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Взаимодействия между лекарственными средствами и макромолекулярными 

белками имеют важное значение в многокомпонентных физиологических средах, таких 
как кровь, клеточные мембраны, внутри и межклеточные флюиды и т.д. Изучение ме-
ханизмов и движущих сил образования комплексов между ними, молекулярных процессов 

транспортировки лекарств, доставки их к клеткам-мишеням относится к приоритет-
ным задачам химии, биологии и фармакологии. Необходимым является исследование 
свойств модельных соединений биомакромолекул в водных растворах до начала исследо-

вания более сложных систем. Особенности их поведения во многом определяют биоло-
гическую активность макромолекул. Одним из хорошо известных подходов к изучению 
молекулярных взаимодействий в жидких средах является использование спектроскопи-

ческих методов. В рамках долгосрочной задачи по исследованию различных аспектов 
процессов взаимодействия между модельными соединениями белков и прекурсорами ле-
карственных средств мы представляем результаты спектроскопического исследования 

водных растворов, содержащих гетероциклические соединения – L-гистидин, никотино-
вую кислоту и урацил при фиксированном значении рН. Методом УФ-спектроскопии по-
лучены электронные спектры поглощения L-гистидина в присутствии никотиновой 

кислоты и урацила в водных растворах с рН = 7,3 при 296 К. Определены спектральные 
характеристики взаимодействия L-гистидина с никотиновой кислотой и урацилом. 
Рассчитаны константы связывания и стехиометрический состав образующихся ком-

плексов на основе кривых насыщения. Проведен расчет равновесной смеси ионных форм 
изученной аминокислоты в зависимости от рН среды в соответствии с компьютерной 
программой RRSU. Определены формы взаимодействующих реагентов в водном растворе 

с рН = 7,3. Выявлены особенности взаимодействия гистидина с никотиновой кислотой 
и урацилом. Показано, что взаимодействие гистидина с урацилом приводит к образова-
нию несколько более устойчивых комплексов, чем с никотиновой кислотой. 

Ключевые слова: L-гистидин, никотиновая кислота, урацил, константы образования комплек-
сов, водные растворы с рН = 7,3, УФ-спектроскопия 
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Drug – macromolecular interactions are an important phenomenon in multicomponents 
physiological media, such as blood, membranes, intra- and extracellular fluids, etc. The investiga-
tion of the mechanisms and driving forces for the molecular processes of the complexes formation, 
drug transport, and their delivery to target-cells is one of the priority tasks of chemistry, biology 
and pharmacology. It is imperative that one first investigate the properties of model compounds of 
macromolecules in an aqueous medium before beginning studies of the more complex systems. The 
features of their behavior essentially determine the biological activity of macromolecules. One of 
the well recognized approaches to the study of molecular interactions in fluids is the use of spectro-
scopic methods. As part of the longer term objective to investigate different aspects of interaction 
processes between model substances of protein and drug precursor, we report the results of spec-
troscopic investigation of aqueous solutions containing heterocyclic compounds – L-hystidine, nic-
otinic acid and uracil at fixed pH value. The electronic absorption spectrums of L-histidine were 
obtained for aqueous solutions with nicotinic acid and uracil at pH = 7.3 and T=296 K by UV spec-
troscopy. The spectral characteristics of the interaction between L-histidine and nicotinic acid or 
uracil were determined. The binding constants and the stoichiometry of the complexes were calcu-
lated on the basis of the saturation curves. The calculation of the equilibrium mixture of ionic 
forms of the studied amino acid as a function of the pH of the medium was carried out according 
to the computer program RRSU. The forms of reagents existence in an aqueous solution with  
pH = 7.3 have been determined. The specific features of the interactions of histidine with nicotinic 
acid and uracil were founded. It was shown that the interaction of histidine with uracil leads to the 
somewhat more stable complex formation than one with nicotinic acid. 

Keywords: L-hystidine, nicotinic acid, uracil, complex formation constant, aqueous solutions with 
pH=7.3, UV-spectroscopy 
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ВВЕДЕНИЕ 

Белки, структурными элементами которых 
являются аминокислоты, как правило, функцио-
нируют в составе тех или иных надмолекулярных 
ансамблей, которые являются основой молеку-
лярной организации биологических систем [1-5]. 
Надмолекулярные структуры играют важную роль 
во многих биохимических процессах (фолдинг 
белков, транспорт, биосинтез, регуляция активно-
сти, стабильность ферментов и т.д.) [5-7]. До сих 
пор остаются актуальными исследования характе-
ра и движущих сил взаимодействия между лекар-
ственными средствами и белками, определение их 
селективности и предпочтительных типов связы-

