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Ôëóîðåñöåíòíûå õàðàêòåðèñòèêè çîíäîâ ñåìåéñòâà �ëóîðåñöåèíàâ ðàñòâîðàõ ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà ÷åëîâåêàÈ.Ì. Âëàñîâàa , À.Ì. ÑàëåöêèébÌîñêîâñêèé ãîñóäàðñòâåííûé óíèâåðñèòåò èìåíè Ì.Â. Ëîìîíîñîâà, �èçè÷åñêèé �àêóëüòåò,êà�åäðà îáùåé �èçèêè. �îññèÿ, 119991, Ìîñêâà, Ëåíèíñêèå ãîðû, ä. 1, ñòð. 2.E-mail: a vlasovairina1979�mail.ru, b sam�phys.msu.ruÑòàòüÿ ïîñòóïèëà 27.02.2009, ïîäïèñàíà â ïå÷àòü 16.04.2009.Îáíàðóæåíû îòëè÷èÿ â ðàñòâîðàõ ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà ÷åëîâåêà ó çîíäîâ ñåìåéñòâà �ëóîðåñ-öåèíà â ìîëåêóëÿðíîé àññîöèàöèè, â õàðàêòåðå çàâèñèìîñòè �ëóîðåñöåíöèè îò pH è â àíèçîòðîïèè�ëóîðåñöåíöèè, êîòîðûå îïðåäåëÿþòñÿ ýëåêòðîîòðèöàòåëüíîñòüþ àòîìîâ áîêîâûõ ðàäèêàëîâ â ñòðóê-òóðíûõ �îðìóëàõ è çíà÷åíèÿìè pK èîíèçèðóåìûõ ãðóïï çîíäîâ.Êëþ÷åâûå ñëîâà: çîíä, �ëóîðåñöåèí, ýîçèí, ýðèòðîçèí, ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí ÷åëîâåêà, ìîëåêóëÿðíàÿàññîöèàöèÿ.ÓÄÊ: 525.235,538.958. PACS: 42.62 Be; 82.53 Kp.

ÂâåäåíèåÂ ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé �ëó-îðåñöåíòíûõ õàðàêòåðèñòèê òðåõ ìîëåêóëÿðíûõ çîíäîâñåìåéñòâà �ëóîðåñöåèíà � èñõîäíîãî ñîåäèíåíèÿ �ëó-îðåñöåèíà è åãî ãàëîãåíîïðîèçâîäíûõ (ýîçèíà è ýðèòðî-çèíà) � ïðè äîáàâëåíèè ê íèì â ðàñòâîðû ñûâîðîòî÷íîãîàëüáóìèíà ÷åëîâåêà (ÑÀ×) ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pHðàñòâîðîâ.ÑÀ× � ãëîáóëÿðíûé áåëîê ïëàçìû êðîâè, ñòðóêòóð-íàÿ ïîäâèæíîñòü åãî ìîëåêóëû îáåñïå÷èâàåò âçàèìî-äåéñòâèå ñ ðàçëè÷íûìè ëèãàíäàìè. Äàííîå óíèêàëüíîåñâîéñòâî ìîëåêóëû ÑÀ× � ñâÿçûâàíèå ðàçëè÷íûõ ëè-ãàíäîâ � îïðåäåëÿåò îñíîâíóþ �óíêöèþ ýòîãî áåëêà �òðàíñïîðò ðàçëè÷íûõ âåùåñòâ (�èçèîëîãè÷åñêèõ ìåòàáî-ëèòîâ, ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ) â êðîâîòîêå.