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Двойной резонанс 







 



 



 



 



 



 



DSS (стандарт ЯМР) 
DSS ( 4,4-диметил-4-silapentane-1-сульфоновый кислота ) 

представляет собой химическое соединение используется в протон- и 

углерод-связанные ЯМР - спектроскопии в качестве калибровочного 

стандарта, аналогичен тетраметилсиланом (TMS), но с гораздо более 

высокой водной растворимостью . В то время как ТМС является наиболее 

распространенным стандарт ЯМРА используется в органических 

растворителях , такие как хлороформ или бензол , DSS или его натриевой 

соль чаще используются для белковых экспериментов в воде. 

С низкой электроотрицательностью из кремния экранирует девять 

идентичных метильные протонов. Результат является сигналом протона 

высокой интенсивности дополнительно Апфилда (при более 

низком химическом сдвиге ) по сравнению с почти все пиков , найденных 

в природе органических молекул. В результате стандартный пик легко 

идентифицированы как таковые и установлен в химическом сдвиге 0.0. 

Протонный спектр DSS также имеет небольшие пики при 2,91 

частей на миллион (м), 1,75 частей на миллион (м) и 0,63 частей на 

миллион (м) при интенсивности 22% от контрольного пика при 0 м.д.. 

https://ru.qwe.wiki/wiki/Chemical_compound
https://ru.qwe.wiki/wiki/Chemical_compound
https://ru.qwe.wiki/wiki/Chemical_compound
https://ru.qwe.wiki/wiki/NMR
https://ru.qwe.wiki/wiki/Tetramethylsilane
https://ru.qwe.wiki/wiki/Solubility
https://ru.qwe.wiki/wiki/Deuterated_chloroform
https://ru.qwe.wiki/wiki/Deuterated_benzene
https://ru.qwe.wiki/wiki/Electronegativity
https://ru.qwe.wiki/wiki/Silicon
https://ru.qwe.wiki/wiki/Chemical_shift
https://ru.qwe.wiki/wiki/Chemical_shift
https://ru.qwe.wiki/wiki/Chemical_shift




 



Электронный Парамагнитный Резонанс: 

ЭПР (EPR, ESR) - один из основных прямых 

методов исследования (обнаружения и 

идентификации) парамагнитных частиц: 

свободных радикалов и комплексов 

металлов переменной валентности, т.е. 

частиц, имеющих неспаренный электрон на 

одной из орбиталей.  

В основе метода ЭПР лежит резонансное 

поглощение электромагнитного излучения 

неспаренными электронами, помещенными в 

магнитное поле. 



Что такое свободный радикал ? 

Свободный радикал - это молекулярная частица, у 

которой на внешней оболочке имеется хотя бы 

один неспаренный электрон. 

C H O H 

H 

H 

метанол 

Радикал может образоваться из 
молекулы при ее окислении, 
например, при отрыве атома 
водорода  (т.е. электрона и 
протона) 

C O H 

H 

H 

радикал 

метанола 



g H h b n = 

H 

E 

-1/2 gbH 

Система, где электроны распределены между двумя энергетическими уровнями, 

может поглощать электромагнитное излучение. При определенных значениях 

величины энергии падающего кванта (hn) , будут происходить переходы 

электронов между уровнями.  

+1/2 gbH 

E = hn 

DE = gbH 

Поглощение будет происходить при условии равенства энергий поглощаемого кванта и энергии 
перехода между уровнями, т.е. когда 

 hn = gbH 
Это выражение называется – основным уравнением резонанса 

Поглощение электромагнитных волн 
(явление ЭПР) 



Почему  сигнал ЭПР можно наблюдать 
только у парамагнетиков? 

Отношение числа электронов (заселенность) на двух разных 

энергетических уровнях в парамагнетиках определяется уравнением 

Больцмана: 

ns=½ - число электронов c s=½. 

ns= -½ - число электронов c s= -½. 
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Как получить сигнал ЭПР ? 
Поглощение электромагнитных волн в радиоспектрометре 

ЭПР можно определять двумя способами: 

H = const 
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hn = gbH 

1 - При постоянном магнитном поле, мы 

можем изменять частоту излучения. 

