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Глутатион (GSH) и цистеин (Cys) представля-
ют собой низкомолекулярные биотиолы, обычно 
встречающиеся в клетках млекопитающих, кото-
рые, действуя как окислительно-восстановитель-
ные регуляторы в организме, поддерживают вну-
триклеточный окислительно-восстановительный 
баланс, передают клеточные сигналы и регулиру-
ют метаболизм ксенобиотиков [1–5]. Аномальные 
концентрации биотиолов, как правило, указывают 
на наличие тяжелых заболеваний, таких как рак, 
повреждение печени, болезнь Альцгеймера и т. п. 
[6, 7].

Для количественного определения GSH и Cys 
применяют оптические [8, 9], электрохимические 
[10–15], а также хроматографические методы [16, 
17]. Среди предлагаемых аналитических методов 
флуоресцентные реагенты привлекают внимание 
исследователей своей простотой, чувствительно-
стью, удобством и быстродействием. В настоящее 
время сообщается о многих реагентах для флуо-

риметрического определения биотиолов, включая 
флуоресцентные сенсоры на малых молекулах 
[18–25] и на основе наноматериалов [26–28]. Не-
смотря на большие успехи в данном направлении, 
проблема поиска недорогих и более чувствитель-
ных способов определения биотиолов по-прежне-
му актуальна.

Одним из подходов к получению флуоресцент-
ных реагентов на биотиолы является использова-
ние сенсоров на тяжелые металлы. В данных со-
единениях флуорофор в свободном и связанном c 
металлом состояниях обладает различными спек-
трально-люминесцентными свойствами [29–35]. 
Биотиолы, связывая тяжелый металл, переводят 
сенсор из связанного состояния в свободное, что 
вызывает изменение интенсивности флуоресцен-
ции. В результате получаются сенсоры с откликом 
на ион тяжелого металла и биотиол (dual sensors) 
(схема 1).
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Ранее нами были синтезированы и исследованы 
новые сенсоры на ионы серебра на основе никоти-
нонитрилов, содержащих трицианобутадиеновый 
фрагмент [36]. В данной работе нами предлагают-
ся результаты исследования применения одного из 
сенсоров в качестве реагента для количественного 
определения биотиолов.

Соединение 1 было синтезировано путем вза-
имодействия замещенного халкона с димером 
малононитрила в присутствии основания, с по-

следующим окислением молекулярным иодом об-
разующегося полупродукта (схема 2). Соединение 
1 представляет собой ярко-оранжевое кристалли-
ческое вещество, растворимое в ДМСО, ДМФА и 
ацетонитриле. При приготовлении водных раство-
ров (1×10–5 M., HEPES 0.02 M., pH 7.4) из раствора 
в ДМСО (1×10–3 M.) флуоресценция соединения 1 
практически исчезает. При добавлении ионов се-
ребра происходит образование связанной формы 
соединения 1Ag+ и появление флуоресценции с 

Схема 1.

Схема 2.

S

Mn++

S
R−SH

+S SRMn+

S

+

S
R−SH

+S

флуоресцирует не флуоресцирует

или

не флуоресцирует

не флуоресцируетфлуоресцирует флуоресцирует

Mn+

Mn+

SRMn+Mn+

O

CN
NH2

CNNC

+
1) B; 2) I2

OH

N

N
H

CN

CN

CN

N

OH

Ag+

N
CN

CN

CN

N

OH
Ag+

EtOH, 50°C, 6 ч X

X = I−, CN−, S2O3
2−, GSH, Cys, TGA

OFF

ON

1 1Ag+

��



ЖУРНАЛ  ОБЩЕЙ  ХИМИИ  том 93  № 7  2023

1090 БАРДАСОВ и др.

максимумом при 592 нм (Ф 0.89% относительно 
сульфата хинина). Нами было выдвинуто предпо-
ложение, что связывание ионов серебра вызовет 
обратный эффект – тушение флуоресценции.

Для начала, нами было проверено влияние раз-
личных анионов на испускание связанной формы 
1Ag+. Оказалось, что анионы, образующие с ио-
нами серебра малорастворимые соединения (хло-
рид, бромид, сульфат), практически не влияют на 
интенсивность флуоресценции формы 1Ag+, лишь 
сульфид-ионы вызвали незначительное тушение. 