вания: - стэкинг, образование водородных свя-
зей, Ван-дер-ваальсовы или электростатические 
взаимодействия и др. [7-10]. Процессы с участием 
биологически активных веществ протекают пре-
имущественно в многокомпонентных растворах, а 

взаимодействующие частицы в большинстве сво-
ем гетерофункциональны. Изучение природы вза-
имодействий в растворах модельных соединений 
белков и прекурсоров лекарственных средств раз-
личными методами является важной задачей, так 
как особенности их поведения во многом опреде-
ляют биологическую функциональность более 
сложных биосистем [11-13]. Азотсодержащие ге-
тероциклические соединения играют важную роль 
во многих химических и биохимических процес-
сах, являясь структурными элементами ДНК, 
РНК, нуклеотидов, входят в состав множества 
фармацевтических препаратов. Изучение их взаи-
модействий с аминокислотами и пептидами в 
жидких средах с физиологическими значениями 
рН является одним из перспективных направле-
ний при создании физико-химических основ мо-
делирования процессов, происходящих in vivo.  

Ранее нами исследованы взаимодействия 
никотиновой кислоты (NA) и урацила (Ur) с аро-
матическими аминокислотами (L-фенилаланин 
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(Phe), L-триптофан (Trp)), содержащими в боковой 
цепи фенильный и индольный фрагменты [14-16]. 
Показано, что между ними образуются молеку-
лярные комплексы состава 1:2 в водных растворах 
с рН = 7,3. Целью данной работы является полу-
чение спектральных характеристик взаимодей-
ствия L-гистидина (His) с никотиновой кислотой 
(NA) и урацилом (U) в водных растворах с фикси-
рованным значением рН = 7,3 при 296 К. Гисти-
дин – одна из незаменимых α-аминокислот, при-
надлежащая к группе ароматических и гетероцик-
лических аминокислот, обладает слабыми основ-
ными свойствами, обусловленными присутствием 
в боковой цепи молекулы имидазольного кольца. 
Благодаря резонансной делокализации заряда 
имидазольное кольцо при протонировании явля-
ется основным (рК~6,0) и протонируется уже при 
слабокислых значениях рН и, следовательно, мо-
жет служить как донором, так и акцептором про-
тонов в химической реакции, связывая протон од-
ним атомом азота и отдавая протон от другого 
атома азота [1]. Кислотно-основные и координи-
рующие свойства имидазольной боковой цепи 
данной аминокислоты делают ее важнейшим ком-
понентом активных центров в более 50 окисли-
тельно-восстановительных и гидролитических 
энзимах [17]. Гистидин входит в состав многих 
витаминных комплексов, используется при лече-
нии ревматоидных артритов, аллергий, язв и ане-
мии. Никотиновая кислота, или пиридин-3-карбо-
новая кислота, имеет важное фармакологическое 
значение, является витамином РР [18]. Урацил, 
или 2,4-диоксо-пиримидин, является основной 
структурной компонентой РНК, и его производ-
ные обладают противоопухолевыми и противови-
русными свойствами [19-21]. 

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА 

В работе использовали L-гистидин (Sigma-
Aldrich, CAS 71-00-1), никотиновую кислоту 
(Sigma-Aldrich, CAS 59-67-6) и урацил (Sigma, 
CAS 66-22-8), содержание основного вещества в 
которых составляло 98-99%. Аминокислоту His 
сушили в вакуумном шкафу при 343 К, NA – при 
353 К, Ur – при 410 К в течение 48 ч непосред-
ственно перед использованием. Вода, используе-
мая для приготовления растворов, подвергалась 
деионизации и двойной дистилляции. Все раство-
ры приготовлены весовым методом (весы 
Sartorius-ME215S balance с точностью 1∙10-5 г). 
Исследования проводили в водных растворах при 
рН = 7,3, которые близки к условиям реальных 
биологических систем. Кислотность среды созда-
вали, добавляя 0,1 М раствор NаОН (I≈0, где  
I – ионная сила раствора). Значения рН фиксирова-
ли с помощью рН-метра Five-Easy, Mettler Toledo.  