Максимальное поглощение будет 

наблюдаться при резонансе, когда hn = gbH 

При этом ожидаемый спектр будет таким: 

2 - По техническим причинам мы поступаем 

по другому:  мы используем микроволновое 

излучение при постоянной частоте волн и 

изменяем магнитное поле. 
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hn = gbH 



Что такое сигнал ЭПР ? 

n = const 

H 

п
о

гл
о

щ
е

н
и

е
 

hn = gbH 

Кроме того, в результате усиления сигнала 

ЭПР (путем его модуляции) мы получаем 

не поглощение A, а - первую производную 

поглощения по полю dA/dH. 

d
A

/d
H

 

H 

hn = gbH 

Вот это мы называем сигналом ЭПР 



77 K 
300 K 

 УФ облученный цистеин 

Примеры сигналов ЭПР  

g=4,3 g=2,25 

Нитрозильные  

комплексы  

g=2,03 

g=1,94 

Fe-S белки 

Цитохром P-450 Метгемоглобин 

Радикалы 

аскорбата 

Печень крысы при 77 K 

g=2,00 



Основные характеристики сигнала ЭПР 

1) амплитуда 

сигнала 

2) ширина 

сигнала (DHpp) 

3) g-фактор 

4) сверхтонкая структура 



Амплитуда сигнала ЭПР 

C  =  Cs(S / SS) 

Площадь S под линией поглощения прямо 

пропорциональна  концентрации пара-

магнитных частиц в измеряемом образце (C).  

где k - коэффициент зависящий от условий 

измерения. 

C  = k*S  

d
A

/d
H

 

H 

H 

A
 

S 

Второй интеграл-это 
площадь (S) под 

кривой поглощения 
(т.е. это число) 

сигнал ЭПР 

кривая  

поглощения 

площадь 

под кривой  

поглощения 

Амплитуда сигнала ЭПР зависит от количества 

поглощающих частиц и пропорциональна площади 

под кривой поглощения, т.е. второму интегралу от 

сигнала ЭПР. 






= dHHAkS ***

Практически получить значения S нетрудно. Существенно 

труднее найти величину k. Поэтому на практике при 

вычислении С обычно пользуются сравнением площади 

измеряемого образца S (концентрацию которого надо найти) с 

площадью эталонного образца Se (концентрация Ce которого 

известна).  

А 



Ширина сигнала ЭПР 

где D t - время измерения и  DE - неопределенность энергии системы. 

D
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Ширина сигнала ЭПР определяется взаимодействием 

магнитных моментов электрона с окружением. 

Теоретически минимальная ширина линии следует из 

соотношения неопределенностей Гейзенберга: 

Рассматриваемый процесс - это поглощение электромагнитного кванта, 

такое, что D t  может быть интерпретировано как время нахождения 

электрона на верхнем энергетическом уровне (время релаксации T ), а D E 

как энергия системы нашем случае = gbH, отсюда 

D H 
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h 
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Спин-решеточная релаксация 
(T1) обусловлена взаимодействием магнитного момента электрона с 

решеткой (т.е. средой в которой находятся парамагнитные частицы). 

Время релаксации 

Процесс релаксации характеризуется временем релаксации. Время 

релаксации (т.е. время нахождения электрона в состоянии с большей 

энергией) зависит от двух процессов: спин-решеточной и спин-спиновой 

релаксации.  

время релаксации 

Релаксация - процесс восстановления заселенности энергетических уровней 

после поглощения кванта электромагнитного излучения. 

