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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность 

Флуоресцеин – органический краситель, относящийся к семейству ксанте-

новых красителей, который был синтезирован 1871 году немецким химиком 

Адольфом фон Байером. Первое практическое применение флуоресцеина про-

изошло в геологии, где краситель был использован в качестве индикатора общей 

водной системы Дуная и Рейна. По пришествию лет, краситель нашел примене-

ние во многих областях начиная с биологических: визуализации при диагностике 

и проведении различных операций [1,2], во флуоресцентной микроскопии [3], 

заканчивая техническими: в качестве активной среды лазера [4], в полупровод-

никовой электронике [5] и солнечных элементах [6]. 

В случае медико-биологических применений флуоресцеина его нужно рас-

сматривать в окружении воды. Присутствие в окружении красителя свободных 

катионов водорода [H+] способствует их диссоциации/ассоциации со структурой 

флуоресцеина (переносу протона в основном состоянии), и, вследствие этого, по-

явлению набора ионных форм красителя (C – катион, Q – хиноид, Z – цвитте-

рион, L – лактон, M – моноанион, D – дианион), существующих в равновесии 

друг с другом [7]. Данный процесс задействует хромофорную группу флуоресце-

ина, что отражается на фотофизических свойствах красителя при различных зна-

чениях pH [8]. Спектральные свойства ионных форм флуоресцеина в основном 

состоянии в широком диапазоне pH хорошо изучены методами спектрофотомет-

рического титрования [9].  

До сих пор не были детально изучены спектры флуоресценции, квантовые 

выходы и флуоресцентные времена жизни ионных форм флуоресцеина [10]. 

Причиной этого является сильное перекрытие широких бесструктурных спек-

тров испускания, различная эффективность излучения ионных форм и перенос 

протона в возбужденном состоянии. Явление переноса протона заключается в 

изменении ионной формы за время жизни возбужденного состояния. Этот про-

цесс конкурирует с излучательным процессом, что может приводить к ситуации, 

когда поглощает одна ионная форма, а излучает другая [11]. 

Флуоресцентным сенсором также является производный флуоресцеина – 

изотиоцианат флуоресцеина (ФИТЦ), который имеет схожие спектральные и 

кислотно-основные свойства с флуоресцеином, но, в отличие от него, фиксиру-

ется вблизи функциональной молекулы, благодаря ковалентному связыванию. 

Размер флуоресцентного сенсора (порядка 1 нм) позволяет проводить измерение 

локальных характеристик на поверхности белковой структуры на расстоянии 

длины Дебая (1-2 нм) [12] в физиологических условиях (pH 5÷8). В этом диапа-
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зоне существует большинство физиологических жидкостей (кровь, ликвор, си-

новиальная жидкость и т.д.) и функционально-значимых биомакромолекул 

(напр. белков). Актуальность определения спектральных параметров флуоресце-

ина в возбужденном состоянии связана с необходимостью получать с высоким 

пространственным и временным разрешением локальные физико-химические 

характеристики (рН, температура, полярность и др.) сложных неоднородных 

сред, функциональных биомолекул.  

Цель работы: выявить влияние переноса протона в основном и возбуж-

денном состояниях на спектральные и люминесцентные свойства ионных форм 

флуоресцеина в водных растворах в широком диапазоне pH и проанализировать 

связь между спектральными свойствами и локальным окружением красителя в 

физиологическом диапазоне pH. 

Для достижения цели были поставлены следующие задачи: 

1. Измерить и проанализировать спектры люминесценции флуоресцеина в 

широком диапазоне pH 0÷10, выявить форму спектров люминесценции, кванто-

вые выходы, флуоресцентные времена жизни катионной, хиноидной и моноани-

онной ионных форм флуоресцеина, определить направление и эффективность 

переноса протона в возбужденном состоянии;  

2. Разработать и реализовать в виде программы ЭВМ модель, описываю-

щую распределение населенностей ионных форм в зависимости от pH, длины 

волны возбуждения, температуры для анализа экспериментальных данных и про-

гнозирования спектральных свойств флуоресцеина; 

3. Выявить механизмы, ответственные за температурную чувствительность 

спектров поглощения и люминесценции водных растворов флуоресцеина, в фи-

зиологическом диапазоне pH; 

4. Оценить применимость гомолога флуоресцеин-изотиоцианата (ФИТЦ) 

для оценки локального окружения на поверхности белковой молекулы в физио-

логическом диапазоне pH. 

Методы исследования 

Были использованы методы абсорбционной и флуоресцентной спектроско-

пии. Флуоресцентные исследования включали в себя: стационарную, время-раз-

решенную и поляризационную спектроскопию.  

В качестве модельных методов были использованы:  

- метод Аленцева-Фока разделения составных контуров флуоресценции на 

контуры с заранее неизвестной произвольной формой; 

- разложение составных спектров поглощения на компоненты с известным 

профилем с использованием алгоритма нелинейной аппроксимации Левенберга-

Марквардта. 
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Была разработана модель на основе кинетического подхода, описывающая 

распределение населенностей ионных форм в зависимости от: pH, длины волны 

возбуждения и температуры. 

