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Воздействие магнитных наночастиц в присутствии пероксида водорода также приводит к 
окислению орто-фенилендиамина. Пероксидазоподобная активность магнитных наночастиц 
связана с наличием на их поверхности ионов Fe2+. При взаимодействии МНЧ с кислородом 
воздуха происходит окисление ионов Fe2+ до ионовFe3+, и соответственно, утрата 
пероксидазоподобной активности. Было показано, что на поверхности магнитных наночастиц, 
окисленных кислородом воздуха в течение 14 дней, образуется менее устойчивое покрытие из 
ЧСА по сравнению с аналогичным покрытием на поверхности неокисленных кислородом воздуха 
МНЧ. Добавление в систему пероксида водорода при инкубации МНЧ с ЧСА позволяет повысить 
стабильность белкового покрытия на поверхности магнитных наночастиц, которые были окислены 
кислородом воздуха. 

Работы по подбору условий получения устойчивых белковых покрытий выполнены за счет 
гранта Российского научного фонда № 22-75-10150, https://rscf.ru/project/22-75-10150/, остальные 
работы – в рамках государственного задания №01201253311.  

Авторы благодарят Константина Олеговича Муранова и Николая Борисовича Полянского за 
помощь в окислении ЧСА. 
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Влияние окружения хромофора белка EGFP на сечение двухфотонного поглощения 
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1Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, 
химический факультет, Москва, Россия 

 

Флуоресцентные белки используются в биологических исследованиях в качестве маркеров 
для изучения живых клеток и тканей. Модифицированный зеленый флуоресцентный белок EGFP с 
улучшенными спектральными характеристиками является одним из наиболее широко 
используемых для этих целей. В настоящее время активно развивается и применяется 
двухфотонная флуоресцентная микроскопия, которая имеет ряд преимуществ перед традиционной 
конфокальной. Поскольку метод должен быть чувствительным, яркость флуоресценции должна 
быть как можно выше. Она зависит, в частности, от сечения двухфотонного поглощения и 
квадрата интенсивности падающего излучения, поэтому поиск флуоресцентных белков с большим 
сечением двухфотонного поглощения является важной задачей. Целью работы является анализ 
влияния окружения хромофора на сечение двухфотонного поглощения в белке EGFP. 

В данной работе на основе полной атомистической модели белка EGFP из работы [1] 
построена модель мутации EGFP T203I, оптимизирована ее геометрия, рассчитано сечение 
двухфотонного поглощения и проведен анализ факторов, влияющих на него. Оптимизация 
геометрии проводилась методом QM/MM в варианте PBE0/(aug)-cc-pVDZ//CHARMM; квантовая 
часть содержала 154 или 159 атомов, описываемых 1550 или 1585 базисными функциями, для 
EGFP и EGFP T203I соответственно. Квантовая часть включает в себя хромофор и его ближайшее 
окружение. Энергии вертикальных электронных переходов рассчитаны методом XMCQDPT2 в 
базисе (aug)-cc-pVDZ с векторами нулевого приближения, полученными методом CASSCF в 
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активном пространстве, состоящем из 14 электронов на 13 π-орбиталях хромофора, с усреднением 
электронной плотности по семи состояниям. Расчет момента перехода и разности средних 
дипольных моментов проведен в нулевом порядке этой теории. Электростатическое поле 
остального белкового окружения учитывалось методом EFP. Для сравнения такой же расчет (в 
активном пространстве, состоящем из 16 электронов на 14 π-орбиталях хромофора и в aug-cc-
pVTZ базисе) проведен для анионного хромофора EGFP в газовой фазе (HBDI-). 