Спин-спиновая релаксация (Т2) Обусловлена 

взаимодействием– с другими парамагнитными частицами (т.е. спинами) 
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Комплексы металлов - T1=1 нс DH=10 мТ 

Свободные радикалы - T1=0,1 мс  DH=100 мкТ 

Зависимость суммарного времени релаксации (Т) от Т1 и Т2 выражается 

формулой: 
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Тогда выражение для ширины сигнала ЭПР будет выглядеть так: 



2.  Взаимодействие спинового магнитного 

момента электрона с орбитальным магнитным 

моментом электрона приводит к уширению 

сигнала в результате анизотропии g-фактора  

 

3. Взаимное превращение  форм радикала 

вызывает динамическое уширение сигнала R1 R2 

4. Соударение радикала с другим 

радикалом или парамагнитным ионом 

лежит в основе уширения за счет 

спинового обмена 

Механизмы уширения сигнала ЭПР : 

1. Взаимодействие магнитных моментов 

двух парамагнитных частиц (радикалов или 

ионов) приводит к уширению по диполь-

дипольному механизму 

)1cos3( 2

3
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R
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g-фактор 

g-фактор сигнала ЭПР - это не только параметр, отражающий вклад 

орбитального и спинового моментов в суммарный магнитный момент, 

но и характеристика, показывающая положение сигнала ЭПР во всем 

диапазоне магнитного поля.  

g=4,3 g=2,25 

g=1,94 

Fe-S белки 

Цитохром P-450 
Метгемоглобин Радикалы 

аскорбата 

g=2,00 

увеличение H 

увеличение g 

Из основного уравнения резонанса следует, 

что  

const
h

Hg ==
b

n
* при n=const 

Следовательно, при увеличении H 

происходит снижение g, и наоборот. 

Однако, величину Н нельзя считать 

характеристикой сигнала ЭПР, т.к. при 

изменении n резонанс будет происходить 

уже при других значениях Н. Величина g 

не изменяется при изменении Н (т.е. она 

инвариантна от метода измерения), и 

поэтому g-фактор - характеристика 

сигнала ЭПР. 



Сверхтонкое взаимодействие 
Взаимодействие магнитного момента неспаренного электрона с 

магнитным моментом ядра соседнего атома (например, H или N) 

называется сверхтонким взаимодействием и приводит к появлению 

сверхтонкой структуры сигнала ЭПР 
H 

H3C OH 

электрон 

протон 

Протон имеет магнитный момент который ориентирован во внешнем магнитном поле 
(Ho) в двух направлениях (вдоль и поперек поля) т.к. подобно электрону, имеет 
спиновое число S = ±1/2. 

H0 
протоны 

Магнитный момент протона создает магнитное поле (+Hp или –Hp, 

зависящее от ориентации протона), которое складывается с 

внешним магнитным полем (Н0). 

H0 
H0 - Hp H0 + Hp 

протон 

электрон 

Отсюда следует, что суммарная величина поля, приложенного к 

неспаренному, электрону будет немного больше (H0 + Hp)(если 

спин протона=1/2) или немного меньше (H0 - Hp), чем в отсутствии 

протона (H0) (если спин протона=-1/2).  

В результате такого взаимодействия, 

сигнал ЭПР (который бы в отсутствии 

протона состоял из одной линии) 

будет состоять из двух линий 

Hp 

Hp 

Расстояние между линиями будет зависеть от величины магнитного поля 

создаваемого протоном в месте нахождения неспаренного электрона, 

которое в свою очередь зависит от расстояния между электроном и 

протоном 

)1cos3( 2

3
= 



R
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Сверхтонкая структура 

Неспаренный электрон в радикале может быть 

расположен близко к двум протонам, как в радикале 

этанола (.CH2-CH2-OH) 
H 

HC 
OH H 

H 
электрон 

протон 
Магнитное поле вокруг неспаренного электрона теперь 

может иметь следующие значения: 

H0 + Hp1 +  Hp2 = H0 + 2Hp 

H0 + Hp1 -  Hp2 = H0 

H0 – Hp1 +  Hp2 = H0 

H0 – Hp1 -  Hp2 = H0 - 2Hp 

Как результат, сигнал ЭПР радикала 

расщепляется на 3 линии 

2Hp 

2Hp 

Состояние Н=Н0 реализуется 

двумя способами (а Н=Н0+2Нр 

или Н=Н0-2Нр только одним), 

следова-тельно вероятность этого 

состо-яния (и интенсивность 

сигнала) будут вдвое больше. 