Положения, выносимые на защиту 

1. Несмотря на одинаковые хромофорные группы, близкое значение вол-

новых чисел 0-0 переходов (20300±100 см–1) и квантовых выходов флуоресцен-

ции 0,46±0,05, 0,42±0,04 моноанионной и хиноидной форм флуоресцеина соот-

ветственно, их времена жизни (3,3±0,1 нс и 3,0±0,1 нс для моноаниона и хиноида 

соответственно) и форма вибронных спектров люминесценции различаются. 

2. Эффективный перенос протона в возбужденном состоянии заключается 

в фотоотрыве протона от катиона с образованием хиноида, от цвиттериона с об-

разованием моноаниона, от моноаниона с образованием дианиона флуоресцеина. 

Это приводит к уменьшению величины показателя константы ионного равнове-

сия в возбужденном состоянии указанных ступеней диссоциации по сравнению 

с основным состоянием на величину от 0,84 до 3,96. 

3. Температурный аналитический ратиометрический сигнал флуоресцеина 

(I488/I435) линеен в диапазоне 283÷353 К, с угловыми коэффициентами 

1,54±0,03∙10–2 К–1 и 1,53±0,03∙10–2 К–1 для pH 6,0 и 6,5 соответственно. Основное 

влияние на температурную чувствительность ратиометрического сигнала оказы-

вает сдвиг дианион-моноанионного равновесия в основном состоянии. 

4. Положительный удельный заряд поверхности белка обеспечивает жест-

кость связи макромолекулы с ковалентно пришитой меткой ФИТЦ, что позво-

ляет корректно определять ее размер по анизотропии флуоресценции зонда. 

Удельный (на единицу площади) заряд белка линейно коррелирует с ратиомет-

рическим флуоресцентным сигналом I488/I435 c коэффициентом корреляции 0,999. 

Научная новизна: 

Впервые определены формы спектров люминесценции и волновые числа  

0-0 переходов для катионной, хиноидной и моноанионной ионных форм флуо-

ресцеина. 

Впервые выявлена роль смещения равновесия в основном состоянии и из-

менение вероятности поглощения из-за температурного изменения формы спек-

тра поглощения на моноанионной-дианионной ступени диссоциации в темпера-

турной зависимости ратиометрического сигнала флуоресцеина (I488/I435). 

Впервые измерены и проанализированы абсорбционные и люминесцентные 

(спектры поглощения, стационарные спектры флуоресценции, среднее флуорес-

центное время жизни, анизотропия флуоресценции) характеристики для ФИТЦ, 

ковалентно связанного с белками различного размера (14÷79 кДа) и заряда (+9 ÷ 

–21 e). 
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Личный вклад 

Автором выполнен основной объем теоретических и экспериментальных 

исследований, включая пробоподготовку, коньюгацию метки с белком, спек-

тральные и др. измерения, обработку полученных данных, систематизацию ре-

зультатов и подготовку научных статей и тезисов докладов, отражающих основ-

ные результаты исследования. Общее руководство и задание направления иссле-

дований (цель и задачи) осуществлялось научным руководителем д.ф.-м.н. 

Е.А. Слюсаревой. Методическую помощь в проведении спектральных исследо-

ваний на протяжении всего исследования оказывала старший преподаватель ка-

федры общей физики ФГАОУ ВО «Сибирский федеральный университет» 

М.А. Герасимова. Математическая модель фотопроцессов была реализована при 

технической поддержке доцента базовой кафедры фотоники и лазерных техно-

логий к.ф.-м.н. А.С. Ципотана и инженера базовой кафедры фотоники и лазер-

ных технологий ФГАОУ ВО «Сибирский федеральный университет» А.В. Шам-

шурина. Анализ структурных свойств белков с помощью методов молекуляр-

ного моделирования проводил старший преподаватель кафедры биофизики 

ФГАОУ ВО «Сибирский федеральный университет» к.ф.-м.н. Л.А. Суковатый. 

Обсуждение результатов проводилось совместно с соавторами публикаций – 

Е.А. Слюсаревой, М.А. Герасимовой, доцентом кафедры биофизики ФГАОУ ВО 

«Сибирский федеральный университет» к.ф.-м.н. Е.В. Немцевой. 

Практическая значимость работы 

1. Создана модель расчета протолитического равновесия органического 

красителя с трехступенчатой диссоциацией в основном и возбужденном состоя-

ниях, описывающая распределение населенностей ионных форм в зависимости 

от pH, длины волны возбуждения, которая может быть использована для изуче-

ния природы излучения флуоресцентных соединений с выраженными фотокис-

лотными или фотоосновными свойствами. 

2. Определены диапазоны pH при которых возможно наблюдение люминес-

ценции «чистых» ионных форм флуоресцеина: pH < 0 (катион) в диапазоне длин 

волн возбуждения 400–435 нм, pH 1,3 (хиноид), pH 4,4 (моноанион) в диапазоне 

длин волн возбуждения 435–490 нм. 

3. Ратиометрический флуоресцентный сигнал флуоресцеина (I488/I435), име-

ющий линейную зависимость от температуры, может быть использован для ана-

литических целей в интервале температур 283÷353 К. 

4. Найденные корреляции спектральных свойств ФИТЦ, ковалентно свя-

занного с белками, ратиометрического сигнала (I488/I435) с удельным поверхност-
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ным зарядом белка и диэлектрической проницаемости с площадью незаряжен-

ной поверхности белка, могут быть использованы при анализе зарядовых состо-

яний широкого круга макромолекул. 

