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Для изучения взаимодействия ДНК и хлорофиллина (ХЛН) в диапазоне крайне высоких частот 

измерена комплексная диэлектрическая проницаемость растворов хлорофиллина и комплекса 

ДНК–хлорофиллин. Это позволило определить степень гидратации и вероятные гидратно-

активные центры ХЛН. Обнаружено, что комплексообразование сопровождается изменением 

диэлектрических свойств раствора нуклеиновой кислоты. Показано, что эти изменения 

обусловлены уменьшением количества связанной воды на поверхности нуклеиновой кислоты и 

лиганда. Сделан вывод о том, что комплекс ДНК–ХЛН характеризуется достаточно сильным 

связыванием нуклеиновой кислоты с хлорофиллином.  
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ВВЕДЕНИЕ 

В противоопухолевой защите организма 

большое значение имеет использование 

эффективных антиканцерогенов, то есть 

соединений, которые препятствуют проникно-

вению в клетку канцерогенов или подавляют их 

действие. Исследования показали, что такого 

рода вещества содержатся во многих 

натуральных продуктах питания (фруктах и 

овощах). Однако содержание естественных 

антиканцерогенов в потребляемых человеком 

продуктах, как правило, слишком мало для 

того, чтобы при рациональном питании 

проявился тот защитный эффект, который 

наблюдается у подопытных животных [1]. 

Важным исключением оказывается хлорофилл, 

который является существенным компонентом 

зеленых растительных продуктов, входящих в 

пищу человека. Хлорофилл и такие его 

производные, как хлорофиллин (ХЛН), 

обладают сильным антиоксидантным, анти-

мутагенным и антиканцерогенным действием 

[1, 2]. ХЛН представляет особый интерес, 

поскольку он не токсичен и, в отличие от 

хлорофилла, хорошо растворяется в воде, что 

делает его более удобным объектом изучения.  

ХЛН – это натриевая соль хлорофилла, в 

которой атом магния в центре молекулы 

хлорофилла заменен на атом меди (или другого 

металла), а группы COOCH3, COOR и C=O – на 

группы COONa (рис. 1). 

Молекулярный механизм защитного 

действия хлорофиллина в клеточных культурах 

и в живых организмах неясен. Высказаны 

предположения, что вследствие связывания 

ХЛН с мутагенами из организма удаляются 

свободные радикалы и другие биологически 

активные вещества [1, 3]. Однако факторы, от 

воздействия которых ХЛН защищает клетки, 

разнообразны (афлатоксин, мутагены с 

гетероциклической структурой, бензопирен, 

хинолин, оксиданты, радиационная деструкция, 

тяжелые металлы и другие) и имеют 

отличающиеся способы активности. 

Поэтому возникает вопрос: является ли это 

взаимодействие единственным возможным 

механизмом протекторной функции ХЛН? 

Действительно, известно, что активность 

порфиринов и их металлопроизводных (к числу 

последних относится и ХЛН) осуществляется 

во многом благодаря сильному взаимо-

действию с ДНК, которая является их главной 

мишенью [4, 5]. Показано также, что в клетках 

печени форели, в которых с помощью 

канцерогена афлатоксина индуцировался рак, 

применение ХЛН ингибировало развитие 

опухоли и в то же время значительно 

уменьшало связывание ДНК с афлатоксином 

[6]. Поэтому роль ХЛН как протектора может 

быть в большой мере обусловлена и 

изменениями в структуре и/или функциони-

ровании ДНК. 

Для выяснения возможности данного 

механизма нами в водном растворе изучались 
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изменения в состоянии воды, находящейся на 

поверхности ДНК, которые происходят в 

результате взаимодействия нуклеиновой 

кислоты с ХЛН. Вода в такой гидратной 

оболочке тесно связана с ДНК и, по сути, 

является элементом структуры нуклеиновой 

кислоты. Термодинамика взаимодействия ДНК 

с лигандом, происходящего через припо-

верхностный слой воды, зависит от состояния 

растворителя столь же значительно, как и от 

ионной силы, pH, температуры [7–10]. Поэтому 

изменение величины гидратации ДНК при 

взаимодействии с ХЛН характеризует степень 

взаимодействия нуклеиновой кислоты с 

лигандом. С другой стороны, получение 

сведений о состоянии воды на поверхности 

ДНК, находящейся в составе комплекса, важно 

для конструирования гидратно-активных 

сайтов при создании биологически активных 

веществ, включая лекарства [11]. 

