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Введение 

Актуальность исследований влияния вза-
имодействия электромагнитного излучения 
терагерцовой частоты (0,5–10 ТГц) с биомо-
лекулами связана с влиянием этого излуче-
ния на биологические объекты [1–3]. Свет 
этого спектрального диапазона поглощается 
многочисленными биомолекулами и водой 
[4]. Поглощение в этой спектральной облас-
ти обусловлено наличием коллективных мод 
[5]. Число работ, посвященных изучению 
влияния взаимодействия электромагнитно-
го излучения терагерцовой частоты собс-
твенно с биомолекулами, относительно не 
велико [6–8]. В частности, в работе [6] было 
изучено влияние 900 мкм радиации на вза-
имодействие гем–глобин в водном растворе. 
Наблюдаемые изменения величины взаимо-
действия после облучения авторы объясняли 
передачей энергии от квазикристаллической 
структуры воды, которая поглощает это из-
лучение, на молекулу субстрата. В рабо те [7] 

с помощью техники диффузионной спект-
роскопии, позволяющей получать информа-
цию о размерах аэрозольных частиц, было 
показано, что облучение светом лазера на 
свободных электронах (λизл = 100–200 мкм, 
время импульса 50 пс, частота 5,6 МГц, сред-
няя мощность 200 Вт) молекул ДНК фага λ, 
лизоцима и пероксидазы из хрена приводит 
к мягкой абляции. Наличие «мягкости», т. е. 
неполного разрушения исходной молекулы, 
при абляции с поверхности, на которой на-
ходились молекулы, авторы связывали с тем, 
что биомолекулы, подвергшиеся  абляции, 
сохраняли функциональную активность. 
В работе [8] сообщается о влиянии излуче-
ния импульсного ИК лазера с длиной волны 
λ = 90 мкм на вторичную структуру лиофили-
зованного препарата бычьего сывороточно-
го альбумина (БСА) и активность ряда фер-
ментов. В этой работе использовался лазер с 
энергией в импульсе 5 мДж, а величина дозы 
варьировалась от 0,2 до 3 Дж. Было показа-
но, что интенсивность флуоресценции зон-
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да, которая пропорциональна степени связы-
вания с молекулой БСА, уменьшалась после 
облучения немонотонным образом. Измене-
ния интенсивности флуоресценции зонда ав-
торы связывали с деформацией вторичной 
структуры белка, а из результатов определе-
ния активности сделали вывод о сохранении 
полипептидных цепей и отсутствии олигоме-
ризации протеинов. Таким образом, вся име-
ющаяся информация о влиянии излучения 
субмиллиметрового диапазона на биомоле-
кулы была основана на данных, полученных 
не прямыми методами, а с помощью косвен-
ных измерений, которые не дают непосредс-
твенной информации об изменении состоя-
ния исходного вещества после воздействия 
излучением терагерцовой частоты. Способа-
ми, которые позволяют получать такую ин-
формацию, являются методы ИК и УФ спек-
троскопии. Сообщения о применении этих 
методов для наблюдения за состоянием био-
молекул, подвергшихся облучению излу-
чения терагерцовой частоты, отсутствуют. 
Таким образом, представляет интерес, ис-
пользуя эти методы, попытаться получить 
сведения о структуре образцов биомолекул, 
претерпевших такое воздействие.

Целью настоящей работы было примене-
ние методов ИК и УФ спектроскопии для на-
блюдения эффектов облучения лиофилизо-
ванных образцов БСА излучением с длиной 
волны генерации 120–140 мкм, генерируемо-
го лазером на свободных электронах (ЛСЭ). 
В качестве количественного спектрально-
го параметра, непосредственно связанного 
с возможными изменениями структуры об-
лучаемого образца, была выбрана величина 
интенсивности спектров поглощения харак-
теристических полос ИК и УФ спектров.  

Материалы и методы

Источником терагерцового излучения 
служил лазер на свободных электронах [9]. 
Параметры излучения были следующие: 
λ = 120–140 мкм, время импульса 50 пс, час-
тота 5,6 МГц, мощность 130–300 мВт. Время 
облучения составляло от 3 до 9 мин. Диаметр 
лазерного пучка составлял ~ 2 см. Контроль 
мощности осуществлялся с помощью изме-
рителя мощности ИМО-2. 