Áîëüøóþ ðîëü â èçó÷åíèè �èçèêî-õèìè÷åñêèõñâîéñòâ ñâÿçûâàþùèõ öåíòðîâ ÑÀ× èãðàåò ìåòîä �ëó-îðåñöåíòíûõ çîíäîâ, ÿâëÿþùèõñÿ íèçêîìîëåêóëÿðíûìèëèãàíäàìè äëÿ ÑÀ× [1�5℄. Â ÷àñòíîñòè, ïðè èçó÷åíèèÑÀ× (èçîýëåêòðè÷åñêàÿ òî÷êà pI 4.7) ïðèìåíÿþò àíèîí-íûå ïðè �èçèîëîãè÷åñêîì çíà÷åíèè pH (7.4) ìîëåêóëÿð-íûå �ëóîðåñöåíòíûå çîíäû, òàêèå, êàê ýîçèí, ýðèòðîçèíè �ëóîðåñöåèí, ïðèíàäëåæàùèå îäíîìó ãîìîëîãè÷íîìóðÿäó ïðîèçâîäíûõ �ëóîðåñöåèíà (ýîçèí ÿâëÿåòñÿ áðîìè-ðîâàííîé ïðîèçâîäíîé �ëóîðåñöåèíà, ýðèòðîçèí ÿâëÿåòñÿéîäèðîâàííîé ïðîèçâîäíîé �ëóîðåñöåèíà). Èññëåäîâàíèÿñâÿçûâàíèÿ �ëóîðåñöåíòíûõ çîíäîâ ñ ÑÀ× ïîçâîëÿþòïîëó÷àòü èí�îðìàöèþ î ñòðîåíèè è ñâîéñòâàõ ñâÿçûâà-þùèõ öåíòðîâ, â òîì ÷èñëå ëåêàðñòâåííûõ ñàéòîâ, ÑÀ×,÷òî èìååò âàæíûé ïðèêëàäíîé ìåäèöèíñêèé è �àðìàêî-ëîãè÷åñêèé àñïåêò â ñâÿçè ñ òåì, ÷òî ìíîãèå ëåêàðñòâåí-íûå ïðåïàðàòû ïåðåíîñÿòñÿ â êðîâîòîêå â ñâÿçàííîìñ ÑÀ× âèäå. 1. Ìàòåðèàëû è ìåòîäû
1.1. Èññëåäîâàíèå ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ çîíäîââ ðàñòâîðàõ ÑÀ×Áûëè ïîäãîòîâëåíû áó�åðíûå ðàñòâîðû: 0.1 ÌCH3COOH � KOH (pH 3.0�5.0) è 0.1 Ì KH2PO4 �0.1 Ì NaOH (pH 6.0�8.0). Íà èõ îñíîâå áûëè ïðèãîòîâ-ëåíû ðàñòâîðû çîíäà (�ëóîðåñöåèíà, ýîçèíà, ýðèòðîçèíà)

êîíöåíòðàöèè 30 ìêÌ ñ äîáàâëåíèåì èëè áåç äîáàâëåíèÿÑÀ× (10 ìã/ìë) ïðè ðàçëè÷íûõ pH (3.0�8.0).Èçìåðåíèÿ ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ çîíäîâ â èññëåäóå-ìûõ ðàñòâîðàõ ïðîâîäèëèñü íà ñïåêòðî�îòîìåòðå Lamb-da 35 (Perkin Elmer). Îáðàçöû ïîìåùàëèñü ïðè èçìåðå-íèè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â 1-ñì êþâåòó. Ñïåêòðûïîãëîùåíèÿ çîíäîâ â ðàñòâîðàõ ðåãèñòðèðîâàëèñü â äèà-ïàçîíå 300�700 íì.1.2. Èññëåäîâàíèå ñïåêòðîâ �ëóîðåñöåíöèè çîíäîââ ðàñòâîðàõ ÑÀ×Íà îñíîâå âûøåóêàçàííûõ áó�åðíûõ ðàñòâîðîâ áû-ëè ïðèãîòîâëåíû ðàñòâîðû çîíäà (3 ìêÌ �ëóîðåñöåèí;30 ìêÌ ýîçèí; 30 ìêÌ ýðèòðîçèí) ñ äîáàâëåíèåì èëèáåç äîáàâëåíèÿ ÑÀ× (10 ìã/ìë) ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíè-ÿõ pH (3.5�8.0).