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Аннотация

В последние годы триарилметильные радикалы широко применяются в качестве спиновых зондов и меток, 
поэтому исследование их свойств представляет большой интерес. С использованием методов стационарного и 
импульсного электронного парамагнитного резонанса (ЭПР) в широком температурном диапазоне изучены 
магнитно-резонансные свойства меченных изотопом 13С триарилметильных радикалов (FT (Finland trityl) и 
OX063) в растворах “вода – глицерин” и “вода – трегалоза”. Измерены их магнитно-резонансные параметры, 
времена электронной спиновой релаксации и определены времена корреляции вращения при разных темпе-
ратурах. Показано, что в растворе трегалозы радикал 13С-FT образует агрегаты, а для радикала 13С-OX063 
агрегатов не наблюдается.
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ВВЕДЕНИЕ

Триарилметильные радикалы (ТАМ, тритил) 
широко применяются в качестве спиновых зон-
дов и меток [1, 2]. Они отличаются от других 
стабильных парамагнитных материалов (напри-
мер, нитроксильные радикалы), используемых 
в качестве спиновых зондов и меток, очень ма-
лой шириной линии спектра электронного пара-
магнитрого резонанса (ЭПР) – до 5 мкТл [3], и 
долгим временем электронной спиновой релак-
сации в растворах [4]. Благодаря этим свой-
ствам ТАМ используются в качестве спино-
вых зондов для измерения концентрации кис-
лорода [5, 6], значения рН [7, 8] и концентрации 
фосфатов [9] in vitro и в ЭПР-томо графии 
in vivo [10].

Время электронной спиновой релаксации опре-
деляет диапазон расстояний, определяемых ме-
тодом двойного электрон-электронного резонан-

са (ДЭЭР). Обычно такие измерения проводят 
при низких гелиевых температурах в заморо-
женных растворах “вода – глицирин”. В рабо-
тах [11, 12] было показано, что применение ТАМ 
в качестве спиновых меток позволяет опреде-
лять нанометровые расстояния в биополимерах 
при комнатной температуре. Для того, чтобы 
диполь-дипольное взаимодействие не усредня-
лось, измерения проводят в иммобилизованной 
матрице, а образец либо локализуют на поверх-
ности силикагеля [11, 13], либо в матрице из 
трегалозы [11, 14].

В работах [15, 16] был синтезирован дейте-
рированный радикал FT (Finland trityl), мечен-
ный изотопом 13С по центральному атому угле-
рода, – 13С-dFT (рис. 1, a). Введение в указанное 
место изотопа 13C приводит к появлению в 
спектре ЭПР двух линий, соответствующих 
расщеплению на центральном атоме углеро-
да 13C. В отличие от ТАМ с естественным со-
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держанием углерода, формы спектров которых 
несущественно зависят от движения, в 13С-ТАМ 
имеется константа сверхтонкого взаимодей-
ствия (СТВ) со значительной анизотропией 
(A

zz
 = 5.81 мТл, A

xx
 = A

yy
 = 0.607 мТл) и неболь-

шой анизотропией g-тензора (g
x
 = g

y
 = 2.0031 и 

g
z
 = 2.0027), поэтому спектр ЭПР может быть 

использован для получения информации о вязко-
сти [15]. Аналогично в работе [17] было предложе-
но применять хлорированный TAM (13C-PTMTC) 
для изучения вязкости. Преимущества исполь-
зования 13C-dFT для измерения вязкости в даль-
нейшем были продемонстрированы в работе [18]. 
Чувствительность радикала к изменению соста-
ва среды позволила оценить микровязкость в 
биологических жидкостях человека (кровь, тка-
ни) и in vivo у мышей. В свою очередь, синтез 
99 % обогащенного 13C-PTMTC показал схожую 
чувствительность спектра радикала к его под-
вижности и различия между значениями вре-
мени корреляции в средах разного состава [19]. 
Применение изотопомера дейтерированного ана-
лога OX063 – 13C-OX071 – для измерения рас-
стояний в белках при помощи ДЭЭР было осу-
ществлено при ортогональном спин-мечении с 
меткой на основе Cu(II) [20]. Такая метка явля-
ется биосовместимой и не образует комплексов 
с альбумином при in vivo измерениях вязкости 
в тканях [16].