Достоверность  

Достоверность экспериментальных результатов обеспечена: 

тщательностью пробоподготовки и использованием реактивов с аттесто-

ванной производителем чистотой, использованием приборов всемирно признан-

ных брендов (Jobin Ivon, Perkin Elmer, Mettler Toledo, Agilent Technologies), со-

блюдением условий проведения спектральных измерений (калибровка, учет 

спектральной чувствительности детектора, фонового сигнала и реабсорбции лю-

минесценции), воспроизводимостью результатов измерений для нескольких (3-

5) повторов экспериментов, сопровождением всех результатов измерений вели-

чиной погрешности, использованием статистических критериев (χ2, R2) установ-

ленных корреляций; 

использованием для извлечения количественной информации принятых 

моделей (цикл Фёрстера, уравнения Вант-Гоффа, Стриклера-Берга, теория Хен-

дерсона-Хассельбаха и др.), непротиворечивостью полученных данных опубли-

кованным результатам для частных случаев и аналогичных систем. 

Достоверность температурной зависимости флуоресцентных свойств флу-

оресцеина обеспечивается повторением результатов в цикле нагревания – охла-

ждения и использованием различных значений pH (6,0 и 6,5). 

Верификация теоретической модели, описывающей распределение насе-

ленностей ионных форм от pH состоит в совпадении с опубликованным резуль-

татами для основного состояния всех ионных форм и дианионного возбужден-

ного состояния, в подтверждении неизменности форм спектров флуоресценции 

(pH 1,3 и 4,4) при вариации длины волны возбуждения в диапазоне 435÷490 нм 

Апробация результатов работы 

Основные результаты работы докладывались на следующих научных 

фору-мах: 58-ой Международной научной студенческой конференции, МНСК-

2020, (г. Новосибирск, 2020г.), Международных конференциях «Проспект Сво-

бодный», (Красноярск, 2020 (Диплом II степени), 2021 (Диплом в специальной 

номинации «Актуальность»), 2023 гг.); Всероссийских научных конференциях с 

международным участием «Енисейская фотоника» (Красноярск, 2020, 2022, 

2024 гг. (Диплом за лучший доклад в категории «Аспиранты»)); Международных 

конференциях по импульсным лазерам и применениям лазеров AMPL (г. Томск, 

2021, 2023 гг.); XXIII Всероссийской научно-технической конференции «Совре-

менные проблемы радиоэлектроники» (Красноярск, 2022г.); Молодежной кон-

ференции с международным участием по люминесценции и лазерной физике 
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«LLPh» (Иркутск, 2023г.), Всероссийской научной конференции с международ-

ным участием «Невская фотоника» (г. Санкт-Петербург, 2023г.); Первой Всерос-

сийской конференции по люминесценции «LUMOS-2024» (Москва, 2024 г.).  

Основные результаты диссертации регулярно обсуждались на научных се-

минарах «Биофотоника», проводимых лабораторией Биофотоники совместно с 

лабораторией биолюминесцентных биотехнологий ФГАОУ ВО «Сибирский фе-

деральный университет». 

Связь с плановыми исследованиями 

Работа поддержана грантами: 

1. РНФ № 22-22-00724 «Влияние диффузионного ограничения на фотокис-

лотные свойства флуоресцеина при физиологических значениях pH» 2022-2023 

гг.; 

2. Госзадание Минобрнауки (FSRZ-2020-0008) «Разработка фундаменталь-

ных основ перспективных оптических и магнитных материалов и синхротрон-

ных рентгеноспектральных методов исследования вещества» 2021-2022 гг.; 

3. РФФИ № 19-02-00450 «Роль фотоиндуцированного переноса протона в 

природе релаксации возбужденного состояния флуоресцеиновых красителей» 

2019-2021 гг. 

Публикации. Основные результаты исследования представлены в 13-х пе-

чатных работах. Результаты диссертации опубликованы в 5 статьях [А1-А5] из 

перечня ВАК и приравненных к ним работ, в том числе 4 статьи в изданиях «Бе-

лого списка» из которых 2 статьи К1, 1 статья К2 и 1 статья К3. Все пять статей 

цитируются международными базами данных WoS/Scopus, автор диссертации 

является в них первым автором. Результаты опубликованы в 3-х материалах в 

сборниках всероссийских и международных конференций [А6-А8], в 5-ти тези-

сах в сборниках всероссийских и международных конференций [А9-А13], полу-

чены 2 свидетельства о гос. регистрации программы для ЭВМ [А14-А15]. 

Объем и структура диссертации 

Диссертационная работа состоит из введения, четырех глав, заключения и 

списка литературы из 157 наименований. Полный объем текста – 121 страница, 

которые включают 48 рисунков, 11 таблиц и 41 формула. 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Во введении показана актуальность, сформулированы цели и задачи ис-

следования, научная новизна и практическая значимость результатов работы, 

представлены защищаемые положения и апробация результатов работы.  

В первой главе проведен анализ большого количества публикаций, кото-

рый продемонстрировал, что краситель флуоресцеин находит обширное приме-

нение как в технических, так и в биологических областях. На основании анализа 
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данных подтверждается необходимость дальнейшего изучения спектральных и 

фотофизических характеристик красителя.  