 

 

Рис. 1. Структурная формула хлорофиллина 

(C34H31CuN4Na3O6) 

Настоящее исследование является 

продолжением работ, посвященных выяснению 

состояния растворителя на поверхности 

компонентов комплексов ДНК–биологически 

активное вещество [12, 13]. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

В работе использовали хлорофиллин 

производства фирмы Sigma-Aldrich (натриевая 

соль, молекулярная масса 724.1 Да) и ДНК из 

тимуса теленка производства фирмы Sigma 

(натриевая соль, молекулярная масса свыше 

10
7 
Да). Для точного определения 

концентрации препаратов в растворах 

находили содержание влаги в обоих исходных 

препаратах. 

Образование комплекса ДНК–ХЛН с 

требуемым P/D (отношение числа молей 

фосфатных групп ДНК к числу молей 

хлорофиллина) осуществляли многократным 

добавлением к раствору нуклеиновой кислоты 

небольших объемов (капель) раствора лиганда. 

Для обеспечения гомогенности тщательно 

размешивали как исходный раствор ДНК, так и 

раствор комплекса. Растворы были 

стабильными, осаждение не наблюдалось.  

Гидратацию исследовали методом 

диэлектрометрии в области крайне высоких 

частот (КВЧ), то есть в диапазоне 

миллиметровых длин электромагнитных волн. 

Измерения комплексной диэлектрической 

проницаемости εεε ′′−′= i*  выполняли с 

помощью ранее описанного оригинального 

дифференциального метода, позволяющего 

надежно определять небольшие изменения 

величины *ε  [14, 15]. Рабочая длина волны λ  

составляла 7.6 мм (частота 39.5 ГГц), 

температура Т – 23 °C. 

Непосредственно измеряли разности ∆α и ∆β 

между коэффициентами затухания α и фазовыми 

постоянными β растворителя и аналогичными 

параметрами изучаемого раствора. 

Из них, используя известные 

электродинамические соотношения 
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где crλ  – критическая длина волны волновода, 

находили разности ε ′∆  и ε ′′∆ . 

Необходимые для расчета значения 

диэлектрических характеристик воды при 

рабочих λ и Т определяли с помощью 

экспериментальных данных и интерполя-

ционной схемы, приведенных в обзоре 

Эллисона и др.: α = 2.75; β = 5.13; ε ′ = 18.8; 

ε ′′ = 28.2 [16]. Здесь и далее значения α и β 

приведены умноженными на коэффициент 

πλ 2/ . Дополнительный вклад в ε ′′∆  

компонента εδ ′′ , обусловленный проводи-

мостью растворов, учитывали с помощью 

измерения величины электропроводности σ: 

с/σλεδ =′′ , где с  − скорость света [17, 18]. 
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Измерения проводили многократно, 

полученные данные усредняли. Метод 

обеспечивает измерение ∆α и ∆β с 

погрешностями (стандартными, среднеквадра-

тическими отклонениями) не более, чем 

±0.0006 Нп/мм и ±0.0004 радиан/мм, что 

соответствует погрешностям нахождения ε ′∆  

и ε ′′∆  в ±0.005 и ±0.01, соответственно. 

Точность определения σ составляет 1 %.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

В настоящее время отсутствуют данные как 

о гидратации хлорофиллина, так и о 

диэлектрической проницаемости (ДП) его 

водных растворов. Поэтому первым этапом 

работы было определение ДП раствора ХЛН. В 

таблице приведены измеренные разности 

между диэлектрическими параметрами воды 

(уменьшаемое) и водного раствора ХЛН 

(концентрация k  = 1.9 %): α∆ , β∆ , ε ′∆  и ε ′′∆ .  