Расстояние между линиями (в 

данном случае 2Нр) является 

основной характеристикой 

взаимодействия неспаренного 

электрона с магнитным ядром. 

Эта величина называется, также, 

константой сверхтонкого 

взаимодействия. 

В конечном итоге вместо одного 

сигнала будет три с соотношением 

интенсивностей 1:2:1 



Сверхтонкое взаимодействие 

N=O 
H3C СH 

электрон протон 

Атом азота имеет магнитный момент который ориентирован во внешнем магнитном 
поле (Ho) в трех направлениях (вдоль поля, против поля и «поперек» поля) имеет 
спиновое число S = ±1 и 0. 

Магнитный момент азота создает магнитное поле (+Hp или –Hp,  и 

Н=0), которое складывается с внешним магнитным полем (Н0). 

H0+0 H0 - Hp H0 + Hp 

азот 

электрон 

Отсюда следует, что суммарная величина поля, приложенного 

к неспаренному, электрону будет немного больше (H0 + 

Hp)(если спин азота=1) или немного меньше (H0 - Hp), чем в 

отсутствии азота (H0) (если спин азота=-1), либо не 

изменяется, если спин =0. 

В результате такого взаимодействия, 

сигнал ЭПР (который бы в отсутствии 

протона состоял из одной линии) 

будет состоять из трех линий Hp 

Hp 

)1cos3( 2

3
= 



R
H

атомы азота 
H0 



Применение ЭПР в медико-

биологических исследованиях: 

1. естественные сигналы ЭПР 

 

2. метод спиновых меток и зондов 

 

3. метод спиновых ловушек 



Спектр ЭПР нитроксильных радикалов состоит, в 

простейшем случае, из трех линий равной 

интенсивности, благодаря взаимодействию неспаренного 

электрона с ядром атома азота, имеющим целочисленный 

спин, равный  ±1 или 0. 

2 
H 

C 

H 3 C 

H 3 C 

C C 2 H 

C H 2 

N 

C C H 3 

C H 3 

O . 

Формула и спектр ЭПР нитроксильного радикала  

2,2,6,6-тетраметил-пиперидин-1-оксил (ТЕМПО). 

Метод спиновых зондов 



Время 

корреляции tc 

Если нитроксильный радикал находится в 

водном растворе, то его вращение является 

изотропным и достаточно быстрым. Это 

движение можно охарактеризовать временем 

корреляции (tс):  

При уменьшении скорости вращения 

проявляются анизотропные взаимодействия, 

которые приводят к уширению линий и 

соответственно изменению амплитуд компонент 

спектра, а затем и к сдвигу крайних компонент. 

10 Gs 

3.10-12 s 

3.10-11 s 

1.10-9 s 

1.10-10 s 

3.10-10 s 

I(+1) I(0) I(-1) 

DH(-1) DH(+1) DH(0) 

Cпектр ЭПР ТЕМПО при разных tс 

сек
I

I
Hс

10

1

1
1 10*)1(*65,6 




 D=t

где DH +1 - ширина низкопольной компаненты 

       I+1 - амплитуда низкопольной компаненты 

       I-1  - амплитуда высокопольной компаненты 



 В основе метода спиновых меток лежит тот же принцип изменения спектра ЭПР 

нитроксильного радикала в зависимости от скорости и изотропности его вращения. 

Отличием же метода является тот факт, что спиновая метка ковалентно связывается с 

другой более или менее крупной молекулой или макромолекулой.  

3. Глубинный 

участок 

Метка 

Белок 

1. Водная фаза 

2. Поверхностный      

слой 

Спектры ЭПР спиновой метки при 
взаимодействии с SH-группами белка 



Основы метода спиновых ловушек 
(spin trapping) 

•Концентрация свободных радикалов в клетках и 

тканях не превышает 10 нМ. 

•Минимальная концентрация свободных радикалов, 

которую можно обнаружить методом ЭПР 100 нМ 

R• + ST  SA• 

Предложен в 1965-67 независимо Konaka T. (Япония), R. Lagercranz 

(Швеция) и E. Janzen (Канада). 