В водном окружении флуоресцеин демонстрирует набор ионных форм с 

зарядом от –2 (дианион) до +1 (катион) и различными спектральными характе-

ристиками вследствие изменения хромофорной группы из-за присоединения 

протона [H+] (Рисунок 1а). Концентрация ионных форм флуоресцеина в основ-

ном зависит от pH раствора, практически во всем диапазоне pH краситель суще-

ствует в виде смеси форм (Рисунок 1б). 

 

 

Рисунок 1 – Структурные формулы ионных форм флуоресцеина (a), зависимость концентра-

ции ионных форм флуоресцеина от pH в основном состоянии (б) [9]. 

Равновесные концентрации ионных форм флуоресцеина для основного со-

стояния в широком диапазоне pH можно оценить из теории Хендерсона-Хассель-

баха:  

 

M H
p lg ,

MH

          
 
 

aK  (1) 

где [M–]– концентрация M– формы, [MH] – концентрация MH формы, различаю-

щееся на единицу заряда. Фотофизические характеристики (форма спектров и 

эффективность поглощения) и показатели констант ионного равновесия pKa ион-

ных форм красителя в основном состоянии являются изученными [9]. 

В возбужденном состоянии ситуация усложняется из-за нескольких факто-

ров. Помимо того, что флуоресцеин существует в виде смеси нескольких ионных 

форм одновременно, их спектры флуоресценции сильно перекрываются. Ионные 

формы красителя имеют различную эффективность излучения (квантовый вы-

ход). Дополнительно, для соединения характерен перенос протона в возбужден-

ном состоянии, который выражается в виде изменения ионной формы за время 

жизни возбужденного состояния. Показатели констант ионного равновесия в 

возбужденном состоянии pK*
a можно оценить из цикла Фёрстера: 
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M MH
* 0 0 0 0ν ν

Δp p p ,
2,303



 
  α a aK K K hc

kT
 (2) 

где h – постоянная Планка, c – скорость света, MH

0 0  и 
M

0 0



  – волновые числа 0-0 

перехода для MH и M– форм, Т – температура, k – постоянная Больцмана. За счет 

переноса протона в возбужденном состоянии, конкурирующим с излучением, 

поглощает свет одна форма, а излучает другая форма красителя. Все перечислен-

ные факторы приводят к тому, что спектры флуоресценции помимо pH зависят 

от многих факторов (длины волны возбуждения, вероятности переноса протона, 

температуры и т.д.) [А4,А9], что осложняет нахождение спектральных и фото-

физических характеристик ионных форм флуоресцеина в возбужденном состоя-

нии и приводит к расхождению в опубликованных ранее результатах. Только 

флуоресцентный контур D формы (pH>9) является известным. На основании 

данной главы были определены пути решения задач исследования. 

Во второй главе подробно рассмотрена кинетическая модель населенно-

сти ионных форм флуоресцеина в основном и возбужденном состояниях, кото-

рая применяется для систем с конкуренцией между реакцией переноса протона 

в возбужденном состоянии и излучательным процессом. В модели совместно 

рассматриваются вероятности поглощения (Iσλ), излучения(kфл) и реакции про-

тонирования (
MH M k ) и депротонированния (

M MHk ) (Рисунок 2).  

 
Рисунок 2 – Кинетическая схема процессов, происходящих в смеси ионных форм флуо-

ресцеина [А14]. 

Для каждой ионной формы флуоресцеина в основном и возбужденном со-

стояниях были составлены кинетические уравнения, которые учитывали воз-

можные процессы активации-дезактивации. Часть констант, отвечающих за ос-

новное состояние (сечение поглощения – σ (см2), константы протонирования  
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(М–1с–1) и депротонирования (с–1)) были взяты из литературных источников. Для 

совместного расчета населенностей в основном и возбужденном состояниях 

были найдены константы, ответственные за возбужденное состояние. 

Методом Аленцева–Фока в кислой среде (pH<3,5) спектры флуоресценции 

были разделены на две компоненты, соответствующим C (χ1) и Q(χ2) ионным 

формам (Рисунок 3). 

  

Рисунок 3 – Спектры флуоресценции водных растворов флуоресцеина при pH<3,5 (а); Раз-

ложенные спектры флуоресценции, соответствующие C (χ1) и Q(χ2) ионным формам (б) 

[А6]. 

При pH<3,5 излучают только C и Q формы. Излучение L формы исключа-

ется из рассмотрения из-за поглощения вне видимого спектра. Вероятность из-

лучения Z формы флуоресцеина минимальна [А1]. Было найдено значение pH 

4,4 при котором преимущественно излучает M форма флуоресцеина и измерен 

спектр флуоресценции. 

Имея информацию о формах спектров флуоресценции, найденных нами, и 

спектров поглощения [9] были найдены частоты 0-0 переходов путем построения 

спектров в зеркальных координатах, показатели констант ионного равновесия в 

возбужденном состоянии были найдены через цикл Фёрстера (2). Найденные по-

казатели были использованы в моделировании. 

Таблица 1 – Значение констант ионного равновесия в основном и возбужденном состо-

яниях состоянии для разных ступеней диссоциации флуоресцеина. 