Практически полное тушение флуоресценции ио-
дид-ионами мы связываем с эффектом «тяжелого 
атома» [37], а не с образованием малорастворимо-
го иодида серебра. При этом было замечено, что 
анионы, образующие устойчивые комплексы с 
ионами серебра, такие как цианид и тиосульфат, 
вызывают практически полное тушение флуорес-
ценции 1Ag+ (рис. 1).

Титрование комплекса 1Ag+ растворами ио-
дид-, цианид- и тиосульфат-ионов показало нали-
чие отрицательной линейной зависимости между 

Рис. 1. Интенсивность флуоресценции самого комплекса 1Ag+ (10 мкM.), а также при добавлении различных анионов и 
биотиолов (20 мкM.) при 592 нм.

Таблица 1. Аналитические характеристики определения иодид-, цианид- и тиосульфат-ионов с использованием ре-
агента 1Ag+ в водном растворе HEPES (0.02 M., pH 7.4)

Анион Интервал концентраций, 
М.

I = a + b·с а

R2 Предел определенияб, 
мкМ.a±Δa b±Δb

I– 1×10–6–7×10–6 (44.7±0.9)×10 –57±2 0.99 0.4
CN– 1×10–6–1×10–5 (42±1)×10 –40±2 0.98 0.5

S2O3
2– 1×10–6–1×10–5 (42.4±0.6)×10 –36±1 0.99 0.6

а I, у. е.; с, мкМ. бДля расчета предела определения использовали Δa = 2, полученную в результате расчета стандартного отклоне-
ния серии холостых растворов, n = 6.
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интенсивностью флуоресценции комплекса 1Ag+ 
и объемом добавленного раствора аниона (рис. 2). 
По результатам титрования была найдена верхняя 
граница определения, соответствующая практиче-
ски полному затуханию флуоресценции, и предел 
определения (табл. 1). Дополнительно проведен-
ные измерения селективности показали, что опре-
делению иодид-, цианид- и тиосульфат-ионов не 
мешает присутствие других анионов (5×10–5 М.).

Известно, что GSH и Cys образуют устойчивые 
комплексы с ионом серебра [38]. Проведенные 
нами исследования показали, что добавление био-
тиолов приводит к тушению флуоресценции, ана-
логично цианид и тиосульфат ионам (рис. 1, 2). На 
рис. 3 показано, как прибавление порций GSH от 0 
до 10 мкM. к комплексу 1Ag+ (10 мкM.) приводило 
к постепенному тушению флуоресценции.

Также нами были проведены исследования с 
участием других органических тиолов, таких как 
тиогликолевая кислота (TGA) и ее эфир, а также 

изопропантиол (рис. 4). Выяснилось, что TGA вы-
зывает тушение флуоресценции комплекса 1Ag+ 
на уровне Cys, в отличие от ее эфира, добавление 
которого в тех же количествах вызывает тушение 
лишь на половину. Добавление к комплексу 1Ag+ 
изопропантиола вызвало лишь незначительное 
уменьшение интенсивности. Проведенное ти-
трование также, как и в случае анионов, выявило 
наличие отрицательной линейной зависимости 
между интенсивностью флуоресценции 1Ag+ и 
объемом добавленного раствора титранта (тио-
ла). Аналитические характеристики определения 
GSH, Cys и TGA представлены в табл. 2.

Стоит отметить, что по данным титрований, 
достижение минимальных значений флуоресцен-
ции в случае GSH, Cys и TGA происходит при 
прибавлении 7–9 мкM. тиола, что несколько ниже 
эквимолярного отношения. Данный факт мы объ-
ясняем тем, что флуоресцентный отклик соеди-
нения 1 на ионы серебра основан на образовании 
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малорастворимых наноагрегатов 1Ag+ и возник-
новении агрегационно-индуцированной эмиссии 
(AIE), что доказано исследованиями флуорес-
ценции комплекса 1Ag+ в разных соотношениях 
ДМСО–вода [36]. При этом при малых концентра-
циях комплекса 1Ag+ (1–3 мкM.) значительная их 
часть находится в растворенном состоянии и не 
флуоресцирует. Поэтому при титровании комплек-
са 1Ag+ тиолами, ближе к точке эквивалентности 
также начинает сказываться растворимость ком-

плекса 1Ag+ и флуоресценция пропадает раньше, 
чем содержание тиола достигает эквимолярных 
отношений. В случае же этил тиогликолята и изо-
пропантиола данное явление не наблюдается, так 
как данные реагенты не вызывают значительного 
связывания ионов серебра.