Èññëåäîâàíèÿ �ëóîðåñöåíòíûõ õàðàêòåðèñòèê ìîëå-êóëÿðíûõ çîíäîâ ïðîâîäèëèñü íà ñïåêòðî�ëóîðèìåòðåLS 55 (Perkin Elmer) ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ôëó-îðåñöåíöèÿ çîíäîâ âîçáóæäàëàñü ñâåòîì ñî ñëåäóþùè-ìè äëèíàìè âîëí: 1) �ëóîðåñöåèí � �flex = 440 íì;2) ýîçèí � �eoex = 520 íì; 3) ýðèòðîçèí � �erex = 530 íì.Èññëåäîâàíèÿ ïîëÿðèçîâàííîé �ëóîðåñöåíöèè çîíäîâïðîâîäèëèñü íà ñïåêòðî�ëóîðèìåòðå LS 55 ïðè óêàçàí-íûõ âûøå äëèíàõ âîëí âîçáóæäåíèÿ �ëóîðåñöåíöèè.Â ïðîöåññå èçìåðåíèé ðåãèñòðèðîâàëèñü Ik è I? � èí-òåíñèâíîñòè �ëóîðåñöåíöèè, èçìåðåííûå ÷åðåç ïîëÿðèçà-òîð, ýëåêòðè÷åñêàÿ îñü êîòîðîãî íàïðàâëåíà ïàðàëëåëü-íî èëè ïåðïåíäèêóëÿðíî ïîëÿðèçàöèè âîçáóæäàþùåãîñâåòà. 2. Îáñóæäåíèå ðåçóëüòàòîâÂ ðàáîòå ïî ïîëó÷åííûì ñïåêòðàì ïîãëîùåíèÿ çîíäîâîïðåäåëåíà âåëè÷èíà ñòåïåíè ìîëåêóëÿðíîé àññîöèàöèèâñåõ òðåõ çîíäîâ êàê â ðàñòâîðàõ áåç áåëêà, òàê è ñÑÀ× ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH. Âåëè÷èíà ñòåïåíèìîëåêóëÿðíîé àññîöèàöèè (1�X ) çîíäà ïðåäñòàâëÿåòñîáîé äîëþ àññîöèèðîâàííûõ (â äàííîì ñëó÷àå, äèìå-ðîâ) ìîëåêóë çîíäà (1�X ) â ðàñòâîðå (ãäå X � äîëÿìîíîìåðíûõ ìîëåêóë) è îïðåäåëÿåòñÿ ïî ñòàíäàðòíîéìåòîäèêå [6℄.Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû çàâèñèìîñòè ñòåïåíè ìîëåêó-ëÿðíîé àññîöèàöèè (ÑÌÀ) òðåõ çîíäîâ îò pH ðàñòâîðîâ.
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�èñ. 1. Ñòåïåíü ìîëåêóëÿðíîé àññîöèàöèè çîíäîâ:30 ìêÌ �ëóîðåñöåèíà (1, 2), 30 ìêÌ ýîçèíà (3, 4),30 ìêÌ ýðèòðîçèíà (5, 6), â ðàñòâîðàõ áåç áåëêà (1, 3, 5)è â ðàñòâîðàõ 10 ìã/ìë ÑÀ× (2, 4, 6)
Çàâèñèìîñòè ÑÌÀ çîíäîâ îò pH îáúÿñíÿþòñÿ çíà÷åíè-ÿìè pK èîíèçèðóåìûõ ãðóïï (ãèäðîêñèëüíîé è êàðáî-êñèëüíîé) çîíäîâ è âåëè÷èíàìè ýëåêòðè÷åñêèõ çàðÿäîâçîíäîâ ïðè ðàçëè÷íûõ pH (ðèñ. 2).Èçìåíåíèÿ ýëåêòðè÷åñêîãî çàðÿäà ìîëåêóë �ëóîðåñ-öåèíà ñõåìàòè÷íî èçîáðàæåíû íà ðèñ. 2, à. Ïðè çíà÷å-íèÿõ pH < 5.5 ìîëåêóëû �ëóîðåñöåèíà íàõîäÿòñÿ â ñëà-áî ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííîé �îðìå. Ïðè çíà÷åíèÿõpH 5.5�6.8 ìîëåêóëû �ëóîðåñöåèíà ýëåêòðè÷åñêè íåé-òðàëüíû. Çíà÷åíèå pK(OH) �ëóîðåñöåèíà � 6.8. Â îá-ëàñòè pH 6.8�8.0 ìîëåêóëû �ëóîðåñöåèíà ñëàáî îòðè-öàòåëüíî çàðÿæåíû è íàõîäÿòñÿ â �îðìå ìîíîàíèîíîâ.Çíà÷åíèå pK(COOH) �ëóîðåñöåèíà � 8.0. Ïðè pH > 8.0