Ионная 

форма 

Положение 0-0 перехода, 

104 ± 0,01см–1 

Равновесие pKa [9] ΔpKa pK*
a 

C 2,21 C-Q 3,20 3,80 –0,60 

Q 2,03 Q-M 3,27 0,03 3,30 

Z 2,21 C-Z 3,01 –0,09 3,10 

M 2,03 Z-M 3,46 3,96 –0,50 

D 1,99 M-D 6,31 0,84 5,47 

Распределение населенностей ионных форм в основном состоянии полно-

стью соответствовало ранее найденному [9]. 
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Различная эффективность воз-

буждения ионных форм с различными 

спектрами поглощения и перенос про-

тона в возбужденном состоянии фор-

мируют распределение населенностей 

ионных форм в возбужденном состоя-

нии (Рисунок 4), которое отличается от 

распределения населенностей в основ-

ном состоянии [9]. Это распределение 

зависит не только от рН, но и от длины 

волны возбуждения. 

Были найдены значения pH, при 

которых преимущественно излу-

чали «чистые» ионные формы, это 

pH<0 (C), 1,3 (Q), 4,4 (M) и pH>9 

(D) (Рисунок 4). В этих условиях 

были измерены спектры флуорес-

ценции при вариации длины волны 

возбуждения. Показано, что при 

вариации длины волны возбужде-

ния форма спектров флуоресцен-

ции неизменна, что подтверждает 

флуоресценцию одного типа излу-

чателя после установления равно-

весия. Формы спектров Q и M форм являются схожими, однако имеют различия 

в плече в красной области спектра, это свидетельствует о различной вибронной 

структуре уровней энергии, несмотря на одинаковую хромофорную группу. 

Были получены средние флуоресцентные времена жизни условиях существова-

ния «чистых форм» и рассчитан квантовый выход, как отношение флуоресцент-

ного и радиационного времен жизни [A10].  

Таблица 2 – Фотофизические характеристики ионных форм флуоресцеина. 

Параметр C Q M 

Квантовый выход, φ ± 0,05, % 0,92±0,07 0,42±0,04 0,46±0,05 

Флуоресцентное время жизни, τфл ± 0,1, нс 3,55 3,00 3,30 

pH (λ) 
< 0  

(400÷435 нм) 

1,3 

(435÷490 нм) 

4,4 

(435÷490 нм) 

 
Рисунок 4 – Зависимость населенностей ион-

ных форм флуоресцеина от pH в возбужден-

ном состоянии на длинах волн возбуждения 

488нм и 435 нм [A2]. 

 
Рисунок 5 – Спектры флуоресценции ионных 

форм флуоресцеина. 
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Эффективный перенос протона в возбужденном состоянии заключается в 

фотоотрыве протона от C с образованием Q, от Z с образованием M, от M с об-

разованием D формы флуоресцеина. Это приводит к уменьшению величины по-

казателя константы ионного равновесия в возбужденном состоянии указанных 

ступеней диссоциации по сравнению с основным состоянием на величину от 0,84 

до 3,96 (Таблица 1). Флуоресцеин демонстрирует фотокислотные свойства. При 

рассмотрении флуоресцеина в качестве pH сенсора необходимо учитывать, что 

форма и интенсивность спектра излучения флуоресцеина зависят от ряда факто-

ров: i) рН, определяющего количество и вклад ионных форм в основном состоя-

нии (Рисунок 1б) [9]; ii) длины волны возбуждения, влияющей на эффективность 

поглощения света этими формами (Рисунок 4); iii) переноса протона в возбуж-

денном состоянии, формирующего перераспределение концентраций ионных 

форм в течение времени жизни возбужденных состояний; iv) формы спектра и 

квантового выхода возбужденных ионных форм, за которыми следуют перечис-

ленные процессы (Рисунок 5). 

Третья глава посвящена оценке вклада механизмов (I-IV) в ратиометри-

ческий сигнал флуоресценции (S), получаемый как отношение интегральных 

сигналов флуоресценции при двух длинах волн возбуждения. Оптимальными 

длинами волн возбуждения для построения S сигнала являются 435 и 488 нм: они 

соответствуют преимущественному поглощению M и D ионных форм. Предло-

жено четыре механизма, которые могут оказывать влияние на флуоресцентный 

ратиометрический сигнал при изменении температуры (Рисунок 6): 

I. изменение ионного равновесия в основном состоянии; 

II. изменение ионного равновесия в возбужденном состоянии; 

III. изменение квантового выхода флуоресценции ионных форм; 

IV. изменение вероятности поглощения из-за температурного изменения 

формы спектра поглощения. 

Для оценки температурного влия-

ния на излучение красителя в физиоло-

гическом диапазоне pH (5÷8) (M-D сту-

пени диссоциации), были измерены 

спектры поглощения растворов флуо-

ресцеина при pH 6,0 и 6,5 в диапазоне 

температур 283÷353 К. Для поддержа-

ния постоянного pH во время экспери-

мента, был использован фосфатный бу-

фер с концентрацией фосфат ионов 1М.  

 
Рисунок 6 – Кинетическая схема фотопро-

цессов, протекающих в смеси ионных форм 

флуоресцеина pH 4÷8 с указанием механиз-

мов влияния на эффективность процессов 

[A15]. 
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Рисунок 7 – Спектры поглощения растворов флуоресцеина при pH 6,5 (синий) и 6,0 (розовый) 

(а) и 11,0 (D, оранжевый) 5,0 (M, фиолетовый) в диапазоне температур 283÷353К (б). 