Проведенные измерения селективности показа-
ли, что определению Cys и TGA не мешает при-
сутствие других аминокислот и пептидов, таких 
как аланин, глицин, лейцин, лизин, глутамин, се-

Рис. 3. Спектры флуоресценции комплекса 1Ag+ (10 мкM.) при добавлении GSH от 0 до 10 мкM.

Таблица 2. Аналитические характеристики определения GSH, Cys и TGA с использованием реагента 1Ag+ в водном 
растворе HEPES (0.02 M., pH 7.4)

Биотиол Интервал концентраций, 
М.

I = a + b·с
R2 Предел определенияб, 

мкМ.a ± Δa b ± Δb
GSH 1×10–6–7×10–6 (44±1)×10 –55±2 0.99 0.4
Cys 1×10–6–6×10–6 (43±1)×10 –50±3 0.98 0.4
TGA 1×10–6–5×10–6 (44.3±0.9)×10 –58±3 0.99 0.3

а I, у. е.; с, мкМ. бДля расчета предела определения использовали Δa = 2, полученную в результате расчета стандартного отклоне-
ния серии холостых растворов, n = 6.
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рин, глутаминовая кислота, аспартам, и карнозин 
(5×10–5 М.). В заключение нами, с использованием 
метода внешних стандартов, была проведена про-
верка правильности при использовании реагента 
1Ag+ для определения GSH, Cys и TGA, а также 
цианид-, иодид- и тиосульфат-ионов (табл. 3).

Таким образом, нами предложен новый реа-
гент для количественного определения биотио-
лов, который также может быть использован для 
определения цианид-, иодид- и тиосульфат-ионов, 
что требует дополнительных исследований. Кон-
станты тушения флуоресценции, рассчитанные 
по методу Штерна–Фольмера составили 2.86×105 и 
2.56×105 М.–1 для GSH и Cys соответственно. Рас-
считанный предел определения GSH и Cys распо-
лагается в наномолярном диапазоне и превосходит 
показатели известных реагентов на основе соеди-
нений малых молекул и ионов тяжелых металлов 
(табл. 4) [39–42]. При этом изучаемое соединение 
1 синтезируется из доступных реагентов, методи-
ка синтеза проста в исполнении, что открывает 
дорогу к дальнейшей оптимизации структуры и 
улучшению аналитических характеристик.
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Рис. 4. Интенсивность флуоресценции комплекса 1Ag+ (10 мкM.) при 592 нм при добавлении различных тиолов от 0 до  
10 мкM. 1 – GSH, 2 – Cys, 3 – TGA, 4 – этилтиогликолят, 5 – изопропантиол.

Таблица 3. Результаты проверки правильности опреде-
ления цианид-, иодид-, тиосульфат-ионов, GSH, Cys и 
TGA с использованием реагента 1Ag+ в водном раство-
ре HEPES (0.02 M., pH 7.4)а

Аналит Введено, 
мкМ.

Найдено, 
мкМ.

sr

I– 1.0 1.1±0.1 0.05
3.0 3.1±0.2 0.06
5.0 4.9±0.2 0.08

CN– 2.0 1.9±0.1 0.05
6.0 5.9±0.2 0.07
8.0 8.1±0.2 0.08

S2O3
2– 2.0 2.0±0.1 0.05

6.0 6.1±0.2 0.07
8.0 7.9±0.3 0.11

GSH 1.0 1.0±0.1 0.05
3.0 3.1±0.1 0.05
5.0 5.0±0.2 0.07

Cys 1.0 1.0±0.1 0.04
3.0 3.0±0.2 0.07
5.0 4.9±0.2 0.10

TGA 1.0 1.0±0.1 0.04
3.0 3.1±0.1 0.06
15.0 4.9±0.2 0.06

а n = 6, P 0.95.
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Таблица 4. Примеры реагентов для определения GSH и Cys на основе соединений тяжелых металлов

Реагент Тяжелый  
метал

Предел определения, 
мкМ.а Аналит Ссылка

Hg2+ 17 Cys [39]

Hg2+ 3.90 GSH [40]

Cu2+

3 Cys [41]

3 GSH

Cu2+ 30 Cys [42]

Ag+

0.4 Cys Данная работа

0.4 GSH

а Пределы определения были рассчитаны из пределов обнаружения, представленных в статьях.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Спектры ЯМР 1Н и 13С зарегистрированы на 
спектрометре Bruker DRX-400 (США) в ДМСО-d6, 
внутренний стандарт – ТМС. Масс-спектры запи-