УФ спектры поглощения исследуемых 
растворов регистрировали при комнатной темпе-
ратуре (296 К) на спектрофотометре Specord M-40 
(Германия) в кварцевых кюветах с длиной опти-
ческого пути 0,1 см относительно воды. Взаимо-
действие аминокислоты с лигандами изучали на 
максимуме длины поглощения лигандов при по-
стоянной концентрации His (с = 2,5·10-4 моль/л); 
концентрации NA и Ur варьировали, соответствен-
но, сNA = 2,5·10-4-1,6·10-2 моль/л и сUr = 2,5·10-4-
1,0·10-2 моль/л. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ  

В задачи спектроскопического исследова-

ния входило: регистрация электронных спектров 

поглощения растворов аминокислоты при рН 7,3 

как в присутствии, так и в отсутствии лигандов; 

определение рабочих длин волн (max) для His, 

NA, Ur; определение коэффициентов экстинкции 

для исследуемых форм веществ на выбранных 

длинах волн с использованием закона Бугера-

Ламберта-Бэра; определение констант связывания 

аминокислот с гетероциклическими лигандами  с 

использованием компьютерной программы FTMT 

[14]. Электронные спектры поглощения L-гистидина 

в присутствии никотиновой кислоты или урацила 

в водных растворах рН = 7,3 представлены на рис. 1. 

В данных условиях His имеет электронную 

полосу поглощения с λmax при 210 нм, а для NA и 

Ur максимум поглощения приходится на 261 нм и 

258 нм, соответственно, что согласуется с литера-

турными данными [22]. Комплексообразование 

His с Ur и NA при рН = 7,3 изучали на максимуме 

длин волн поглощения лигандов. Добавление из-

быточных количеств никотиновой кислоты или 

урацила к водным растворам His не приводит к 

явному смещению максимума поглощения, но 

наблюдается значительное увеличение интенсив-

ности поглощения и величины оптической плот-

ности. Полученные данные показывают, что име-

ют место структурные перестройки, происходя-

щие в растворе, и исследуемая аминокислота мо-

жет образовывать молекулярные комплексы с ли-

гандами (NA, Ur).  
По характеру зависимости оптических 

плотностей от концентрации лиганда при посто-
янной концентрации аминокислоты (His) можно 
судить не только о наличии взаимодействия в рас-
сматриваемых системах, но на основе полученных 
кривых насыщения определить состав и устойчи-
вость образующихся ассоциатов. Для этого на ос-
нове использования закона Бугера–Ламберта-Бера 
определены молярные коэффициенты экстинкции 
L-гистидина (ε261(258) = 1600), никотиновой кисло-
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ты (ε261 = 4080) и урацила (ε258 = 8240) на макси-
муме длин волн лигандов. Вычислена оптическая 
плотность максимума полосы поглощения ком-
плекса в каждом из растворов, учитывая поглощение 
исходных компонентов: ΔА = |Аэксп-(АNA(Ur)+АHis)|, где 
Аэксп – экспериментальное значение оптической 
плотности смеси при длине волны в максимуме 
полосы поглощения комплекса; АNA(Ur) – значение 
оптической плотности NA (λmax = 261нм) или Ur 
(λmax = 258 нм); АHis – значение оптической плот-
ности His при 261 нм или 258 нм. Концентраци-
онные зависимости A = f(cNA(Ur)), представленные 
на рис. 2, после возрастания становятся практиче-
ски постоянными при дальнейшем увеличении 
концентрации.  
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Рис. 1. Электронные спектры поглощения L-гистидина - 1, чи-

стых никотиновой кислоты (а) и урацила (б) - 2 и их смесей - 3 в 

водных растворах (рН = 7,35, Т = 296,15 К; сHis = 2,5·10-4 моль/л, 

сNA(Ur) = 2,5·10-4 моль/л; в смеси сNA(Ur) = 1,0·10-3 моль/л) 

Fig. 1. The electron absorption spectra of  L-histidine – 1, pure 

nicotinic acid (a) and uracil (б) – 2 and their mixtures – 3 in aque-

ous solutions (рН = 7.35, Т = 296.15 К; сHis = 2.5·10-4 mol/l, 

сNA(Ur) = 2.5·10-4 mol/l; in mixture сNA(Ur) = 1.0·10-3 mol/l) 
 

Это позволяет предположить существование 

в исследуемых системах взаимодействий, проис-

ходящих при комплексообразовании. 

Константы устойчивости образующихся 

комплексов рассчитаны на основе кривых насы-

щения с использованием программы FTMT [14] 

для трех моделей со стехиометрическим составом 

комплексной частицы 1:1, 1:2 и 1:3. 
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Рис. 2. Зависимости оптической плотности растворов L-гистидина 

от концентрации лиганда (L): урацила (1) и никотиновой кис-

лоты (2) (сHis = 2,5·10-4 моль/л, рН = 7,3; λNA = 261нм; λUr = 258 нм) 

Fig. 2. Dependences of the optical density of L-histidine solutions 

on the concentration of the ligands (L): uracil (1) and nicotinic 

acid (2) (сHis = 2.5·10-4 mol/l, рН = 7.3; λNA = 261 нм; λUr = 258 нм) 

 

Наилучшее согласование эксперименталь-

ных и рассчитанных значений наблюдалось для 

стехиометрии 1:2. Получены значения констант 

образования комплексов (lgKc): 3,20±0,06 для 

His:2NA и 3,74±0,04 для His:2Ur.  