Цель настоящей работы – исследование маг-
нитно-резонансных свойств триарилметильных 
радикалов (13С-FT и 13С-OX063), обогащенных 
13С по центральному атому С1 (см. рис. 1), в вяз-

ких растворах “вода – глицерин” и “вода – тре-
галоза” при температурах 80–320 К методом 
стационарного и импульсного ЭПР, а также из-
мерение времен электронной спиновой релакса-
ции в Х-диапазоне при низких температурах.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Приготовление образцов

Синтез стабильного радикала 13C-FT (Fin-
land trityl) выполнен согласно известной мето-
дике [21]. Тритил 13С-OX063 получен по анало-
гии с немеченным аналогом [22] с использова-
нием ди(н-бутил)карбоната-(карбонил-13С) [23] 
в качестве исходного источника изотопа 13С (см. 
рис. 1). В качестве растворов для исследования 
спектров ЭПР использовались среды “вода – 
глицерин” (50 : 50 по объему) и “вода – трега-
лоза” ( 80 : 20 по объему), поскольку такие сме-
си чаще всего применяются для исследования 
структуры биополимеров в экспериментах по 
измерению расстояний методом ДЭЭР. Для ис-
ключения уширения линий вследствие наличия 
в растворах атмосферного кислорода произво-
дилась низкотемпературная откачка капилля-
ров с образцами с последующим их запаиванием 
в условиях вакуума (5•10–2 торр).

Приготовление образцов 13C-TAM для изме-
рений в матрице обезвоженной трегалозы про-
исходило посредством смешивания 200 мг тре-
галозы, 600 мкл воды, 10 мкл водного раствора 
тритила (13С-FT, 13С-OX063) с концентрацией 

Рис. 1. Структура исследованных триарилметильных радикалов: а – 13C-FT, б – 13C-OX063.
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10–3 моль/л. Затем смесь высушивалась на про-
тяжении двух дней (10–5 торр).

Проведение экспериментов  
и обработка данных

Стационарные спектры ЭПР регистрирова-
ли на спектрометре ЭПР X-диапазона Elexsys 
E-540 (Bruker, Германия). Для контроля темпе-
ратуры в диапазоне 120–320 К использовался 
температурный контроллер.

Образцы помещались в стеклянные капил-
ляры диаметром 0.5 мм. Запись спектров ЭПР 
осуществлялась при амплитуде и частоте моду-
ляции внешнего магнитного поля 0.5 Гс и 100 кГц 
соответственно при мощности СВЧ-излучения, 
равной 2 мВт. Амплитуда модуляции в случае 
низких температур равна 2 Гс. Моделирование 
спектров ЭПР производилось при помощи про-
граммного пакета EasySpin [24] в программной 
среде Matlab, позволяющего проводить симу-
ляцию различных режимов подвижности пара-
магнитных молекул и определять их магнит-
но-резонансные параметры (g-тензор, тензор 
сверхтонкого взаимодействия (СТВ), время кор-
реляции вращения (τ

с
) и др.). Расчет спектров 

ЭПР осуществлялся в приближении замедлен-
ного молекулярного вращения (режим модели-
рования chili). Моделирование основано на ре-
шении стохастического уравнения Лиувилля в 
базисе вращательных собственных функций. Вра-
щения спинового зонда считалось изотропным. 
Для моделирования спектров использовались 
значения g-тензора и тензора СТВ (g

x
 = 2.0033, 

g
y
 = 2.0032, g

z
 = 2.0027; A

x
 = A

y
 = 0.6423, 

A
z
 = 5.7806), ранее измеренные в работах [15, 

16, 18]. Определенные нами из наилучшего соот-
ветствия расчетных и экспериментальных дан-
ных значения g-тензора и тензора СТВ ради-
калов в замороженных растворах совпадают с 
опубликованными ранее литературными дан-
ными [15].

Регистрация эхо-детектируемых ЭПР-спект-
ров и измерение времен электронной спиновой 
релаксации осуществлены при помощи импульс-
ного спектрометра, разработанного в НИОХ 
СО РАН (Новосибирск) [25]. Значения времени 
электронной спиновой релаксации и спинового эха 
измерялись посредством импульсных последова-
тельностей π/2–τ–π–τ–эхо и π–T–π/2–τ–π–τ–эхо, 
где Т и τ – варьируемые задержки в диапазоне 
от 100 нс до 5 мс. Длительность π/2-импульса 
составляла 20 нс. Добротность резонатора спек-
трометра (Q) ~80.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Стационарные ЭПР-спектры изотопомеров  
триарилметильных радикалов  
при различных температурах

На рис. 2 приведены стационарные ЭПР-
спектры растворов с концентрацией 0.1 ммоль/л 
13С-FT в матрице “ вода – глицерин” (50 : 50) и 
“вода – трегалоза” (80 : 20) при различных тем-
пературах. Видно, что форма спектра 13С-FT су-
щественно зависит от температуры. 