саны на приборе Shimadzu GCMS-QP2020 (Япо-
ния) (ионизация ЭУ, 70 эВ). Элементный анализ 
выполнен на CHN-анализаторе vario Micro cube 
(Германия). Спектры флуоресценции записаны на 
приборе Cary Eclipse (США). Температура плав-
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ления определена на автоматическом приборе 
OptiMelt MPA100 (США). Контроль за ходом ре-
акций и чистотой синтезированных соединений 
осуществлен методом ТСХ на пластинах Sorbfil 
ПТСХ-АФ-А-УФ, элюент – EtOAc, проявление УФ 
облучением, парами иода и термическим разложе-
нием. Перемешивание образцов осуществляли на 
шейкере IKA Vortex 1.

Соединение 1 было синтезировано по методике 
[36]. Растворители, тиолы, неорганические соли 
– коммерческие продукты. Базовые растворы со-
единения 1 (1.00×10–3 M.) в ДМСО, тиолов (1.00× 
10–3 M.) и неорганических солей (1.00×10–3 M) в 
воде готовили непосредственно перед измерениями.

2-[6-(2-Гидроксифенил)-4-(4-диметиламино-
фенил)-3-цианопиридин-2(1H)-илиден]мало-
нонитрил (1). Т. пл. 258–259°C. Спектр ЯМР 1Н 
(ДМСО-d6), δ, м. д.: 3.05 с [6H, N(СН3)2], 6.88–7.04 
м (4H, С6Н4), 7.28 с (1H, СН), 7.38 т (1Н, С6Н4, 3JНН 
7.5 Гц), 7.64 д (2H, С6Н4, 3JНН 8.5 Гц), 8.02 д (1H, 
С6Н4, 3JНН 7.9 Гц). Спектр ЯМР 13С (ДМСО-d6), δC, 
м. д.: 40.88, 93.05, 109.89, 113.12, 116.44, 117.56, 
118.41, 119.69, 120.20, 124.91, 129.23, 130.77, 
133.57, 152.01, 154.23, 157.89, 158.42, 159.00. 
Масс-спектр, m/z (Iотн, %): 379 (100) [M]+. Вычис-
лено, %: C 72.81; H 4.52; N 18.46. C23H17N5O. Най-
дено, %: C 72.99; H 4.63; N 18.35.

При регистрации спектров фотолюминесцен-
ции были использованы следующие установки 
прибора: ширина щелей монохроматоров испуска-
ния и возбуждения – 5 нм, напряжение на фото- 
электроумножителе – 800 В, длина волны возбуж-
дения – 350 нм, скорость сканирования – 600 нм/мин.

Предварительные испытания. В чистый пени-
циллиновый флакон поочередно прибавляли до-
затором 100 мкл базового раствора соединения 1,  
9.7 мл водного раствора HEPES (0.02 M., pH 7.4) и 
100 мкл базового раствора нитрата серебра, после 
чего раствор перемешивали в течение 10 с на шей-
кере. Затем к полученному раствору прибавляли 
200 мкл базового раствора, содержащего исследу-
емый ион или тиол. Полученный раствор снова пе-
ремешивали в течение 10 с на шейкере и измеряли 
интенсивность флуоресценции при длине волны 
возбуждения 350 нм.

Титрование. В кварцевую кювету (l 1 см) по-
очередно прибавляли дозатором 30 мкл базового 

раствора соединения 1, 2.97 мл водного раствора 
HEPES (0.02 M., pH 7.4) и 30 мкл базового рас-
твора нитрата серебра. Раствор перемешивали 
пластиковой палочкой и измеряли интенсивность 
флуоресценции при длине волны возбуждения  
350 нм. В полученный раствор далее порциями по 
3 мкл прибавляли базовый раствор тиола. После 
каждой добавки записывался спектр флуоресцен-
ции. Титрование считалось оконченным тогда, 
когда спектр переставал меняться при добавлении 
очередной порции титранта.
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Application of Silver(I)  
Dicyano-[3-cyano-4-(4-dimethylaminophenyl)- 

6-(2-hydroxyphenyl)pyridin-2-yl]methanide as a Reagent  
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An approach for the quantitative fluorimetric determination of a number of anions and thiols, including gluta-
thione and cysteine, based on the use of a silver salt with an organic anion based on nicotinonitrile containing 
a tricyanobutadiene fragment was proposed.
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