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 Экспериментальные результаты исследования ассоциации молекул бромистого этидия и ко-
феина в водном растворе методом спектрофотометрии проанализированы с применением димер-
ной модели гетероассоциации молекул, определены равновесные константы ассоциации молекул. 
Выполнено разложение экспериментального спектра поглощения смеси гетероциклических молекул 
на индивидуальные компоненты с использованием метода регуляризации. По данным индивидуаль-
ных составляющих спектра получена количественная информация о структуре гетерокомплекса: 
расстояние и угол между точечными дипольными моментами переходов разнородных молекул 
0.3 нм и 16. Расчет относительного содержания ассоциатов различного типа в смешанном рас-
творе показывает, что гетероассоциация молекул приводит к уменьшению эффективной концен-
трации бромистого этидия и, соответственно, к меньшей мутагенной активности красителя.  
 Ключевые слова: спектрофотометрия, поглощение, краситель, кофеин, мономер, димер, кон-
станты ассоциации, дипольный момент перехода, структурные параметры.  
 
 Results of spectrophotometric research of the association of ethidium bromide and caffeine molecules in 
aqueous solution are presented. Experimental data were analyzed using a dimer model of heteroassociation 
of molecules. Numerical values of the equilibrium constants of association of molecules were defined. The 
experimental spectrum of absorption of a mixture of heterocyclic molecules was decomposed into individual 
components using the regularization method. Quantitative information on the heterocomplex structure based 
on the individual spectrum components was obtained – the distance and the angle between the point dipole 
moments of the transitions of heterogeneous molecules are 0.3 nm and 16. Calculation of the relative con-
tent of different types of associates in a mixed solution shows that heteroassociation of molecules leads to a 
decrease in the effective concentration of ethidium bromide and, accordingly, to a lesser mutagenic activity 
of a dye. 
 Keywords: spectrophotometry, absorption, dyes, caffeine, monomer, dimer, association constant, transi-
tion dipole moment, structural parameters. 
 

Введение. Исследование закономерностей процессов разнородной ассоциации гетероцикличе-
ских молекул, характера равновесия между мономерными и ассоциированными формами, установле-
ния структурных особенностей гетерокомплексов важно для понимания взаимодействия подобных 
молекул как между собой, так и с биополимерами и их компонентами. Фенантридиновый краситель 
— бромистый этидий (ЭБ) — относится к наиболее изученным представителям биологически актив-
ных низкомолекулярных гетероциклических веществ. Известно, что ЭБ связывается с двойной спи-
ралью ДНК [1] и благодаря своим уникальным спектроскопическим свойствам на протяжении мно-
гих лет служит “маркером” при исследовании конденсированных состояний ДНК в клетках. Кофеин 
(1,3,7-триметилксантин) широко используется как психомоторный стимулятор [2]. Принято считать, 
что биологическая активность кофеина связана с его взаимодействием с белками и ДНК [ 2]. В то же 
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время кофеин уменьшает цитотоксичное действие некоторых красителей, например ЭБ, о чем свиде-
тельствуют экспериментальные результаты исследований в клеточных системах [3]. В работе [4] сде-
лан вывод, что кофеин является комплексообразователем — интерцептором ароматических биологи-
чески активных веществ, связывающихся с ДНК путем интеркаляции, уменьшая их эффективную 
концентрацию. Изучение гетероассоциации кофеина с биологически активными веществами, опреде-
ление характера равновесия между различными молекулярными формами и их структурных пара-
метров важны для анализа механизма конкурентного связывания этих молекул с нуклеиновыми ки-
слотами в растворе [5]. Следует также отметить, что кофеин является гидротропным агентом, 
т. е. увеличивающим растворимость биологически активных веществ в водном растворе [6]. 