Используя разложение спектров поглощения флуоресцеина (Рисунок 8) 

при рН 6,5 на спектры D (pH 11,0) и M (pH 5,0) форм при соответствующих тем-

пературах (Рисунок 7б), была рассчитана константа ионного равновесия Ka для 

флуоресцеина при различных температурах через формулу для показателя кон-

станты ионного равновесия (1) [A3,A4]. 

Было обнаружено, что при 

нагреве pKa
 уменьшилось для 

обоих pH. В исследованном диа-

пазоне температур ΔpKa temp (раз-

ница показателей констант ион-

ного равновесия в основном со-

стоянии при температурах 283 и 

353 К) составило 0,26±0,01 и 

0,27±0,01 для pH 6,0 и pH 6,5, со-

ответственно [A11]. Определено 

изменение молярной энтальпии 

реакции диссоциации протона на 

M-D ступени диссоциации ΔrH. 

Для pH 6,5 было получено значе-

ние ΔrH = 7,4±0,4 кДж·моль–1, для pH 6,0 значение ΔrH = 7,3±0,4 кДж·моль–1. Ре-

акция диссоциации (переноса) протона в основном состоянии является эндотер-

мической.  

Для оценки изменения равновесия в возбужденном состоянии (pK*
a), был 

произведен расчет через цикл Фёрстера (2), где подставлялись значения равно-

весий в основном состоянии при соответствующих температурах, а оценка изме-

нения волнового числа 0-0 перехода была произведена для каждой ионной 

 

Рисунок 8 – Пример разложения измеренного 

спектра при pH 6,5 температуре 298 K на две ком-

поненты спектров поглощения M и D ионных 

форм флуоресцеина [А3,А7]. 
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формы отдельно. Величина ΔpK*
a temp (разница равновесий в возбужденном со-

стоянии при температурах 283 и 353К) составила 0,28±0,4 для pH 6,0 и 0,27±0,4 

для pH 6,5. При сравнении с результатом для основного состояния ΔpKa temp, 

можно сделать вывод, что сдвиг показателя ионного равновесия в возбужденном 

состоянии сонаправлен со сдвигом показателя в основном состоянии, и в преде-

лах ошибки сдвиги имеют идентичные значения. 

Спектры флуоресценции растворов флуоресцеина при pH 6,5 и 6,0 были 

измерены в диапазоне температур 283÷353К. Был найден ратиометрический сиг-

нал S (Рисунок 9) как отношение интегральных интенсивностей на двух различ-

ных длинах волн возбуждения 488 (I488) нм и 435(I435) нм на которых преимуще-

ственно поглощает D и M форма красителя.  

S сигналы при pH 6,5 и 6,0 

линейно зависят от температуры 

(R2>0,997). При охлаждении 

наблюдается реверсивность, т.е. 

возвращение в исходное поло-

жение, что прослеживается для 

обоих pH. Несмотря на различ-

ные начальные значения сигна-

лов, обусловленными pH рас-

твора в экспериментах, дальней-

ший рост значений происходит с 

близкими величинами углового 

коэффициента 1,53·10–2 и 

1,54·10–2 К–1. 

 

Для оценки возможного применения ратиометрического сигнала в каче-

стве оптического аналитического сигнала на локальное значение температуры 

были сделаны оценки принятых для этого термометрических характеристик. 

Тепловое разрешение флуоресцентного температурного ратиометрического сиг-

нала составило 7К. Существуют перспективы улучшения разрешения до 2K пу-

тем более тщательного контроля pH среды и выбора оптимальной длины волны 

возбуждения с учетом температурного сдвига спектра поглощения. Кроме того, 

флуоресцеин, в связи со своей низкой токсичностью, может использоваться как 

датчик стабильности температуры в режиме реального времени. 

 
Рисунок 9 – Температурная зависимость 

ратиометрического (S) в диапазоне температур 

283÷353К для pH 6,5 и 6,0. Сплошные символы – 

цикл нагревания, не закрашенные символы – цикл 

охлаждения. 
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В данной главе модель была применена для выяснения вклада процессов, 

происходящих как в основном так и в возбужденном состояниях, в итоговый ра-

тиометрический сигнал. В диапазоне pH 4÷8, флуоресценция красителя преиму-

щественно складывается из вклада флуоресценции M и D форм. 

S сигнал был рассчитан на основании модели по формуле (3), учитываю-

щей квантовый выход дианионной и моноанионной форм (φD, φM) и их концен-

трацию в возбужденном состоянии (D*, M*) при двух длинах волн возбуждения 

[А15]: 
488 * *

M 488 D 488

435 * *

M 435 D 435

M D
.

M D

I

I

 

 

 
(3) 

Модельные S сигналы также, как и экспериментальные, линейны в иссле-

дуемом диапазоне температур. Основной вклад в увеличение углового коэффи-

циента вносит изменение равновесия в основном состоянии (I) [А5]. Была рас-

считана зависимость углового коэффициента модельного S сигнала от значения 

pH. Моделирование показало, что его величина углового коэффициента прини-

мает максимальные значения в диапазоне pH 5,5÷7, вблизи показателя константы 

ионного равновесия M-D ступени диссоциации с максимальным значением в об-

ласти pKa (6,31) [9]. Это определяет диапазон практического применения S сиг-

нала флуоресцеина в качестве аналитического сигнала.  