Известно, что His, NA и Ur в водных рас-

творах могут находиться в различных ионных 

формах в зависимости от рН. Так, полностью иони-

зированная форма His – катион [H3A]2+ имеет три 

иона водорода, и, следовательно, гистидин может 

образовывать различные комплексы [17, 18]. В ин-

тервале средних значений рН молекула His имеет 

три потенциальных донорных центра (азот амино-

группы, пиридино-подобный азот имидазольного 

кольца и карбонильный кислород), хотя при высо-

ких значениях рН (>13) пиррольный протон в бо-

ковой цепи может ионизироваться, образуя четвер-

тый потенциальный центр координации [1]. 

Кислотно-основные свойства L-гистидина в 

водных растворах отражают следующие равновесия: 

H3A2+ ↔ H++ H2A+  рК = 1,64 

H2A+ ↔ H++ HA рК = 5,97 

HA ↔ H+ + A- рК = 9,28 

Н2О ↔ Н+ + ОН-,  

где рК – константы протолитических равновесий 

гистидина. Чтобы определить, какие из форм реа-

гентов вступают в процесс образования комплек-
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са, проведен расчет равновесного состава раство-

ров исследуемой аминокислоты в зависимости от 

рН среды, выполненный по программе RRSU, в 

основу которой заложен модифицированный ме-

тод Бринкли [23]. Диаграмма долевого распреде-

ления ионизированных форм His в водном раство-

ре в зависимости от рН среды представлена на 

рис. 3. 

Гистидин существует преимущественно в 

виде цвиттер-иона (HA) в интервале рН от ~ 5,8 

до 9,5, при рН  9,5 – в форме аниона (A-), а при 

значениях рН, меньших 5,8 – в катионных формах 

(H2A+, H3A2+). Таким образом, при фиксированном 

значении рН = 7,3 преобладает цвиттерионная 

форма L-гистидина (HA), имеющая диссоцииро-

ванную карбоксильную группу и протонирован-

ную α-аминогруппу, и в этих условиях имида-

зольная группировка депротонирована [17]. 
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Рис. 3. Диаграмма долевого распределения ионизированных 

форм гистидина в зависимости от рН раствора 

Fig. 3. Diagram of the distribution of the ionized forms of histi-

dine as a function of the solutions pH 

 

Ранее нами было показано [14, 23], что ни-

котиновая кислота и урацил в водных растворах с 

рН = 7,3 существуют в форме аниона и молеку-

лярной форме, соответственно. При этом, хотя Ur 

в водном растворе может находиться в двух тау-

томерных формах (кетонной и енольной), в кис-

лых и нейтральных растворах Ur представлен 

преимущественно кето-формой. Поэтому можно 

считать, что именно в этой форме он участвует в 

процессах комплексообразования в исследуемых 

системах.  

Полученные значения констант связыва-

ния His с NA и Ur довольно близки. Образование 

молекулярных комплексов между гистидином и 

лигандами может осуществляться за счет некова-

лентных взаимодействий (водородные связи, Ван-

дер-Ваальсовы, гидрофобные и электростатические 

взаимодействия, донорно-акцепторные, стэкинг-

эффекты). Взаимодействие His с Ur приводит к 

образованию несколько более устойчивых ком-

плексов, чем с NA. Известно [6, 15,2 4], что взаи-

модействие пиримидиновых оснований и арома-

тических аминокислот в воде определяют такие 

силы как водородные связи между карбонильной 

группой аминокислоты и NH-группой оснований 

(-C=O…HN-), а также между амидным и имин-

ным атомами азота (-NH…N-), наряду со стэкинг 

эффектом и взаимодействием с переносом заряда. 

По-видимому, образование более стойких ассоци-

атов Ur c His может быть связано с возможным 

взаимодействием электронодонорной имидазоль-

ной системы His с пиримидиновым кольцом Ur 

посредством π-π перекрывания [6, 25]. 

ВЫВОДЫ 

Проведенные исследования позволили 

установить, что взаимодействие L-гистидина с 

никотиновой кислотой и урацилом приводит к 

образованию молекулярных комплексов состава 

1:2, имеющих константы связывания средней си-

лы. Полученные результаты будут способствовать 

углублению понимания природы межчастичных 

взаимодействий в более сложных многокомпо-

нентных системах при изменении кислотности 

среды и могут быть полезны при изучении про-

цесса конъюгации белка с лекарственными препа-

ратами, приводящего к образованию метаболитов 

различной устойчивости [26, 27]. 
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