíèÿ íèòðîçèëüíîãî êîìïëåêñà öèòî-
õðîìà c ãàçîîáðàçíûé NO íå ïðîïóñêàëè ÷åðåç ðà-
ñòâîð áåëêà ñ ÄÄÑ, à ïðîâîäèëè âçàèìîäåéñòâèå â

Ìåòîä Öèòîõðîì c (III) Öèòîõðîì c (II) 

Ñïåêòðîôîòîìåòðèÿ A530 = (1,1±0,1)c + 1,1×10–2 (n = 12, P 

= 0,95; r = 0,9989) 

cìèí = 7 × 10–6 Ì 

sr (10–5–10–4 Ì)= 0,02 ÷0,05 

A550 = (1,7±0,2)c + 1,1×10–2 (n = 12, P 

= 0,95; r = 0,9979) 

ñìèí = 2 × 10–6 Ì 

sr (10–5–10–4 Ì)= 0,03−0,05 

ϑ488 = (0,220 ± 0,002)c + 1,1×10–2 (n 

= 12, P = 0,95; r = 0,9994) 

ñìèí = 1 × 10–7 M 

sr (10–7–10–6 Ì) = 0,01−0,04 

Òåðìîëèíçîâàÿ 

ñïåêòðîìåòðèÿ  

(40 ìÂò) 

ϑ514,5 = (0,396±0,004)c + 2,2×10–2 (n 

= 12, P = 0,95; r = 0,9997) 

ñìèí = 3×10–8 M 

sr (10–8–10–6 Ì) = 0,02−0,05 

ϑ514,5 = (0,558±0,003)c + 3,9×10–2 (n 

= 12, P = 0,95; r = 0,9994) 

ñìèí = 1×10–8 M 

sr (10–8–10–6 Ì)= 0,02−0,06 

Ò à á ë è ö à  2

Óðàâíåíèÿ ãðàäóèðîâî÷íûõ çàâèñèìîñòåé è õàðàêòåðèñòèêè ÷óâñòâèòåëüíîñòè ñïåêòðîôîòî-
ìåòðè÷åñêîãî è òåðìîëèíçîâîãî îïðåäåëåíèÿ öèòîõðîìà c

Ïðèìå÷àíèå. Äëÿ ãðàäóèðîâî÷íûõ çàâèñèìîñòåé êîíöåíòðàöèè ïðèâåäåíû â ììîëü/ë (ñïåêòðîôîòî-
ìåòðèÿ)  è  ìêìîëü/ë (òåðìîëèíçîâàÿ ñïåêòðîìåòðèÿ).

âîäíûõ ðàñòâîðàõ, ïðåäâàðèòåëüíî íàñûùåííûõ NO.
Ðàñòâîðû NO äîáàâëÿëè ñïóñòÿ 5 ìèí ïîñëå îñòàëü-
íûõ êîìïîíåíòîâ. Ïðîäóêòû âçàèìîäåéñòâèÿ öèòîõðî-
ìà c è NO èäåíòèôèöèðîâàëè ïî èçìåíåíèÿì â ñïåê-
òðå ïîãëîùåíèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ òåì æå êîëè÷åñòâîì
ðàñòâîðà âñåõ êîìïîíåíòîâ, êðîìå NO. Ðîñò èíòåí-
ñèâíîñòè ïîãëîùåíèÿ ïðè 560 íì (ðèñ. 2), êîòîðûé
ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðèñóòñòâèè â ðàñòâîðå NO êîìï-
ëåêñà öèòîõðîìà c [10], íàáëþäàëñÿ â äèàïàçîíå
îáúåìîâ 100–300 ìêë ðàñòâîðà NO, óâåëè÷åíèå æå
îáúåìà NO íå âûçûâàëî äàëüíåéøèõ èçìåíåíèé â
ñïåêòðå ïîãëîùåíèÿ öèòîõðîìà c.

Èçó÷åíèå äåéñòâèÿ ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ íà
êîìïëåêñ öèòîõðîìà c ñ NO. Ïîëó÷åííûé êîìïëåêñ
ïîäâåðãàëè âîçäåéñòâèþ ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ. Â ðå-
çóëüòàòå íàáëþäàëè äîñòàòî÷íî áûñòðîå ðàçëîæå-
íèå êîìïëåêñà öèòîõðîìà c ñ NO ïîä äåéñòâèåì ëà-
çåðíîãî èçëó÷åíèÿ (ðèñ. 3). Â òå÷åíèå 10 ñ íàáëþäà-
ëè ðàçëîæåíèå êîìïëåêñà (óìåíüøåíèå ïèêà ïðè
560 íì) è âîññòàíîâëåíèå ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ öèòî-
õðîìà c. Â îòñóòñòâèå îáëó÷åíèÿ êîìïëåêñ ñàì ïî
ñåáå óñòîé÷èâ è íå ðàçëàãàåòñÿ ñ òå÷åíèåì âðåìåíè,
ïîýòîìó ðàçëîæåíèå êîìïëåêñà îáóñëîâëåíî òîëüêî
âîçäåéñòâèåì íà íåãî ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ. Èç ðèñ. 3
âèäíî, ÷òî êîìïëåêñ ðàçëàãàåòñÿ äî öèòîõðîìà c
(III), íî ÷àñòü îáðàçîâàâøåãîñÿ öèòîõðîìà c âíîâü
âçàèìîäåéñòâóåò ñ NO, ïðèñóòñòâóþùèì â ñèñòåìå.
Òåðìîëèíçîâîå îïðåäåëåíèå íèòðîçèëüíîãî êîìïëåêñà
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Ðèñ. 2. Îáùèé âèä ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ öèòîõðîìà c (III) ñ NO (1), äëÿ
ñðàâíåíèÿ ïðèâåäåí ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ öèòîõðîìà c (III) (2)