В данной работе изучена ассоциация ЭБ и кофеина наиболее чувствительным методом исследо-
вания нековалентного связывания молекул — электронной спектроскопией, позволяющей количест-
венно оценить параметры образующихся ассоциатов [7—12]. При интерпретации экспериментальных 
данных использована димерная модель, в которой рассматриваются реакции димеризации для само-
ассоциации и образования комплексов 1:1 при гетероассоциации молекул.  

Методика эксперимента. Электронные спектры поглощения растворов зарегистрированы на 
спектрофотометрах СФ-46 и UNICO UV-Vis 4802 (СШA) в видимой области при температуре 298 К. 
Краситель ЭБ и кофеин (Sigma, США) использованы в экспериментах без дополнительной очистки. 

   
Кофеин     Бромистый этидий 

 

При титровании ЭБ взяты растворы кофеина концентраций в пределах 1·10–4—4·10–2 М. Измерения 
проведены в стандартных стеклянных кюветах с длиной оптического пути 2.0, 1.0, 0.5, 0.1, 0.05 см  
и одноразовых пластиковых кюветах, которые термостатировались в кюветном отделении спектро-
фотометра жидкостным термостатом с точностью 0.25 К. Концентрация ЭБ в смешанном растворе 
поддерживалась постоянной ([P0] = 5  10–5 M). Растворы красителя и кофеина готовились в 0.1 М Na-
фосфатном буфере (pH 6.7) с применением бидистиллированной воды. 

Результаты и их обсуждение. Самоассоциация бромистого этидия в водном растворе. Анализ 
самоассоциации красителя в растворе проведен, как и в [8, 9], на основе экспериментальной концен-
трационной зависимости молярного коэффициента поглощения молекул ЭБ на длине волны, соответ-
ствующей максимуму поглощения красителя в мономерной форме. Равновесие моделировалось схе-

мой: d
1 1 2

KP P P  , где Kd — равновесная константа димеризации молекул, P1 и P2 — мономерная 

и димерная формы молекул ЭБ. Экспериментальный молярный коэффициент экстинкции  описан 
выражением [8]:  = mfm + dfd, где m, d — коэффициенты молярного поглощения мономеров и мо-
лекул ЭБ в составе димеров; fm, fd — равновесные доли молекул в мономерной и димерной формах. 
Параметры m, d и Kd найдены путем минимизации суммы квадратов отклонений эксперименталь-
ных молярных показателей поглощения от значений, рассчитанных по модели. Получены следующие 
параметры: Kd = 240 ± 70 M–1, m = 6050 ± 80 M–1·см–1 и d = 2820 ± 370 M–1·см–1. Значение Kd согла-
суется с результатами, полученными методом ЯМР-спектроскопии [13] в близких условиях раство-
рителя. Равновесная константа димеризации кофеина Kd = 22  7 л/моль рассчитана аналогично по 
экспериментальным данным [14]. 

Гетероассоциация бромистого этидия и кофеина в водном растворе. На рис. 1 представлены 
экспериментальные спектры водных растворов ЭБ с различным содержанием кофеина. Как видно, 
титрование ЭБ кофеином приводит к гипохромному эффекту и батохромному сдвигу полосы погло-
щения относительно максимума мономерной полосы красителя (480 нм) с одновременным появлени-
ем изобестической точки на  = 500 нм. Изменения в спектрах красителя и наличие изобестической 
точки свидетельствуют о присутствии специфических взаимодействий между молекулами ЭБ и ко-
феина и формировании в водном растворе гетерокомплексов [15]. 
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Рис. 1.  Спектры поглощения  водного раствора бромистого этидия ([P0] = 5  10–5 М) при 
концентрациях кофеина  0 (1), 6.67 · 10–4 (2), 1 · 10–3 (3), 2 · 10–3 (4), 4 · 10–3 (5), 6 · 10–3 (6),  
8 · 10–3 (7),  1.2 · 10–2 (8),  1.5 · 10–2 (9), 2  10–2 М (10);  на вставке — зависимость оптичес- 
кой плотности бромистого этидия на длине волны 480 нм от концентрации кофеина 