Характеристики спектра ЭПР спиновых 
аддуктов 
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Основные виды спиновых ловушек 

нитрозосоединения нитроны 

Нитронил-
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Основные требования к спиновым ловушкам 

•Быстрые реакции с радикалами 
 
•Отсутствие побочных реакций 
 
•Образование стабильных аддуктов 
 
•Отличие в параметрах спектра ЭПР спиновых аддуктов у разных 
радикалов 



Физические основы МРТ 

В отсутствие поля 

H0 

Внешнее магнитное поле 

приводит к разделению ядер 

на 2 группы в соответствии с 

распределением Больцмана 

= 

Результирующий 

ядерный магнитный 

момент является 

причиной появления 

макроскопической 

намагниченности 

M0 



Принцип метода ЯМР 

(классическое описание) 

M0 

M0 

В отсутствие внешнего 

электромагнитного поля 

900 

электромагнитный 

импульс (H1) 

1800 

электромагнитный 

импульс (H1) 

H0 

В результате воздействия электромагнитного импульса вектор 

намагниченности отклоняется от равновесного состояния  

M0 



T1-релаксация (продольная) 

M0 

M0 

M
 Z 

Интервал времени за который вектор MZ возвращается в 

исходное состояние называется временем спин-решеточной 

релаксации (T1). Уравнение, описывающее зависимость 

вектора MZ от времени выглядит следующим образом:  

 

Mz = Mo ( 1 - e-t/T1 )  

 

0 

0,5 

1 

0 50 100 
Время, c 

M 0 

MZ=M0(1-e-1) 

при t=T1 

x 

y 

z 



белок 

H2O 

Молекулы воды вдали от макромолекул движутся значительно быстрее, 

чем в непосредственной близости от молекул белка или мембран. Чем 

медленнее движение, тем короче время релаксации T1. 

Значения времени T1 для некоторых 

биологических тканей 

T1 (мс) 
 
Серое в-во 
 

450 
 

Почка (Мозг.) 
 

680 
 

Белое в-во 
 

350 
 

Почка (Корк.) 
 

570 
 

СМЖ 
 

1500 
 

Мышцы 
 

500 
 

Миокард 
 

380 
 

Жировая тк. 
 

230 
 

Печень 
 

377 
 

Костный мозг 
 

490 
 

Подж. Железа 
 

463 
 

Кожа 
 

320 
 Селезенка 

 
646 
 

Кишечник 
 

300 
 



T2-релаксация (поперечная) 

M0 

x 

y 

z M0 

x 

y 

z 

Интервал времени за который величина 

намагниченности MXY возвращается в 

равновесное состояние называется 

временем спин-спиновой релаксации T2.  

 
MXY = MXY0*e-t/T2 

0 
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Mxy=Mxy0/e 

при  t=T2 
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z M0 



Время T2 для нормальных и 

патологически измененных тканей 

мозга человека 

Нормальные - T2 (мс) 
 

Патологические - T2 (мс) 
 

Серое в-во 
 

101 
 

Астроцитома 
 

180 
 

White matter 
 

96 
 

Глиобластома 
 

170 
 

СМЖ 
 

510 
 

Олигодендроглиома 200 
 

Мозолистое тело 
 

120 
 

Глиома 
 

260 
 

Мост 
 

110 
 

Инфаркт 
 

170 
 

Жировая ткань 
 

160 
 

Множеств. склероз 
 

190 
 



Время спин-спиновой релаксации T2 в 

нормальных и патологически изменѐнных 

тканях мозга 

нормальные - T2 (мс) 
 

патологические - T2 (мс) 
 

Серое в-во 
 

101 
 

Астроцитома 
 

180 
 

Белое в-во 
 

96 
 

Глиобластома 
 

170 
 

СМЖ 
 

510 
 

Олигодендроглиома 
 

200 
 

Мозолистое тело 
 

120 
 

Глиома 
 

260 
 

Мост 
 

110 
 

Некроз 
 

170 
 

Жировая ткань 
 

160 
 

Множ. склероз 
 

190 
 



Магнитная Резонансная Томография: 

получение изображения 



Измерение пространственного 

распределения сигнала ЯМР 

Объект с несколькими центрами в однородном 

магнитном поле дает одиночный сигнал ЯМР 



Обнаружение сигнала ЯМР в градиенте 

магнитного поля 



Круговые проекции градиента 

магнитного поля 

Круговая проекция магнитного поля дает 2х-мерное 

изображение изучаемых объектов 



Спад Свободной Индукции 

Электромагнитный импульс (RF) вызывает появление сигнала 

свободной индукции, который затем исчезает в результате 

процессов релаксации (free induction decay или FID). 