В четвертой главе было исследовано влияние гетерогенной фазы белков, 

которые имеют различные размеры, поверхностные заряды и функциональные 

свойства на отклик флуоресцентного зонда ФИТЦ (флуоресцеин-5-изотиациа-

нат, аналогичный по своим спектральным свойствам с флуоресцеином, способ-

ный ковалентно связываться с белком). Присоединение флуоресцентной метки 

ФИТЦ к белкам проводили по стандартному протоколу пришивки [13]. Для ли-

зоцима куриного белка (ЛКБ), карбоксиангидразы Б быка II (КАБ), бычьего сы-

вороточного альбумина (БСА), бактериальной люциферазы из Photobacterium 

leiognathi (БЛ) соотношение белок/метка имели значения 0,41, 0,09, 0,36 и 0,24 

соответственно. Соотношение не превышало единицу, поскольку большое коли-

чество меток на белке могут привести к переносу энергии между метками и из-

менению структуры меченого белка. Были измерены спектры поглощения и флу-

оресценции свободного ФИТЦ в растворе и связанного с белками. 
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Рисунок 10 – Спектры поглощения 

ФИТЦ, свободного и ковалентно свя-

занного с белками, в буфере pH 6,5 и 

пример разложения спектров поглоще-

ния свободного ФИТЦ на М и D со-

ставляющие [A8]. 

 

Спектры поглощения ФИТЦ связанного с белками имеют отличную форму 

из-за изменения ионного равновесия [D]/[M], батохромные сдвиги спектров по-

глощения флуоресцеина объясняются уменьшением полярности среды (εlocal). По 

аналогии с результатами, описанными в главе 3, было проведено разложение 

спектров поглощения свободного ФИТЦ в растворе и связанной метки с белками 

на известные контуры двух ионных М и D форм ФИТЦ (Рисунок 10) [A8]. В ре-

зультате разложения спектра поглощения были определены относительные кон-

центрации ([D]/[M]) M и D ФИТЦ в свободном и связанном с белком состояниях. 

Дополнительно был определен сдвиг максимума спектра поглощения D (ΔλD) в 

красную область и соотнесен с полярностью окружения. Результаты показали, 

что ионное равновесие зонда было нарушено вблизи поверхности белка, вели-

чина [D]/[M] варьировалась от 0,90/0,10 (ЛКБ) до 0,24/0,76 (БЛ) для исследован-

ных белков. 

Изменение формы спектра флуоресценции не является настолько выра-

женным как у спектров поглощения, сдвиг максимума флуоресценции не превы-

шал 3 нм. Форма спектров флуоресценции ФИТЦ-ЛКБ не зависит от длины 

волны возбуждения, что говорит о том, что D форма излучает при обоих усло-

виях возбуждения. Был проанализирован ратиометрический сигнал S свободного 

и ковалентно связанного зонда с поверхностью белков [A12]. Изменение сред-

него флуоресцентного времени жизни флτ  для ФИТЦ в связанном состоянии в 

диапазоне 2,9 нс (для ФИТЦ-БЛ) и 3,8 нс (для ФИТЦ-ЛКБ). Эти крайние значе-

ния соответствуют самым высоким значениям [M] и [D] соответственно. 

Была измерена стационарная анизотропия флуоресценции r, чтобы в даль-

нейшем связать ее величину с объемом (Vr) и размером излучателя Rr, вращаю-

щейся частицы в соответствии с уравнениями Перрена и Стокса-Эйнштейна-Де-

бая: 
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a
фл

0 r

1 τ ,
η

 
kN Tr

r V
 (4) 

где r0 – предельная анизотропия, η – вязкость, NA – число Авогадро. Было полу-

чено значение r от 0,024 (для свободного ФИТЦ) до 0,172 (для ФИТЦ-ЛКБ). 

Предполагая вращение ФИТЦ-ковалентно связанных белков в буфере с вязко-

стью 1 сП и сферическую форму излучателя, был рассчитан его кажущийся ра-

диус Rr [A13]. 

Для сравнения полученных спектральных параметров зонда с его локаль-

ным окружением были использованы результаты расчета структурных свойств 

ЛКБ, КАБ, БСА и БЛ с помощью методов молекулярного моделирования. Пара-

метры были получены Л.А. Суковатым. Были рассчитаны следующие характе-

ристики: 1. Общий заряд белка при pH 6,5 qn, e; 2. Общая площадь поверхности 

O, нм2; 3. Площадь незаряженной поверхности Ophob, нм2; 4. Радиус гирации Rg, 

нм. 

Был проведен корреляционный анализ между экспериментальными и рас-

четными параметрами. Анализ был проведен на основании значений для четырех 

белков с использованием коэффициента Пирсона (К). 

  
Рисунок 11 – Зависимость диэлектрической проницаемости от площади незаряженной по-

верхности белков (Ophob) (а), зависимость ратиометрического сигнала S от удельного заряда 

белков (qnd) (б). 