Раствор ХЛН обладает заметной электро-

проводностью, обусловленной наличием в 

молекуле лиганда ионов натрия. На основании 

кондуктометрических измерений, определения 

электропроводности калибровочных растворов 

NaCl и использования справочных данных о 

ионной подвижности [19, 20] нами найдено, что 

раствор ХЛН содержал 0.064 М Na
+
, а вклад 

εδ ′′ в ε ′′  составляет 0.13. 

Так как мм диапазон является областью 

дисперсии дипольной поляризации воды, то и 

ε ′ , и ε ′′  образцов зависят от двух параметров: 

величины поляризации и времени релаксации 

поляризации τ . Поэтому целесообразно 

описывать диэлектрические свойства образцов 

с помощью параметров sε (низкочастотный 

предел ε ′  в области дисперсии, зависит только 

от степени поляризации) и τ , используемых в 

теории полярных жидкостей Дебая, которая с 

высокой точностью справедлива как для воды, 

так и для водных растворов биомолекул 

[21, 22]. Для воды при 23 °C sε  = 79.4. 

Параметры sε  и τ  связаны с ε ′  и ε ′′  

соотношениями Дебая: 
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где ∞ε  − высокочастотный предел ε ′  в 

области дисперсии.  

Наличие ионов натрия в ХЛН не только 

обусловливает проводимость раствора, но и 

приводит к понижению значения εs. Известно 

[23], что один моль Na
+ 
снижает εs воды на 8. 

Поэтому вклад ионов ∆εs (Na
+
) в уменьшение εs 

для раствора ХЛН составляет 0.51. В таблице 

(второй столбец) приведены значения 

декремента ∆εs, являющегося разностью 

параметров εs воды и раствора, а также 

аналогичного декремента раствора δεs, но 

величина которого обусловлена влиянием лишь 

самого лиганда (без ионов Na
+
).  

В третьем и четвертом столбцах приведены 

результаты диэлектрических измерений 

раствора ДНК (концентрация k  = 0.576 %) и 

раствора комплекса ДНК–хлорофиллин. 

Концентрация комплекса в весовых процентах 

k  = 0.704 % при P/D = 10 (для ДНК 

k  = 0.576 %, для лиганда k  = 0.128 %), ионная 

сила – 0.025M NaCl. Величины α∆ , β∆ , ε ′∆ , 

ε ′′∆ , sε∆ , sδε  представляют собой разности 

соответствующих параметров воды (уменьша-

емое) и ДНК (третий столбец) или ДНК 

(уменьшаемое) и раствора комплекса 

(четвертый столбец). Погрешность величины 

sε∆ , рассчитанная из погрешностей α∆  и 

β∆ , составляет 0.07, а аналогично рассчи-

танная погрешность разности между 

временами релаксации τ воды и раствора – 

0.002 с. 

Времена релаксации, соответствующие 

дипольной релаксации в растворах, как в 

случае лиганда, так и в случае комплекса, 

отличаются от времени релаксации раствори-

теля лишь незначительно (для воды 

τ = 0.864·10
-11 
с). В то же время известно, что 

значения τ для свободной и для связанной воды 

отличаются в 30 раз [22]. Следовательно, все 

изменения в динамических свойствах воды 

происходят лишь в тонком приповерхностном 

слое вокруг нуклеиновой кислоты.  

Из проведенных измерений следует, что 

формирование комплекса, в котором ДНК 

присутствует в той же концентрации, что и в 

растворе только нуклеиновой кислоты, 

сопровождается уменьшением ∆εs на 0.04. 

Следовательно, εs раствора комплекса меньше, 

чем εs растворителя на 0.95. В то же время 

измерения ДП раствора ХЛН указывают на то, 
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что хлорофиллин в вышеуказанной 

концентрации 0.128 % должен увеличить 

декремент раствора ДНК на 0.19. В таком 

случае εs раствора комплекса (при 

аддитивности декремента) должен быть 

меньше, чем εs раствора ДНК, на 1.18. Это 

ожидаемое значение на 0.23 (при погрешности 

εs в 0.07) или на 24 % больше, чем 

экспериментальная величина.  