Эксперименты по термическому нагреву 
образцов проводились помещением кюветы 
в термостат или обдуванием горячего возду-
ха из тепловой пушки. Образцы нагревались 

до 55 °С и выдерживались при этой темпера-
туре в течение 15 мин. Температура нагрева 
образца измерялась дифференциальной тер-
мопарой и ртутным термометром.

Лиофилизованный препарат БСА фирмы 
«Реанал» использовался без дополнительной 
очистки. Исходный препарат представлял со-
бой отдельные плоские пластинки с размера-
ми до 3 мм в диаметре и толщиной прибли-
зительно 0,01 мм. Облучение образцов БСА 
при анализе с помощью ИК спектроскопии 
проводилось в герметичных кюветах с фто-
ропластовыми окнами. Толщина окон состав-
ляла 3 мм. При этом величина оптической 
плотности составляла ~ 0,3. Использование 
таких окон позволяет регистрировать спект-
ры в диапазоне ν = 2 600–4 000 см–1. Растер-
тый в агатовой ступке облучаемый образец 
БСА помещался на дно 50 мкм цилиндричес-
кого углубления одного из окон. Диаметр уг-
лубления был 30 мм. Окна зажимались сталь-
ными пластинами. Стабильность положения 
образцов в такой кювете была достаточно 
высока, поскольку приготовленный для об-
лучения образец с точностью до 1 % не ме-
нял своего спектра поглощения при вибра-
ционном воздействии. Анализ ИК спектров 
облученных и контрольных образцов прово-
дился в той же кювете, в которой проводи-
лось облучение. При анализе ИК спектров 
поглощения использовался Фурье-спектро-
метр фирмы «Брукер».

Облучение образцов БСА при анализе с 
помощью УФ спектроскопии проводилось 
в герметичных цилиндрических кюветах из 
твердого полистирола. Величина оптической 
плотности материала кюветы на длине вол-
ны облучения была ~ 0,35. Диаметр кюветы 
8 мм. Измерение интенсивности УФ спектров 
облученных и контрольных образцов БСА 
проводилось на длине волны 275 нм. Анали-
зировались водные растворы БСА, концент-
рация которых составляла 1 мг/мл. Растворы 
готовились растворением навески облучен-
ного или контрольного сухого порошка БСА 
в деионизованной воде. УФ спектры погло-
щения водных растворов были получены на 
спектрометре фирмы «Хьюлетт- Паккард». 

Результаты

Температура кювет в ИК и в УФ экспери-
ментах за время 9-минутного облучения све-
том лазера не превышала 35 °С. Таким обра-
зом, внешняя температура кюветы в лазерном 
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эксперименте всегда была меньше температу-
ры в экспериментах по термическому нагреву. 

На рис. 1 представлен типичный исход-
ный ИК спектр поглощения порошка аль-

бумина (а). Спектр характеристических 
частот в области ν = 2 700–3 500 см–1 в ос-
новном обусловлен валентными колебани-
ями СН2, СН3, NH, NH2 и OH групп моле-
кулы БСА [10]. Этот спектр находится на 
фоне, обусловленном наличием интенсив-
ного рассеяния веществом образца и пог-
лощением тефлоновых окон. Также показан 
ИК спектр поглощения порошка альбуми-
на после 3-минутного облучения излучени-
ем ЛСЭ (б) с длиной волны λ = 127 мкм при 
мощности 250 мВт. Аналогичные эффекты в 
ИК спектрах поглощения наблюдались при 
использовании длин волн в диапазоне пере-
стройки 120–140 мкм и мощностей в диа-
пазоне перестройки 130–300 мВт. Как вид-
но из сравнения этих спектров, наблюдается 
уменьшение интенсивности линии характе-
ристических частот. Этот эффект отчетливо 
виден на рис. 1 (в), на котором представлено 
отношение спектров облученного и исход-
ного образцов. На ν = 2 930 см–1 (характе-
ристическая линия) с вычетом фона эффект 
уменьшения интенсивности облучения со-
ставляет (40 ± 20) %. 