Форма спектра ЭПР меняется от дублета с 
изотропной константой СТВ при высоких тем-
пературах (320 К) и быстром вращении радика-
ла до полностью иммобилизованного спектра 
(при 150 К). Можно заметить, что подвижность 
радикала 13С-FT при одной и той же темпера-
туре выше для смеси “вода – трегалоза” по 
сравнению со смесью “ вода – глицерин” (при 
температурах выше 260 К).

Аналогичные измерения были проведены для 
радикала 13C-ОХ063 в среде “вода – глицерин” 
(50 : 50) (рис. 3). В отличие от 13C-FT, благодаря 
большему количеству гидроксильных групп, ра-
дикал 13С-ОХ063 характеризуется высокой ги-
дрофильностью и водорастворимостью. Сравни-
вая спектры 13С-FT (см. рис. 2, а) и 13С-ОX063 
(см. рис. 3), можно видеть существенные раз-
личия в их форме. При 280 К в случае 
13С-OX063 уже наблюдается переход между ре-
жимами быстрого и медленного движения ра-
дикала, в то время как у 13С-FT схожая фор-
ма спектра наблюдается только при темпера-
туре 260 К. Разная подвижность радикалов 
13С-ОX063 и 13С-FT связана с различием их эф-
фективных радиусов из-за дополнительных за-
местителей в радикале 13С-ОX063. Кроме того, 
для 13С-ОX063 дополнительный вклад в измене-
ние времени корреляции вращения может вно-
сить взаимодействие OH-групп с молекулами 
воды и глицерина.

Зависимость времени корреляции  
вращения радикалов от вязкости среды

Сравнение экспериментальных и расчетных 
спектров ЭПР позволило получить значения 
времен корреляции вращения τ

с
 радикалов при 

разных температурах. На рис. 4, а приведена 
зависимость полученных времен корреляции 
вращения ТАМ от вязкости (η) водно-глицери-
нового раствора, измеренной вискозиметром в 
работе [26].



 СВОЙСТВА ТРИАРИЛМЕТИЛЬНЫХ РАДИКАЛОВ 681

На рис. 4, б представлена температурная за-
висимость радиусов радикалов, рассчитанных с 
применением уравнения Стокса–Эйнштейна–
Дебая. В качестве параметров использовались 
полученные нами значения τ

с
 радикалов и из-

вестные значения вязкости, измеренные виско-
зиметром [26].

τ
с
 = 4πR2η/(3kT)

где η – вязкость среды, R – радиус молекулы, 
k – константа Больцмана, T – температура. 

Видно, что значения радиусов радикалов не за-
висят от температуры: R

эфф
(13С-FT) ≈ 7.5±0.3 Å; 

R
эфф

(13С-OX063) ≈ 8.5±0.3 Å (см. рис. 4, б). Полу-
ченные значения радиусов согласуются с вели-
чинами для 12С-dFT (7.5 Å) и 12С-ОХ063 (8 Å), 
приведенными в работах [27, 28].

По полученным данным, наблюдается высо-
кая чувствительность формы спектра ЭПР ра-
дикалов 13С-ОX063 и 13С-FT к вязкости среды. 
Отметим, что в наших экспериментах вязкость 
растворителя менялась путем варьирования тем-
пературы, в то время как в работах [15, 16] – с 
помощью варьирования соотношения вода/тре-
галоза при комнатной температуре.

Сравнение полученных зависимостей време-
ни корреляции с аналогичными результатами 
для часто используемого нитроксильного ради-
кала TEMPONE [29] демонстрирует в несколь-
ко раз большую чувствительность 13C-TAM к 
вязкости (см. рис. 4, а). Используемые при по-
строении зависимости значения τ

с
 при разных 

температурах для нитроксильного радикала 

Рис. 2. Экспериментальные и расчетные спектры ЭПР 13C-FT в среде “вода – глице-
рин” (50 : 50 по объему) (а) и “вода – трегалоза” (80 : 20 по объему) (б ) при различ-
ных температурах. Обозн. здесь и на рис. 3: температура (К) и время вращательной 
корреляции (нс), рассчитанные при помощи пакета EasySpin. Параметры моделиро-
вания 13С-FT: g

13C-FT
 = [2.0033, 2.0032, 2.0028], A

13C-FT
(мТл) = [0.575, 0.706, 5.711].
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TEMPONE были ранее измерены в работе [29]. 
Поскольку значения анизотропии СТВ и g-тен-
зора для всего ряда нитроксильных радикалов 
очень близки, можно заключить, что этот вывод 
будет верен для всего ряда спиновых зондов на 
основе нитроксильных радикалов. Представля-
ется очевидным, что использование 13С-мечен-
ных ТАМ в качестве спиновых зондов позволит 
существенно улучшить точность измерений и 
интерпретацию спектров при исследованиях 
микровязкости и локализации спин-меченных 
соединений в живых организмах.