Ðèñ. 3. Ðàçëîæåíèå êîìïëåêñà öèòîõðîìà c ñ NO ïîä äåéñòâèåì ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ:
1 –  ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ êîìïëåêñà öèòîõðîìà c – NO; 2 – ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ êîìïëåêñà
ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ â òå÷åíèå 10 ñ; 3 – ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ íèòðî-
çèëüíîãî êîìïëåêñà ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ â òå÷åíèå  70 c; 4 – ñïåêòð
ïîãëîùåíèÿ íèòðîçèëüíîãî êîìïëåêñà ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ â òå÷å-
íèå 370 ñ; 5 – ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ öèòîõðîìà c (III) (ïðèâåäåí äëÿ ñðàâíåíèÿ). Êîìïëåêñ
ïîëó÷åí ïóòåì ñìåøåíèÿ 20 ìêë  0,89 ìÌ ðàñòâîðà öèòîõðîìà c, 110 ìêë 5,5 ìÌ
ðàñòâîðà ÄÄÑ, 1470 ìêë 20 ìÌ ôîñôàòíîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà (pH 7,4) è 400 ìêë

äåãàçèðîâàííîé âîäû, íàñûùåííîé NO

öèòîõðîìà c âîçìîæíî íà óðîâíå êîíöåíòðàöèé, äîñ-
òèãíóòîì äëÿ öèòîõðîìà c (II, III), ò.å. 10–7 Ì, è äàåò
òîò æå âûèãðûø â ÷óâñòâèòåëüíîñòè ïî ñðàâíåíèþ ñî
ñïåêòðîôîòîìåòðèåé, ÷òî è â ñëó÷àå îïðåäåëåíèÿ öè-
òîõðîìà c (III), ò.å. îêîëî 200 ðàç.

Â öåëîì ïîäîáðàíû óñëîâèÿ ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñ-
êîãî è òåðìîëèíçîâîãî îïðåäåëåíèÿ öèòîõðîìà c, åãî
àêòèâíîé ôîðìû è åãî íèòðîçèëüíîãî êîìïëåêñà. Ïîêà-
çàíî, ÷òî ïîä äåéñòâèåì ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ èçìåíå-
íèé â ñïåêòðå ïîãëîùåíèÿ öèòîõðîìà c íå íàáëþäàåò-
ñÿ, ÷òî ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûé

ìåòîä òåðìîëèíçîâîé ñïåêòðîìåòðèè äëÿ îïðåäåëåíèÿ
öèòîõðîìà c (II) è öèòîõðîìà c (III) íà óðîâíå
10–8 ìîëü/ë, ÷òî íåäîñòóïíî áîëüøèíñòâó äðóãèõ ìåòî-
äîâ îïðåäåëåíèÿ öèòîõðîìà c. Íàéäåííûå óñëîâèÿ
ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ èçó÷åíèÿ èíãèáèðîâàíèÿ
è ðåàêòèâàöèè ïåðîêñèäàçíîé àêòèâíîñòè öèòîõðîìà c
ïîä äåéñòâèåì NO [10] ïðè ïîìîùè òåðìîëèíçîâîé
ñïåêòðîìåòðèè, ÷òî âûõîäèëî çà ðàìêè äàííîé ðàáîòû.
Êðîìå òîãî, ðåãóëèðóåìàÿ è êîíòðîëèðóåìàÿ ëàçåðîì
ôîòîäèññîöèàöèÿ êîìïëåêñà öèòîõðîìà c c NO ìîæåò
íàéòè ïðèìåíåíèå â ëàçåðíîé òåðàïèè.

Ðàáîòà îñóùåñòâëåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ÐÔÔÈ (ïðîåêò  ¹ 06-04-81052-Áåë-à).
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THERMAL-LENS DETERMINATION OF CYTOCHROME C AND ITS
NO COMPLEX
A.V. Brusnichkin, A.V. Marikutsa, M.A. Proskurnin, E.V. Proskurnina, A.N. Osipov,
Yu.A. Vladimirov
(Division of Analytical Chemistry)

Spectrophotometric and thermal-lens measurements showed that cw laser irradiation (450–530
nm, up to 100 mW) does not affect the apsorption band of cytochrome c, and thermal lensing is
used for determining cytochrome c (III) (ñmin = 1 ⋅ ⋅ ⋅ ⋅ ⋅ 10–7 M at  λ  λ  λ  λ  λ = 488.0 nm; cmin = 3 ⋅ ⋅ ⋅ ⋅ ⋅ 10–8 M at
λ λ λ λ λ  = 514.5 nm) and its active form, cytochrome c (II) (cmin = 1⋅ ⋅ ⋅ ⋅ ⋅ 10–8 M at λ λ λ λ λ  = 514.5 nm). The
enhancement in the sensitivity of determination of these species compared to conventional
spectrophotometry is more than two orders. The optimum conditions for the formation of NO
complex of cytochrome c for its photometric determination are selected: the molar ratio of
dodecylsulfate (a modifying agent) to cytochrome c is 1: 30, the working wavelength of 560 nm.
The study of the effect of laser radiation on nitroso-complex of cytochrome c showed that it
dissociates forming cytochrome c (III), and the monitoring of the decomposition of this complex
with thermal-lensing (514.5 nm) is possible at a level down to 1⋅ ⋅ ⋅ ⋅ ⋅ 10–7 M.
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