 
Динамическое равновесие в растворе моделировалось схемой: 

d
1 1 2,PK

P P P   d
1 1 2 ,LKL L L    1 1 1 1

KP L P L  ,                      (2) 

где KdP, KdL и K — равновесные константы димеризации молекул ЭБ, кофеина и их гетероассоциации 
соответственно; P1, P2 и L1, L2 — мономеры и димеры молекул ЭБ и кофеина; L1P1 — гетерокомплекс. 
Уравнения материального баланса исследуемых молекул в состоянии равновесия имеют вид [16]: 

2KdP[P1]
2 + K[P1][L1] + [P1]  [P0] = 0,   2KdL[L1]

2 + K[P1][L1] + [L1]  [L0] = 0,       (3) 

где [P0], [L0] — исходные молярные концентрации ЭБ и кофеина; [P1], [L1] — равновесные молярные 
концентрации лигандов в мономерной форме. Экспериментальное поглощение исследуемых раство-
ров описывается выражением:  

A = A1 + A2,                                  (4) 
где A1 и A2 — оптические плотности свободных и связанных молекул ЭБ и кофеина при толщине по-
глощающего слоя исследуемых растворов 1 см: 

А1 = m
P [P1] + 2d

P KdP[P1]
2 + k

P K[P1][L1],   А2 = m
L [L1] + 2d

L KdL[L1]
2 + k

L K[P1][L1].     (5) 

Здесь m
P , d

P , m
L , d

L  — коэффициенты молярного поглощения лигандов P и L в мономерной и димер-
ной формах соответственно; k

P , k
L — коэффициенты молярного поглощения ЭБ и кофеина в составе 

гетерокомплекса. Параметры m
P , d

P , m
L , d

L , KdP и KdL определены из независимых экспериментов по са-
моассоциации в аналогичных условиях растворителя. Таким образом, в уравнение (4) входят парамет-
ры εk и K, которые можно определить по экспериментальной концентрационной зависимости моляр-
ного показателя поглощения (рис. 1, вставка). Оценка дает K = 72 ± 9 M

–1, εk = (4.1 ± 0.3) · 103 M–1·см–1, 
константа K принимает промежуточное значение между равновесными константами димеризации ЭБ 
и кофеина.  

C использованием значений KdP, KdL и K рассчитано содержание различных молекулярных форм 
в водном растворе в зависимости от r = [L0]/[P0] (рис. 2). Как видно, с увеличением r возрастают кон-
центрации гетерокомплексов, димерных комплексов кофеина и уменьшается относительное содер-
жание мономеров кофеина и ЭБ. Удельный вес димеров ЭБ мал и практически не изменяется во всем 
диапазоне r (кривая 5). При r ≥ 200 содержание гетероассоциатов в растворе превышает эффектив-
ную концентрацию свободного красителя (>50 % молекул ЭБ находится в составе гетерокомплек-
сов), что, очевидно, должно приводить к уменьшению биологической активности ЭБ. 
 Ассоциация исследуемых молекул существенно влияет на интенсивность и положение полос их 
спектров поглощения — они зависят от взаимного расположения мономеров в димерных комплексах. 
Поэтому из спектров поглощения ассоциатов можно получить информацию о структуре димеров. 
Для оценки структурных параметров гетерокомплексов использованы их спектры, выделенные из 
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Рис. 2. Расчетные зависимости относительного содержания различных молекулярных форм  
бромистого   этидия  и  кофеина   в  водном   растворе  от  соотношения   их  концентраций  

r = [L0]/[P0]:  1 — мономер  кофеина;  2 — гетерокомплекс  ЭБ-кофеин;  
3 — мономер ЭБ; 4 — димер кофеина; 5 — димер ЭБ 

 
экспериментальных спектров (рис. 1), в составе пяти компонентов (двух мономерных и трех димер-
ных). Индивидуальные составляющие (m

P 
i, m

L 
i, d

P 
i, d

L 
i, ki) получены при совместной обработке экспе-

риментальных данных (рис. 1) с использованием равновесных констант K, KdP, KdL. Поиск спектраль-
ных cоставляющих, принадлежащий к классу обратных задач, осуществлен путем минимизации 
функционала: 

2( )ji ji
j i

S A A  ,                                            (6) 

где Aij
 — экспериментальные оптические плотности растворов, измеренные с погрешностью δ;  

Aji — расчетные оптические плотности растворов; j — номер спектра (концентрации); i — номер оп-
тической плотности, соответствующей i. 