ìîëåêóëû �ëóîðåñöåèíà ñèëüíî îòðèöàòåëüíî çàðÿæåíû(äèàíèîíû).Èçìåíåíèÿ ýëåêòðè÷åñêîãî çàðÿäà ìîëåêóë ýîçèíàïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2, á. Ïðè çíà÷åíèÿõ pH < 3.0 ìîëå-êóëû ýîçèíà ýëåêòðè÷åñêè íåéòðàëüíû. Çíà÷åíèå pK(OH)ýîçèíà ïðèìåðíî 3.0. Ïðè 3.0 < pH < 5.0 ìîëåêóëûýîçèíà ñëàáî îòðèöàòåëüíî çàðÿæåíû (ìîíîàíèîíû). Çíà-÷åíèå pK(COOH) ýîçèíà ïðèìåðíî 5.0. Ïðè pH > 5.0ìîëåêóëû ýîçèíà çàðÿæåíû ñèëüíî îòðèöàòåëüíî (äèà-íèîíû).Èçìåíåíèÿ ýëåêòðè÷åñêîãî çàðÿäà ìîëåêóë ýðèòðî-çèíà èçîáðàæåíû íà ðèñ. 2, â. Ó ýðèòðîçèíà ñëåäóþ-ùèå çíà÷åíèÿ pK èîíèçèðóåìûõ ãðóïï: pK(OH) � 3.6è pK(COOH) � 5.5. Â îáëàñòè çíà÷åíèé pH < 3.6 ìî-ëåêóëû ýðèòðîçèíà ýëåêòðè÷åñêè íåéòðàëüíû. Â îáëàñòèpH 3.6�5.5 ìîëåêóëû ýðèòðîçèíà ñëàáî îòðèöàòåëüíîçàðÿæåíû (ìîíîàíèîíû). Ïðè pH > 5.5 ìîëåêóëû ýðèòðî-çèíà ñèëüíî îòðèöàòåëüíî çàðÿæåíû (äèàíèîíû).Êðèâûå 1 è 2 íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëÿþò çàâèñèìîñòèîò pH âåëè÷èíû ÑÌÀ �ëóîðåñöåèíà â ðàñòâîðàõ áåçáåëêà è ñ ÑÀ×. Çàâèñèìîñòü ÑÌÀ �ëóîðåñöåèíà îò pHèìååò íåëèíåéíûé õàðàêòåð ñ ìàêñèìóìîì ïðè pH 6.0,ïðè êîòîðîì ìîëåêóëû �ëóîðåñöåèíà ýëåêòðè÷åñêè íåé-òðàëüíû è ëåãêî îáðàçóþò àññîöèàòû.ÑÌÀ ìîëåêóë �ëóîðåñöåèíà â ðàñòâîðàõ ÑÀ× ìåíü-øå ÑÌÀ ìîëåêóë �ëóîðåñöåèíà â ðàñòâîðàõ áåç áåëêàïðè ñîîòâåòñòâóþùèõ pH, ÷òî îáúÿñíÿåòñÿ ñâÿçûâàíèåì�ëóîðåñöåèíà ñ ÑÀ× è óìåíüøåíèåì äîëè íåñâÿçàííîãîñ áåëêîì �ëóîðåñöåèíà, ñïîñîáíîãî ê îáðàçîâàíèþ àññî-öèàòîâ.Êðèâûå 3 è 4 íà ðèñ. 1 îïèñûâàþò çàâèñèìîñòè îò pHðàñòâîðà âåëè÷èíû ÑÌÀ ìîëåêóë ýîçèíà â ðàñòâîðàõ áåçáåëêà è ñ áåëêîì ñîîòâåòñòâåííî. Ïðè óâåëè÷åíèè pH íà-áëþäàåòñÿ ëèíåéíîå óìåíüøåíèå ÑÌÀ ìîëåêóë ýîçèíà,

�èñ. 2. Ñòðóêòóðíûå �îðìóëû òðåõ çîíäîâ ñåìåéñòâà �ëóîðåñöåèíà è çíà÷åíèÿ pK èõ èîíèçèðóåìûõ ãðóïï:�ëóîðåñöåèí (à), ýîçèí (á), ýðèòðîçèí (â)27 ÂÌÓ. Ôèçèêà. Àñòðîíîìèÿ. � 4