 
Таблица. Диэлектрические параметры и гидратация растворов ХЛН и комплекса ДНК–ХЛН 

Параметр Раствор ХЛН Раствор ДНК Раствор ДНК–ХЛН 

α∆  0.050 0.0139 0.0006 

β∆  0.067 0.0118 0.0127 

ε ′∆  0.385 0.048 0.132 

ε ′′∆  0.85 0.21 0.08 

εδ ′′  0.13 0.074 0.082 

τ (10
-11 
с) 0.862 0.858 0.863 

sε∆  2.84 0.99 –0.04 

sε∆ (Na
+
) 0.51 – 0.03 

sδε  2.33 0.99 –0.08 

ω  0.21 0.88 0.49 

 

Поскольку в области КВЧ нет полос 

поглощения ДНК [24], то обнаруженное 

отличие следует объяснять увеличением при 

комплексообразовании диэлектрической про-

ницаемости растворителя, что указывает на 

уменьшение количества связанной воды в 

результате частичной замены связей ДНК–вода 

и ХЛН–вода на связи ДНК–ХЛН (рис. 2).  

Для количественной оценки дегидратации 

нами используется модель, согласно которой 

изучаемый раствор рассматривается как среда, 

в которой часть объема занята вкраплениями – 

биомолекулами и молекулами связанной воды, 

обладающими подвижностями значительно 

меньшими, чем подвижности молекул 

свободной воды. Диполи таких молекул, в 

отличие от диполей молекул свободной воды, 

не могут поворачиваться в КВЧ поле. Поэтому 

ДП биомолекул 
B

∞ε  и связанной воды 
W

∞ε  в 

миллиметровом диапазоне обусловлена лишь 

малыми величинами атомной и электронной  

поляризаций [23]: 
B

∞ε  = 4 [22, 24] и 

W

∞ε  = 5.7 [16]. В то же время ДП воды имеет 

значительно бóльшую величину, что 

обусловлено проявлением в ней 

дополнительной, дипольной, поляризации. 

Следовательно, определяя «связанную воду» 

как такую, у которой частоты дипольной 

релаксации намного меньше аналогичных 

частот свободной воды, мы можем с помощью 

измерений в мм диапазоне разницы ∆εs между 

величинами εs воды и раствора оценить 

величину объема, занятого связанной водой 

[12, 13]. 
 

 

Рис. 2. Схематическое изображение гидратных 

оболочек ДНК, ХЛН (а) и их комплекса (б) 

Так как в работе используются малые 

концентрации k биомолекул, то для разности 

∆εs справедливо линейное приближение: 

( ) ( )[ ]ωεεεεε W

s

B

ss vpk ∞∞ −+−=∆ ,            (5) 

где p – коэффициент пропорциональности, 

зависящий от формы вкрапления; v  и ω  – 

удельные парциальные объемы биомолекул и 

связанной воды (в см
3
/г), соответственно. Так 

как у воды объем и масса численно совпадают, 
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то ω  обозначает также число граммов воды, 

связанной с одним граммом растворенного 

вещества. Для хлорофиллина v  = 0.899 см
3
/г 

(определено нами с помощью пикнометри-

ческих измерений), для ДНК – 0.581 см
3
/г [25]. 

Для p  используется значение 1.58, что 

соответствует числу гидратации n в 16 молекул 

воды на нуклеотид ДНК. Число 16 

представляет собой среднее для величины 

гидратации ДНК, определенной разными 

методами (рентгеноструктурный анализ, ИК 

спектроскопия и калориметрия): 11 ≤ n ≤ 20 

[26–28]. С другой стороны, величина 1.58 

является средней между значениями p, которые 

вычислены в теории смеси диэлектриков при 

рассмотрении двух предельных идеализиро-

ванных случаев вкраплений: в виде сферы 

(p = 1.50) и в виде цилиндра (p = 1.66) [29].  