Нагрев образцов с помощью воздушной 
конвекции в термостате или с помощью на-
правленного потока горячего воздуха от теп-
ловой пушки с температурой до 55 °С не 
приводит к изменению интенсивности ха-
рактеристических ИК спектров поглощения 
(рис. 2). Таким образом, излучение ЛСЭ и 
термический нагрев действуют на образцы 
БСА различно. 

Сравнение рис. 1 (в) и 2 (в)  показывает, 
что в результате облучения интенсивность 
фона на ν = 2 800 см–1 уменьшается, а в ре-
зультате нагревания растет. Однако умень-
шение интенсивности фона при облучении 
лазером образцов БСА наблюдалось не всег-
да. Оно имело место для 14 экспериментов 
из 22. В 8 экспериментах результат был ана-
логичен наблюдаемому при термическом 
нагреве – наблюдался рост интенсивнос-
ти фона. Однако при этом всегда наблюда-
лось уменьшение структурированной части 
спектра. Напротив, при термическом нагре-
ве рост поглощения на ν = 2 800 см–1 наблю-
дался во всех 11 проведенных эксперимен-
тах при неизменной величине поглощения 
структурированной части спектра. Различие 
в фоне, по-видимому, связано с неконтроли-
руемыми и необратимыми морфологически-
ми изменениями образца в кювете при тер-

Рис. 1. ИК спектры поглощения БСА до (а) 
и после (б) облучения; отношение спектров 

облученного и контрольного образцов БСА (в). 
ODобл и ODисх – оптические плотности облученного 

и исходного образцов соответственно

Рис. 2. ИК спектры поглощения БСА до (а) 
и после (б) нагрева; отношение спектров нагретого 

и исходного образцов БСА (в). ODt и ODисх – 
оптические плотности нагретого до 55 °С 

и исходного образцов соответственно
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мическом расширении, которое имело место 
в обоих типах экспериментов. Физически-
ми причинами, которые могли приводить к 
различию морфологических изменений об-
разцов при лазерном и термическом нагре-
вах, являются следующие: 1) температура 
при лазерном нагреве всегда была меньше, 
чем при термическом; 2) в лазерном экспе-
рименте градиент температуры был больше, 
чем в термическом, поскольку в термичес-
ком эксперименте нагрев кюветы имел место 
со всех сторон, в то время как при лазерном 
только с одной стороны. Однако, по-видимо-
му, иногда в экспериментах с лазерным об-
лучением, материал образца случайно пре-
терпевал изменения, при которых конечная 
деформация структуры образца была подоб-
на конечной деформации образца в экспери-
ментах с термическим нагревом, что и дава-
ло одинаковую направленность изменения 
интенсивности фона в ИК спектрах в экспе-
риментах с термическим нагревом и лазер-
ным воздействием. Нужно заметить, что из-
менения интенсивности поглощения фона не 
велики и составляют несколько процентов, 
однако принципиальным в этом наблюдении 
является то, что в термическом эксперимен-
те всегда наблюдался рост поглощения, а в 
лазерном – как рост, так и уменьшение.

На рис. 3 представлены УФ спектры пог-
лощения облученного и исходного образцов 
БСА. Как видно из этого рисунка, после об-
лучения образца интенсивность поглощения 
на λ = 275 нм уменьшается приблизительно 
на 40 %. Это означает, что количество струк-
турных групп, обусловливающих характерное 
поглощение белков на λ = 270–290 нм, умень-
шается. Эксперименты, проведенные с терми-
чески нагреваемыми образцами БСА, показали 
отсутствие каких-либо изменений в УФ спект-
рах поглощения. В пределах эксперименталь-
ной погрешности ±1 % также не наблюдалось 
изменений в УФ спектрах поглощения БСА 
при облучении его водных растворов.

Резюмируя наблюдаемые факты, заклю-
чаем, что в результате лазерного облучения 
с длиной волны 120–140 мкм концентрация 
исходного БСА, по данным ИК и УФ спект-
роскопии, уменьшается на 40 %. 