Сечение двухфотонного поглощения (σTPA) является макроскопической характеристикой 
вещества. Оно может быть рассчитано из микроскопической вероятности двухфотонного перехода 
(δTPA) по формуле (1) (см., например, [2]) 

   
3 5

204
; 2 ;TPA TPA f i

a
g E E

c
  

 
       (1) 

где a0 – боровский радиус, α – постоянная тонкой структуры, с – скорость света в вакууме, 
ω – энергия фотона, g – форма линии, связанная с эффектами уширения (например, лоренцева, 
гауссова и т. д.), с параметром затухания Г, который обычно принимается равным 0,1 эВ в 
большинстве теоретических расчетов [2]. Микроскопическая вероятность двухфотонного перехода 
выражается через компоненты тензора двухфотонного поглощения, которые могут быть 
рассчитаны суммированием по состояниям. Точная формула при этом выглядит следующим 
образом: 

fn ni fn ni
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где 
pq p q     – декартовы компоненты дипольного момента перехода. Индексы 

i, n и f относятся к начальному, промежуточным и конечному состояниям соответственно, и α, β = 
x, y, z. В рамках N-уровневой модели (NLM) суммирование проводится по конечному числу 
состояний: 

,

if ii if ii ff fi ff fi fn ni fn ni
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  (3) 

Принимая Ef – Ei = 2ω и опуская сумму с n ≠ i, f, получаем выражение для компонент 
тензора двухфотонного поглощения в рамках двухуровневой модели (TLM): 

( ) ( )ff ii fi ff ii fi fi fi fi fi
ifS

       
 

 

         
          

 
  (4) 

Микроскопическая вероятность в рамках двухуровневой модели зависит от разности 
энергий электронных уровней S0 и S1, дипольного момента перехода S0  S1 (μ) и разности 
средних дипольных моментов состояний S0 и S1 (Δμ) (см. формулу (4)). В рамках данной модели 
показано, что основной вклад в сечение двухфотонного поглощения вносит разность средних 
дипольных моментов при переходе S0S1. Показано также, что переход к N-уровневой модели не 
дает существенного изменения в сечениях двухфотонного поглощения, что подтверждает 
применимость двухуровневой модели для переходов, в которых μ ≠ 0 и Δμ ≠ 0 (см. табл. 1). 
Полученные значения сечений двухфотонного поглощения согласуются с экспериментальными 
данными. 

Табл. 1. Рассчитанные в рамках N-уровневой модели (N = 2, 3, ... , 7) сечения 
двухфотонного поглощения трех исследуемых систем для перехода S0 → S1 и сравнение их с 
экспериментальными данными [3]. 
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В случае EGFP и EGFP T203I изменение вектора разности средних дипольных моментов 
направлено от имидазолонового кольца хромофора к фенольному, что соответствует переносу 
электронной плотности с фенольного кольца на имидазолоновое при переходе S0  S1. (см. 
рис. 1).  

 
Рис. 1. Направление вектора Δμ в белках EGFP и EGFP T203I. 

Замена полярного треонина на неполярный изолейцин уменьшает количество водородных 
связей кислорода хромофора. Также в случае EGFP T203I поляризующий электронную плотность 
хромофора гистидин H148 находится дальше от хромофора (см. рис. 2), что уменьшает длину 
вектора Δμ и, следовательно, уменьшает сечение двухфотонного поглощения. 

Таким образом, увеличение сечения двухфотонного поглощения EGFP может быть 
достигнуто путем модификации белкового окружения хромофора при введении точечных 
мутаций, влияющих на электростатическое поле белка вблизи хромофора. Увеличению сечения 
отвечает усиление напряженности электрического поля вдоль направления от фенольного кольца 
хромофора к имидазолоновому (противоположному направлению вектора Δμ, см. рис. 1), которое 
может быть достигнуто, например, изменением заряда окружения фенольного кольца хромофора 
на более положительный, а имидазолонового – на более отрицательный, что подтверждается 
экспериментальными данными [4]. 

 
Рис. 2. Равновесные геометрии хромофора и его ближайшего окружения EGFP и EGFP T203I. 

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ №21-73-00145 с использованием 
оборудования Центра коллективного пользования сверхвысокопроизводительными 
вычислительными ресурсами МГУ имени М.В. Ломоносова, а также вычислительного кластера 
лаборатории квантовой фотодинамики, закупленного по программе развития МГУ имени М.В. 
Ломоносова. 
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