Из расчета по соотношению (5) следует, 

что гидратации ω  хлорофиллина составляет 

0.21 г воды на 1 г лиганда. Учитывая, что 

молекулярная масса ХЛН равна 655 Да (без 

атомов натрия, гидратация которых уже 

учтена), такая величина соответствует 7–8 

молекулам связанной воды на молекулу 

лиганда. Точность ∆εs, рассчитанная из 

погрешностей ∆α и ∆β, равна 0.07, что 

соответствует погрешности определения числа 

n в одну молекулу. 

Так как группы CH и CH2, содержащиеся в 

ХЛН, не образуют достаточно сильных 

водородных связей [30] и не заряжены, то они 

не влияют на структуру воды. Единственными 

сайтами, связывающими молекулы раство-

рителя, могут быть четыре атома азота и три 

группы C=O. Поскольку число гидратации 

ХЛН соответствует количеству его гидратно-

активных центров, то можно полагать, что 

каждый из них образует одну водородную 

связь с молекулой воды. Этот вывод 

коррелирует с некоторыми расчетными и 

экспериментальными оценками (сделанными 

при анализе объемных эффектов, вызванных 

установлением водородной связи), согласно 

которым между каждым указанным сайтом и 

молекулами воды образуется одна водородная 

связь [31–33].  

Для комплекса ДНК–ХЛН аналогичный 

расчет показывает, что степень гидратации ω  

составляет 0.49 г воды на 1 г комплекса. Так 

как молекулярная масса нуклеотида в среднем 

около 330 Да, а соотношение масс ДНК и ХЛН 

в работе равно 4.9, то очевидно, что в растворе 

комплекса ДНК–ХЛН с каждым нуклеотидом 

связано в среднем 11 молекул воды. Таким 

образом, согласно диэлектрическим измере-

ниям, комплексообразование сопровождается 

значительным (~30 %) освобождением тех 

молекул воды, которые были тесно связаны с 

ДНК в растворе, содержащим только 

нуклеиновую кислоту (рис. 3). Соответствую-

щее изменение энергии должно приводить к 

дополнительной стабилизации. 

 

 

Рис. 3. Декремент ∆εs* (разность между величинами 

εs растворителя и раствора в пересчете на 

концентрацию в 1 %) и число гидратации 

образцов n: 1 – ХЛН; 2 – ДНК; 3 – ожидаемое 

значение ∆εs* и n для комплекса ДНК–ХЛН 

(при аддитивности декремента и учете 

концентрации компонентов комплекса); 4 – 

комплекс ДНК–ХЛН 

В настоящее время нет ясности в вопросе о 

том, как хлорофиллин взаимодействует с ДНК. 

Петрак и др., изучавшие спектры поглощения 

(видимая область) и спектры флуоресценции 

водных растворов смесей ДНК–интеркалятор–

хлорофиллин, не обнаружили таких 

спектральных изменений, которые указывали 

бы на заметное взаимодействие между ДНК и 

хлорофиллином [3]. В то же время Таджмир-

Риахи и др. [6], исследуя растворы комплекса 

ДНК–ХЛН методом инфракрасной Фурье-

спектроскопии, пришли к выводу, что ХЛН с 

помощью интеркаляции связывается с ДНК в 

районах пар G–C и A–T. Взаимодействие 

проявляется в сдвигах и изменениях 

интенсивности полос колебаний, относящихся 

к гуанину, аденину, тимину и группе PO2 

сахаро-фосфатного остова ДНК. Однако 

хлорофиллин оказывается слабым интеркаля-

тором, так как константа связывания комплекса 
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ДНК–ХЛН существенно – на два порядка – 

меньше, чем константы связывания 

классических интеркаляторов (бромид этидия, 

акридиновый оранжевый и т. п.).  

Ранее, также на основании диэлектри-

ческих измерений, мы нашли, что при 

образовании комплексов между ДНК и рядом 

интеркаляторов (бромид этидия, профлавин, 

иодид пропидия) происходит увеличение 

гидратации [12, 13]. С другой стороны, при 

связывании с ДНК некоторых лигандов, 

которые не интеркалируют (кофеин, 

путресцин), наблюдается дегидратация [13]. 