Принцип преобразования Фурье 




=
0

t)dtωf(t)cos(const*)f(

Преобразование Фурье - 

операция, в результате которой 

зависимость сигнала от времени 

превращается в его зависимость 

от частоты. 



Магнитная Резонансная Томография: 

свойства изображений 



Типы МРТ изображений 

 (ро) - взешенное по протонной плотности 

 

Т1 – взвешенное по времени Т1 

 

Т2 – взвешенное по времени Т2 



Метод восстановления насыщения 

90o ЭМ импульс 90o ЭМ импульс T1-релаксация 

Время повтора (TR) 

Вектор намагниченности M0 может быть отклонен на 90o с помощью 

ЭМ импульса. За время повтора (TR) система релаксирует и вектор M0 

возвращается в равновесное состояние.  

M0 

M0 

M0 

M0 

x 

y 



Применение метода восстановления 

насыщения для измерения времени T1 
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Измерение сигнала 

свободной индукции (ССИ) 

у тканей с различными 

значениями времени T1 
кровь мышцы жир 

TR=2000 

TR=500 

TR=100 



МРТ изображение тканей головного мозга, 

полученное методом восстановления насыщения 

Серое вещество 

Белое вещество 

СМЖ 

Адипозная ткань 

Мышцы 

Менингеальная об. 



Метод восстановления 

инвертированного сигнала 
M0 

x 

y 

M0 

M0 

M0 

180o ЭМ импульс T1 релаксация 90o ЭМ импульс 

Время инверсии (TI) 

Вектор намагниченности M0 может быть отклонен на 180o с помощью 

ЭМ импульса. За время инверсии (TI) система релаксирует и вектор M0 

возвращается в равновесное состояние. Чтобы измерить величину 

вектора прикладывают  второй 90o импульс. 



Изображения, полученные методом 

восстановления инвертированного сигнала 

TR = 1000 ms 
TI = 50 ms 

TR = 1000 ms 
TI = 250 ms 

TR = 1000 ms 
TI = 750 ms 



Метод Спинового Эха 

M0 

x 

y 

M0 M0 

180o импульс T1 релаксация 90o импульс 

½ времени эхо 

180o импульс 

Система подвергается воздействию 90o импульса. После чего 

через некоторый интервал времени следует 180o импульс. 

Это приводит к появлению эха. Затем следует второй 180o 

импульс, который создает дополнительное эхо. 



Принцип метода Спинового Эха 

За 90o импульсом следует 

процесс релаксации, 

вызывающий расфазировку 

системы. Воздействие 180o 

импульса изменяет 

направление процесса 

расфазировки, что приводит 

к восстановлению исходной 

фазы у всех элементов 

системы (время эхо). 

90o импульс 

Расфазировка 

Восстановление 

 фазы 

Эхо 

180o импульс 

90o 180o 180o 

T2 

Из амплитуды сигнала 

спинового эха может быть 

получена величина T2 



Изображения, полученные методом 

спинового эха 

TR = 250 ms 

TE = 20 ms 
TR = 750 ms 

TE = 20 ms 

TR = 2000 ms 

TE = 20 ms 



Изображения позвоночника и нижних 

конечностей 



Магнитная Резонансная Томография: 

контрастирование 



Формулы контрастирующих веществ 



Магнитная Резонансная Томография: 

аппаратура 



Магнитно-Резонансный Томограф 

Внешний вид томографа Общая схема томографа 



Катушки для МРТ исследования головы 

и кисти 