Обсуждение результатов

Интенсивность структурированной час-
ти ИК спектров после учета фона опре-
деляется величиной поглощения образца. 

Следовательно, отсутствие изменения ин-
тенсивности структурированной части спек-
тра в области поглощения СН, NH и OH ко-
лебаний при термическом нагреве связано с 
тем, что концентрация характеристических 
групп при нагреве не меняется. Это означает 
отсутствие разрыва химических связей. На-
против, при лазерном облучении имеет мес-
то разрыв химических связей. Об этом сви-
детельствует уменьшение интенсивности 
структурированной части ИК спектра погло-
щения. Дополнительным аргументом в поль-
зу этого заключения является уменьшение 
интенсивности УФ спектра «белкового» пог-
лощения образцов БСА на λ = 275 нм. Фи-
зическими процессами, которые могут при-
водить к разрыву химических связей, при 
взаимодействии терагерцового излучения с 
сыпучим сухим веществом, которым являет-
ся БСА, являются термическая деструкция, 
лазерная абляция и лазерный свеллинг.

Термическая деструкция. При облучении 
светом ЛСЭ в результате поглощения и соот-
ветственно нагрева неизбежно имеет место 
деструкция образца БСА. Процессами, при-
водящими к разрушению, могут быть спека-
ние, агломерация и т. д. В результате, по дан-
ным ИК спектроскопии, количество молекул, 
содержащих СН2, СН3, NH, NH2 и OH груп-
пы, должно уменьшаться, если происходит 
разрушение исходных молекул и образова-
ние продуктов, в которых доля молекул, име-
ющих указанные группы, меньше. Также бу-
дет уменьшаться интенсивность спектров УФ 
поглощения на λ = 275 нм из-за деструкции 
исходной молекулы БСА. Такой химический 
процесс, сопровождающийся уменьшени-
ем концентрации характеристических групп, 
например, хорошо известен для процесса гу-
мификации, когда в результате химических 

Рис. 3. Спектры УФ поглощения образцов БСА до (а) 
и после (б) облучения 
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превращений в почве со временем происхо-
дит рост отношения С / Н, С / N, С / О и т. д. 
Увеличение величин этих отношений свиде-
тельствует о росте ароматичности исследо-
ванных систем и соответственно об умень-
шении количества СН2, СН3, NH, NH2 и OH 
групп [11]. Следует заметить, что если в про-
цессе «терагерцовой» деструкции (спека-
ние, агломерация) превалирующую роль иг-
рает процесс сгорания (окисление), то в этом 
случае на степень деструкции будет влиять 
наличие кислорода. В связи с этим весьма 
интересным представляется проведение экс-
периментов по облучению терагерцовым из-
лучением образцов БСА в обескислорожен-
ной среде. 

Лазерная абляция. Эффект лазерной аб-
ляции – отрыв (испарение) некоторой массы 
облучаемого вещества от основной, в усло-
виях нашего эксперимента также мог давать 
вклад в наблюдаемые спектральные измене-
ния. Действительно, испарение может сопро-
вождаться разрывом химических связей, что 
будет приводить к уменьшению интенсив-
ности поглощения как ИК, так и УФ спект-
ров, и поскольку эксперименты проводились 
в закрытом объеме (продукты абляции не ис-
чезали), то это уменьшение регистрирова-
лось как уменьшение концентрации характе-
ристических групп.  

Лазерный свеллинг. В условиях нашего 
эксперимента проявление эффектов лазерно-
го свеллинга для биообъектов и полимеров 
[12; 13] (необратимое образование бугорков 
микронного размера на облучаемой поверх-
ности) тоже реально. Его наличие может да-
вать вклад в изменение интенсивности рас-
сеяния и поглощения. Образование бугорков 
может приводить к изменению формы по-
верхности облучаемого образца и, следо-
вательно, к изменению его отражающей и 
поглощающей способности. Эти изменения 
спектральных свойств образцов БСА долж-
ны проявляться в изменении величины фона 
(подложки) ИК спектров. При этом величина 
поглощения структурированной части спек-
тра, определяемой количеством характерис-
тических групп, может не меняться, если 
не происходит разрыва химических связей, 
поскольку их концентрация не претерпева-
ет изменений и, напротив, может меняться, 
если происходит разрыв химических связей. 
Таким образом, наблюдаемые изменения ин-
тенсивности рассеяния и поглощения ИК 

спектров образцов БСА не противоречат на-
личию лазерного свеллинга. 