При выполнении вычислительной процедуры обработки экспериментальных спектров задача 
поиска индивидуальных составляющих (или минимизации функционала (6)) заменялась несколькими 
задачами меньшей размерности. Спектральные характеристики раствора, согласно их физическому 
смыслу, объединены в три группы, содержащие одинаковое количество параметров. Одной группой 
параметров εai описывается поглощение молекул в ассоциированной форме, остальными (m

P 
i и m

L 
i) — 

поглощение молекул в свободной форме. Минимизация функционала выполнена варьированием 
спектральных параметров каждой группы в отдельности при фиксированных параметрах остальных 
групп. На начальном этапе минимизации параметрам m

P 
i и m

L 
i присваивались значения, полученные 

ранее при изучении самоассоциации молекул ЭБ и кофеина. Параметры εai вычислены путем их 
варьирования до тех пор, пока они не стабилизировались при некотором минимальном значении 
суммы (6). На следующих этапах минимизации варьируются другие спектральные характеристики,  
а две оставшиеся группы параметров фиксируются. С учетом положения оптимума суммы (6) в мно-
гомерном пространстве спектральные характеристики εai, обобщенно отражающие ассоциацию моле-
кул, представляются тремя группами параметров εki, d

P 
i и d

L 
i, описывающими поглощение молекул  

в составе димеров P1L1, P2 и L2. При замене исходной задачи пятью подзадачами сумма квадратов 
невязок (6) дополняется регуляризирующим членом [17]: 

2
d m k( ) reg (ε ,ε ,ε )P P P

ji ji
j i

S A A    ,                        (7) 

где  — коэффициент регуляризации. Регуляризирующий член, состоящий из трех слагаемых  
2 2 2

d m k m m480 d d480 k k480reg(ε ,ε ,ε ) ((ε ε ) (ε ε ) (ε ε ) ),P P P P P P P P P                         (8) 

содержит коэффициент регуляризации  и значения m
P , d

P , k
P, полученные ранее на  = 480 нм (m

P 
480, 

d
P 
480 и k

P 
480). Регуляризирующее звено делает функционал (7) более выпуклым — с выраженным ми-

нимумом, позволяющим более точно определить компоненты спектра поглощения смеси ЭБ и ко-
феина. Выбор регуляризирующего решения осуществлен при условии, что невязка не превышает δ  
и reg(m

P , d
P , k

P) = min. 
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Рис. 3. Отдельные компоненты спектра поглощения смеси бромистого этидия и кофеина  
в водном растворе ([P0] = 5.0 · 10–5 M; [L0] = 2.0 · 10–3 M):  1 — мономеры ЭБ;  
2 —  разнородные  димеры  ЭБ + кофеин;  3 — однородные  димеры  ЭБ + ЭБ 

 
Заданная точность решения достигается в ходе последовательного уточняющего поиска спек-

тральных характеристик, состоящего из решения пяти подзадач минимизации функционала (7). По-
лученному минимуму функционала соответствует набор спектральных (индивидуальных) состав-
ляющих экспериментального спектра (рис. 3). На рис. 3 составляющие m

L 
i и d

L 
i не представлены, так 

как в исследуемом диапазоне длин волн молярные коэффициенты поглощения кофеина в свободном 
и димерном состояниях на два-три порядка меньше m

P 
i, т. е. оценка пространственных параметров 

гетерокомплекса проведена по m
P 

i и εki. Из сопоставления экспериментальных и расчетных данных 
следует, что при разнородной ассоциации происходит сдвиг полосы поглощения красителя. Макси-
мум спектра поглощения ЭБ, входящего в состав гетерокомплекса, смещен относительно полосы 
свободных молекул ЭБ (480 нм) в длинноволновую сторону на 40 нм (кривая 2). Димерная состав-
ляющая d

P (i) (кривая 3) содержит две полосы поглощения, смещенные в разные стороны по отноше-
нию к максимуму поглощения мономеров ЭБ. 