Поэтому, если считать, что ХЛН является 

интеркалятором, то при образовании комплекса 

с ДНК следовало бы ожидать увеличения 

количества связанной воды. Однако обнару-

женная в настоящей работе дегидратация 

указывает на то, что взаимодействие ДНК с 

ХЛН отличается от взаимодействия ДНК с 

вышеуказанными интеркаляторами. По-

видимому, не только интеркаляция, но и другие 

процессы играют важную роль в 

термодинамике взаимодействия нуклеиновой 

кислоты с хлорофиллином. Так, большую роль 

может иметь вышеупомянутое взаимодействие 

лиганда с группами PO2 в ДНК, что 

свидетельствует о присутствии в комплексе и 

внешнего связывания [6]. Кроме того, 

обнаруженная дегидратация подтверждает 

предположение Таджмира-Риахи и др. (в той 

же статье) о том, что в ДНК в составе 

комплекса ДНК–ХЛН происходит частичный 

переход ДНК из В-формы в А-форму. 

Действительно, известно, что нуклеотид в       

А-форме обладает существенно меньшей 

степенью гидратации, чем в В-форме (на шесть 

молекул меньше по данным Умехара и др. 

[34]). Поэтому такой переход должен 

способствовать дегидратации комплекса.  

Полученные с помощью диэлектрических 

измерений данные предоставляют аргументы 

для выбора модели комплекса ДНК–ХЛН. 

Обнаруженное нами значительное уменьшение 

количества связанной воды, происходящее при 

формировании комплекса, указывает на 

достаточно сильное взаимодействие между 

компонентами комплекса и согласуется с 

результатами ИК спектроскопического 

исследования [6]. Поэтому имеются основания 

полагать, что одним из возможных механизмов 

протекторного действия ХЛН является его 

взаимодействие с нуклеиновой кислотой. 

 

 

 

 

 

 

Зв’язана вода в комплексі ДНК-хлорофілін 
 

В.А. Кашпур, Д.О. Песіна, О.В. Хорунжа, В.Я. Малєєв, А.В. Шестопалова 
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вул. Академіка Проскури, 12, Харків, 61085, Україна, darynapesina@gmail.com 

 

Для вивчення взаємодії ДНК і хлорофіліну (ХЛН) в діапазоні надзвичайно високих частот 

виміряна комплексна діелектрична проникність розчинів хлорофіліну та комплекса ДНК–

хлорофілін. З отриманих величин визначені ступінь гідратації та ймовірні гідратно-активні 

центри ХЛН. Виявлено, що процес утворення комплекса супроводжується зміною діелектричних 

властивостей розчину ДНК. Показано, що ці зміни обумовлені зменшенням кількості зв’язаної води 

на поверхні нуклеїнової кислоти і ліганда. Зроблено висновок про те, що комплекс ДНК – ХЛН 

характеризується досить сильним зв'язуванням нуклеїнової кислоти з хлорофіліном.  

Ключові слова: ДНК, хлорофілін, комплекс, діелектрична проникність, гідратація 
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Bound water in DNA-chlorophyllin complex 
 

V.A. Kashpur, D.A. Pesina, O.V. Khorunzhaya, V.Ya. Maleev, A.V. Shestopalova 

 
A.Ya. Usikov Institute for Radiophysics and Electronics of National Academy of Sciences of Ukraine 

12 Academician Proskury Str., Kharkiv, 61085, Ukraine, darynapesina@gmail.com 

 

For studying the interaction between DNA and chlorophyllin (CHLN), the complex dielectric 

permittivity in the range of extremely high frequencies has been measured for solutions of chlorophyllin 

and DNA–chlorophyllin complex. From the values obtained the degree of hydration and the probable 

hydration centers have been determined for CHLN. It has been also found that formation of the complex is 

accompanied by changes in dielectric parameters of DNA solution. It has been shown that these changes 

are caused by some decrease in the bound water amount on the surfaces of nucleic acid and ligand. From 

the analysis of the effects revealed, it has been concluded that the DNA–CHLN complex is characterized 

by a sufficiently strong binding between nucleic acid and chlorophyllin.  

Keywords: DNA, chlorophyllin, complex, dielectric permittivity, hydration 
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