Была построена зависимость диэлектрической проницаемости (εlocal), полу-

ченной из анализа эксперимента от рассчитанной площади незаряженной по-

верхности белков, Ophob (Рисунок 11а). Коэффициент Пирсона (K) принял значе-

ние –0,971, на основании чего можно сделать вывод, что диэлектрическая про-

ницаемость (ε) имеет обратную связь с площадью незаряженной поверхности 

белков. Это подтверждает идею о том, что наблюдаемый спектральный сдвиг D 

формы ФИТЦ связан с уменьшением полярности среды зонда. Зависимость ра-

тиометрического сигнала S от удельного заряда белков имеет прямую линейную 
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зависимость с высоким коэффициентом корреляции (K = 0,999) (Рисунок 11б). 

Это позволяет на основе измерения ратиометрического сигнала S оценить удель-

ный заряд белков с высокой точностью. 

Для оценки жесткости связывания ФИТЦ с белками сравнивали размеры 

белков, рассчитанные на основе стационарной анизотропии и среднего флуорес-

центного времени жизни (Rr) и молекулярной структуры (Rg) (Рисунок 12) [A13].  

 
Рисунок 12 – Радиус гирации белков Rg (фиолетовый) и кажущийся радиус вращающегося 

излучателя Rr (оранжевый) для ФИТЦ ковалентно связанных белков. 

Близкие значения Rr и Rg были получены только для ФИТЦ-ЛКБ, тогда как 

для остальных связанных с зондом белков Rr был ниже Rg как минимум в два 

раза. Причиной более высокой жесткости связи ФИТЦ с ЛКБ, является электро-

статическое притяжение между противоположно заряженным зондом и поверх-

ностью белка. Положительный удельный заряд белка обеспечивает жесткость 

связи макромолекулы с ковалентно пришитой отрицательно заряженной меткой 

ФИТЦ, что позволяет корректно определять ее размер по анизотропии флуорес-

ценции зонда. 

ОСНОВНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ РАБОТЫ 

Определены ионные формы, ответственные за излучение красителя флуо-

ресцеина в широком диапазоне pH. Получены фотофизические параметры ион-

ных форм флуоресцеина в возбуждённом состоянии. Впервые разрешены спек-

тры флуоресценции C, Q и M форм. Определены частоты 0–0 перехода C, Q и M 

форм, 22100 см–1, 20300 см–1, 20300 см–1 соответственно. Определены квантовые 

выходы C, Q и M форм, 0,92, 0,42 и 0,46 соответственно. Определены характер-

ные времена жизни C, Q и M форм, 3,55 нс, 3,00 нс, 3,30 нс соответственно. 

Оценены показатели константы ионного равновесия в возбужденном со-

стоянии водных растворов флуоресцеина. pK*
a для различных ступеней диссоци-

ации: –0,60 для C↔Q, 3,10 для C↔Z, –0,50 для Z↔M, 3,30 для Q↔M, 5,47 для 
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M↔D. Определены направления и эффективность переноса протона в возбуж-

денном состоянии. Эффективный перенос протона в возбужденном состоянии 

заключается в фотоотрыве протона от C с образованием Q, от Z с образованием 

M, от M с образованием D флуоресцеина. Это приводит к уменьшению величины 

показателя константы ионного равновесия в возбужденном состоянии указанных 

ступеней диссоциации по сравнению с основным состоянием на величину от 0,84 

до 3,96. Для красителя характерен фотоотрыв протона на всех ступенях диссоци-

ации, что характеризует его как фотокислоту.  

Установлена чувствительность спектров поглощения и флуоресценции 

водных растворов флуоресцеина при фиксированных pH 6,0 и 6,5 к температуре 

окружения в диапазоне 273÷353 К. Чувствительность проявляется в батохром-

ном сдвиге максимума и изменении формы спектров поглощения и флуоресцен-

ции. Количественно влияние температуры оценено аналитическим ратиометри-

ческим сигналом S, который линеен в исследуемом диапазоне температур с уг-

ловыми коэффициентами 1,54∙10–2K–1 и 1,53∙10–2K–1 для pH 6,0 и 6,5 соответ-

ственно. Основное влияние на чувствительность радиометрического сигнала вы-

ражается в сдвиге равновесия в основном состоянии (на 0,27 ед). Следующим по 

значимости фактором является температурное изменение формы спектра погло-

щения рассматриваемых ионных форм. Определен диапазон pH применимости 

флуоресцеина в качестве флуоресцентного зонда, равный 5,5÷7. 

Противоположно заряженные ФИТЦ и белок (лизоцим куриного белка) 

при pH 6,5 обеспечивают жесткую связь, что выражается в повышенном значе-

нии анизотропии флуоресценции (0,17). При анализе спектрального сдвига и 

ионного равновесия ФИТЦ, ковалентно связанного с четырьмя различными бел-

ками, были определены локальные параметры на поверхности белков. Спек-

тральный сдвиг максимума D формы ФИТЦ, связанного с четырьмя различными 

белками, был связан с локальной диэлектрической проницаемостью. Ратиомет-

рический флуоресцентный сигнал S имеет высокую корреляцию как эксперимен-

тальным параметром смещения равновесия ФИТЦ ([D]/[M]), так и удельным за-

рядом белка.  

Полученные результаты вносят вклад понимание механизмов переноса 

протона в основном и возбужденном состояниях в люминесцентных свойствах 

флуоресцеина. Исследование направлено на развитие методов флуоресцентного 

зондирования функционально значимых биологических систем, в частности, на 

повышение информативности сигнала флуоресцеинового зонда, связанного с 

белковыми макромолекулами. 
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