Согласно квантово-механическому рассмотрению диполь-дипольного взаимодействия разнород-
ных молекул, длину волны полосы поглощения ЭБ ( = 520 нм) в составе гетерокомплекса можно 
представить в виде [18—20]: 

2 2 2 2
ЭБ коф ЭБ коф

2 2 2 2
ЭБ коф ЭБ

2λ λ μ μ1 1
,

λ λ (λ λ )

G

h c
 


                          (9) 

где ЭБ и коф — дипольные моменты переходов мономеров молекул ЭБ и кофеина на длинах волн 
ЭБ и коф, соответствующих максимумам поглощения молекул в свободном состоянии; c — скорость 
света; h — постоянная Планка; G — геометрический фактор, зависящий от взаимного расположения 
дипольных моментов переходов разнородных мономеров в составе гетерокомплекса: G = (cos – 
– 3cosЭБ cosкоф)/40R

3, φ — угол между дипольными моментами переходов молекул ЭБ и кофеина 
в составе гетерокомплекса; R — расстояние между точечными дипольными моментами переходов мо-
лекул ЭБ и кофеина; ЭБ, коф — углы между вектором R, соединяющим ЭБ и коф, и векторами этих 
дипольных моментов; 0,  — электрическая постоянная и диэлектрическая проницаемость среды. 

Интенсивность полосы ЭБ (f) в составе гетерокомплекса можно описать выражением [18—20]: 
2 2
ЭБ коф коф

2 2
ЭБ коф ЭБ

λ λ μ4
1 cos

λ λ

Gf

f hc
  


,                            (10) 

где f и fЭБ — сила осциллятора электронного перехода молекул ЭБ на длине волны максимума по-
глощения ЭБ в составе гетерокомплекса и на длине волны ЭБ. 

С помощью положения и интенсивности полос поглощения свободного ЭБ и в составе гетеро-
комплекса (рис. 3) (формулы (9) и (10)) можно оценить структурные параметры разнородного ассо-
циата, учитывая [21], что ЭБ и кофеин образуют стопочный гетерокомплекс. Оценочные структур-
ные параметры гетерокомплекса: коф = ЭБ = π/2,  = 16, R = 0.3 нм. 
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Заключение. При совместной обработке экспериментальных спектров поглощения смеси гете-
роциклических молекул методом регуляризации с использованием параметров KdP, KdL, K, m

P 
480, d

P 
480 

и k
P 

480 проведено разложение экспериментального спектра на отдельные компоненты. По данным 
индивидуальных составляющих спектра и формулам (9), (10) получены углы между дипольными мо-
ментами переходов молекул бромистого этидия и кофеина и расстояние между плоскостями хромо-
форов взаимодействующих молекул в гетерокомплексе состава 1:1 в водном растворе. Можно пред-
положить, что основной вклад в стабилизацию гетерокомплекса дает стекинг-взаимодействие моле-
кулы кофеина с хромофором красителя. Гетероассоциация молекул бромистого этидия и кофеина 
приводит к меньшей эффективной концентрации свободного красителя в растворе и, соответственно, 
к уменьшению биологической активности бромистого этидия, обладающего мутагенными свойства-
ми. Анализ разнородной ассоциации гетероциклических молекул с различными структурами хромо-
форов и строением боковых групп и цепей важен для выяснения сиквенс-специфичного взаимодей-
ствия лигандов с олигонуклеотидными последовательностями.  
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