Спектры ЭПР радикалов 13С-FT  
и 13С-OX063 в обезвоженной трегалозе 

Нами также были получены ЭПР-спектры 
обоих ТАМ в обезвоженном растворе трегало-
зы. Экспериментальные спектры кардинально 
различаются (рис. 5). Для 13С-OX063 удалось 
получить типичный спектр ЭПР иммобилизо-
ванного радикала. Для 13С-FT в спектре на-
блюдается одна обменно-уширенная линия. Мы 
связываем это с образованием агрегатов вслед-
ствие гидрофобности FT. Как известно, OX063 – 
гидрофильный радикал, в то время как, по ли-
тературным данным, FT образует агрегаты при 
большой концентрации, что было ранее показа-
но для 12C-TAM [30, 31].

Импульсные измерения 13С-FT и 13С-OX063

Времена электронной спиновой релаксации 
и эхо-детектируемые ЭПР спектры были изме-

рены для деоксигенированных образцов 13С-FT 
и 13С-OX063 с концентрациями 0.1 ммоль/л. По-
лученные формы кривых инверсии восстановле-
ния и спада спинового эха аппроксимированы 
экспонентой и стретч-экспонентой соответ-
ственно [32] (табл. 1). В растворе “вода – глице-
рин” (2 : 1) времена продольной и поперечной 
релаксации составили T

1
 = 2.3/2.6 мс (13C-FT/ 

13C-OX063) и T
2
 = 3.7/5.2 мкс (13C-FT/13C-OX063) 

при 80 К. Повышение температуры ведет к умень-
шению значений времен релаксации (см. табл. 1), 
что, как известно, обусловлено увеличением мо-
бильности и, соответственно, вклада в релак-
сацию за счет модуляции анизотропной части 
СТВ и анизотропии g-фактора [6, 11, 33]. Со-
гласно приведенным данным (см. табл. 1), вре-
мена спиновой релаксации для 13C-OX063 длин-
нее, чем для 13С-FT. Отметим, что для неме-
ченных форм радикалов FT и OX063 ранее 
наблюдалась аналогичная зависимость [34].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе приведены результаты исследова-
ния методом стационарного и импульсного ЭПР 
магнитно-резонансных свойств триарилметиль-
ных радикалов (13С-FT и 13С-OX063), обогащен-
ных 13С по центральному атому С1, в вязких вод-
но-глицериновых и водно-трегалозных средах 
при температурах 80–320 К. Измерены времена 
электронной спиновой релаксации в Х-диапа-
зоне при низких температурах. Анализ экспе-
риментальных данных позволил получить тем-

Рис. 3. Температурная зависимость стационарных экспериментальных и 
расчетных спектров ЭПР 13C-OX063 в среде “вода – глицерин” (50 : 50). 
Параметры моделирования 13С-OX063: g13C-OX063

 = [2.0033, 2.0032, 2.00275], 
A13C-OX063

 (мТл) = [0.5714, 0.6147, 5.7092]. Обозн. см. рис. 2.
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пературную зависимость времен корреляции 
вращения обоих радикалов. Обнаружено, что в 
обезвоженной трегалозе радикал 13С-FT обра-
зует агрегаты, в то время как для радикала 
13С-OX063 агрегатов не наблюдается. Измерен-
ное время электронной спиновой релаксации 
радикалов 13C-FT и 13C-OX063 при температу-
ре 80 К несущественно отличается от 12С-FT и 
12С-OX063, что делает 13C-FT и 13C-OX063 пер-
спективными для применения в качестве орто-
гональных меток в исследованиях биомолекул 
методом двойного электрон-электронного резо-
нанса (Pulse ELectron DOuble Resonance/Double 
Electron Electron Resonance).

Работа выполнена при поддержке Российского 
научного фонда в рамках проекта ¹ 21-14-00219.
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