Подобные эффекты изменения интенсив-
ности в спектрах ИК и УФ поглощения после 
воздействия терагерцового излучения наблю-
дались для сухих (порошкообразных) образ-
цов молекул трипсина, триптофана, гумино-
вых кислот, паратерфенила. Интерпретация 
изменений спектров в рамках представлений 
о наличии термической деструкции, лазер-
ной абляции и лазерного свеллинга не вызы-
вает затруднений.

Полученные данные позволяют сделать 
следующее осторожное общее предположе-
ние. Воздействие терагерцового излучения 
на порошкообразные вещества всегда приво-
дит к образованию агломератов, под которы-
ми мы подразумеваем частицы, у которых на 
поверхности (или ее части) находятся пре-
терпевшие деструкцию молекулы, а под этой 
поверхностью находятся неповрежденные 
исходные молекулы. В случае наличия ис-
ходной сплошной поверхности будет иметь 
место процесс ее спекания с образованием 
«корочки», и соответственно под «корочкой» 
будут находиться молекулы, не подвержен-
ные действию лазерного излучения. Допол-
нительным аргументом в пользу экраниру-
ющего действия образовавшейся «корочки» 
служат результаты по наблюдению зависи-
мости эффекта разрыва химических связей 
от дозы. Эти зависимости имеют монотон-
но уменьшающийся вид с выходом на пла-
то, которое соответствует доле разорванных 
связей не более 0,15. Это означает, что глуби-
на превращения заведомо меньше 100 %, что 
и должно быть в случае неполного разруше-
ния  исходного вещества. 

Предположение о возникновении агло-
мератов позволяет провести альтернативное 
объяснение результатов работ [8; 7], в кото-
рых изучалось действие лазерного излуче-
ния на сухие биообъекты. Действительно 
можно принять, что в работе [8] также име-
ли место процессы деструкции, абляции и 
свеллинга исходных образцов БСА. Одна-
ко для части оставшихся «неповрежденных» 
молекул активность белков была не наруше-
на, что и было зарегистрировано в экспери-
менте. Наблюдаемые эффекты уменьшения 
эффективности связывании молекулы БСА 
с молекулой-зондом являются количествен-
ным проявлением полного разрушения мо-
лекул БСА. 
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В рамках предположения о сохранении 
структуры и активности «внутренней» час-
ти образцов биомолекул при лазерном воз-
действии возможна и интерпретация резуль-
татов по мягкой абляции работы [7]. В ней 
анализ данных о размерах частиц, получен-
ных в результате абляции, показал, что коли-
чество молекул в такой частице составляет 
порядка 103. Таким образом, легко предста-
вить, что в частице, подвергшейся абляции, 
«внутренние» биомолекулы сохранили свои 
структурные и функциональные свойства и 
не подверглись разрушению в результате ла-
зерного воздействия, что привело к сохране-
нию биологической активности, которая на-
блюдалась экспериментально. 

Заключение 

Облучение лиофилизованных препара-
тов БСА ИК излучением в диапазоне длин 
волн 220–240 мкм мощностью 130–300 мВт 
приводит к уменьшению интенсивности ха-
рактерных полос поглощения в ИК и УФ 
спектрах. Термический нагрев не приводит 
к таким спектральным изменениям. Изме-
нения в спектрах поглощения при облуче-
нии образцов БСА могут быть объяснены в 
рамках представлений о наличии эффектов 
деструкции, абляции и свеллинга. Отдать 
предпочтение в пользу превалирующего 
действия одного из них пока не представля-
ется возможным. Наиболее вероятной при-
чиной изменения спектров ИК и УФ погло-
щения представляется совместное действие 
всех перечисленных эффектов.  
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