54 ÂÌÓ. Ñåðèÿ 3. ÔÈÇÈÊÀ. ÀÑÒ�ÎÍÎÌÈß. 2009. � 4ñâÿçàííîå ñ óâåëè÷åíèåì îòðèöàòåëüíîãî çàðÿäà ìîëåêóëýîçèíà è ñ óâåëè÷åíèåì èõ âçàèìíîãî îòòàëêèâàíèÿ.Â ðàñòâîðàõ ÑÀ× ÑÌÀ ýîçèíà ìåíüøå ÑÌÀ ýîçèíàâ ðàñòâîðàõ áåç áåëêà, ÷òî îáúÿñíÿåòñÿ ñâÿçûâàíèåìýîçèíà ñ ÑÀ×. Áîëåå ñèëüíîå óìåíüøåíèå ÑÌÀ ýîçèíàâ ðàñòâîðàõ ÑÀ× ïî ñðàâíåíèþ ñ ðàñòâîðàìè áåç áåëêàèìååò ìåñòî ïðè pH < 5.0, êîãäà ïðîèñõîäèò ý��åêòèâ-íîå ñâÿçûâàíèå ÑÀ× (ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííîãî, pI 4.7)è ýîçèíà (ìîíîàíèîíà ïðè pH 3.0�5.0).Êðèâûå 5 è 6 íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëÿþò çàâèñèìîñòèîò pH âåëè÷èíû ÑÌÀ ýðèòðîçèíà â ðàñòâîðàõ áåç áåëêàè ñ ÑÀ×. Ïðè óâåëè÷åíèè pH ïðîèñõîäèò ëèíåéíîåóìåíüøåíèå ÑÌÀ ýðèòðîçèíà, òàê êàê çîíä ñòàíîâèòñÿâñå áîëåå îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûì, ÷òî óìåíüøàåò åãîñïîñîáíîñòü ê îáðàçîâàíèþ àññîöèàòîâ.ÑÌÀ ýðèòðîçèíà â ðàñòâîðàõ ÑÀ× ìåíüøå ÑÌÀýðèòðîçèíà â ðàñòâîðàõ áåç áåëêà, ÷òî îáúÿñíÿåòñÿ ñâÿ-çûâàíèåì ýðèòðîçèíà ñ ÑÀ×. Áîëåå ñèëüíîå óìåíüøåíèåÑÌÀ ýðèòðîçèíà â ðàñòâîðàõ ÑÀ× èìååò ìåñòî ïðèâûñîêèõ pH, â îòëè÷èå îò ýîçèíà.Ïî ïîëó÷åííûì ñïåêòðàì �ëóîðåñöåíöèè çîíäîâ ïðî-âåäåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç çíà÷åíèé èíòåíñèâíîñòèâ ìàêñèìóìå ñïåêòðà �ëóîðåñöåíöèè çîíäà ( Imaxfl ) ïðèðàçëè÷íûõ pH â ðàñòâîðàõ êàê áåç áåëêà, òàê è ñ ÑÀ×(ðèñ. 3).

�èñ. 3. Èíòåíñèâíîñòü â ìàêñèìóìå ñïåêòðîâ �ëóî-ðåñöåíöèè çîíäîâ: 3 ìêÌ �ëóîðåñöåèíà (1, 2) ïðè�flex = 440 íì, 30 ìêÌ ýîçèíà (3, 4) ïðè �eoex = 520 íì,30 ìêÌ ýðèòðîçèíà (5, 6) ïðè �erex = 530 íì, â ðàñòâîðàõáåç áåëêà (1, 3, 5) è â ðàñòâîðàõ 10 ìã/ìë ÑÀ× (2, 4, 6)Çàâèñèìîñòè 1 è 2 (ðèñ. 3) îòðàæàþò ïîâåäåíèåImaxfl �ëóîðåñöåèíà â ðàñòâîðàõ áåç áåëêà è â ðàñòâîðàõñ ÑÀ×. Â ðàñòâîðàõ ñ ÑÀ× ìàêñèìóì ñïåêòðà �ëóî-ðåñöåíöèè (�maxfl ) �ëóîðåñöåèíà ñìåùàåòñÿ â êðàñíóþîáëàñòü ïî ñðàâíåíèþ ñ ðàñòâîðàìè áåç áåëêà, íàïðèìåðïðè pH 5.0 â ðàñòâîðàõ áåç áåëêà �maxfl = 510 íì, à â ðàñ-òâîðàõ ñ ÑÀ× �maxfl = 515 íì. Â ðàñòâîðàõ áåç áåëêàïðè óâåëè÷åíèè pH íàáëþäàåòñÿ óâåëè÷åíèå Imaxfl �ëó-îðåñöåèíà, îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûå �îðìû �ëóîðåñöå-èíà (â îòëè÷èå îò åãî ãàëîãåí-ïðîèçâîäíûõ) îáëàäàþòáîëüøåé èíòåíñèâíîñòüþ �ëóîðåñöåíöèè. Â ðàñòâîðàõñ ÑÀ× �ëóîðåñöåíöèÿ çîíäà òóøèòñÿ, ÷òî îáúÿñíÿåòñÿåãî ñâÿçûâàíèåì ñ áåëêîì. Íàèáîëüøåå ñâÿçûâàíèå �ëó-îðåñöåèíà ñ ÑÀ× ïðîèñõîäèò ïðè pH 5.0�6.0.Çàâèñèìîñòè 3 è 4 (ðèñ. 3) îòðàæàþò ïîâåäåíèå Imaxflýîçèíà â ðàñòâîðàõ áåç áåëêà è â ðàñòâîðàõ ñ ÑÀ×.Â ðàñòâîðàõ ñ ÑÀ× �maxfl ñìåùàåòñÿ â êðàñíóþ îáëàñòü

ïî ñðàâíåíèþ ñ ðàñòâîðàìè áåç ÑÀ×. Íàïðèìåð, ïðèpH 5.0 â ðàñòâîðàõ áåç áåëêà �maxfl = 544 íì, â ðàñòâîðàõñ áåëêîì �maxfl = 560 íì. Â ðàñòâîðàõ áåç áåëêà Imaxflýîçèíà óìåíüøàåòñÿ, à çàòåì âûõîäèò íà ïîñòîÿííîåçíà÷åíèå ñ óâåëè÷åíèåì pH ðàñòâîðà: ïðè 3.06 pH6 5.0ìîëåêóëû ýîçèíà ÿâëÿþòñÿ ìîíîàíèîíàìè è ñëàáî ýêðà-íèðóþòñÿ äèïîëüíûìè ìîëåêóëàìè âîäû, à ïðè pH > 5.0ýîçèí íàõîäèòñÿ â �îðìå äèàíèîíà, ÷òî âûçûâàåò åãîñèëüíóþ ýêðàíèðîâêó ìîëåêóëàìè âîäû è óìåíüøåíèåImaxfl . Â ðàñòâîðàõ ÑÀ× íàáëþäàåòñÿ òóøåíèå �ëóîðåñ-öåíöèè ýîçèíà. Íèçêàÿ èíòåíñèâíîñòü �ëóîðåñöåíöèèýîçèíà â ðàñòâîðàõ áåëêà ïðè pH < 5.0 îáóñëîâëåíàèíòåíñèâíûì ñâÿçûâàíèåì ýîçèíà ñ áåëêîì ïðè ýòèõçíà÷åíèÿõ pH.Çàâèñèìîñòè 5 è 6 (ðèñ. 3) îòðàæàþò ïîâåäåíèåImaxfl ýðèòðîçèíà â ðàñòâîðàõ áåç áåëêà è â ðàñòâîðàõñ ÑÀ×. Â ðàñòâîðàõ ñ ÑÀ× ïðîèñõîäèò ñìåùåíèå �maxflýðèòðîçèíà â êðàñíóþ îáëàñòü ïî ñðàâíåíèþ ñ ðàñòâî-ðàìè áåç áåëêà. Íàïðèìåð, ïðè pH 5.0 â ðàñòâîðàõ áåçÑÀ× �maxfl = 550 íì, â ðàñòâîðàõ ñ ÑÀ× �maxfl = 566 íì.Â ðàñòâîðàõ áåç áåëêà ïðè óâåëè÷åíèè pH îò 3.5äî 5.5 íàáëþäàåòñÿ óìåíüøåíèå Imaxfl ýðèòðîçèíà, ñâÿ-çàííîå ñ óâåëè÷åíèåì îòðèöàòåëüíîãî çàðÿäà ýðèòðîçèíàè óâåëè÷åíèåì äèïîëüíîé ýêðàíèðîâêè ìîëåêóëàìè âîäû,à ïðè óâåëè÷åíèè pH îò 5.5 è âûøå Imaxfl íå ìåíÿåòñÿ,òàê êàê çàðÿä ìîëåêóë ýðèòðîçèíà ïðàêòè÷åñêè íå ìåíÿ-åòñÿ. Ïðè ñâÿçûâàíèè ýðèòðîçèíà ñ ÑÀ× �ëóîðåñöåíöèÿýðèòðîçèíà òóøèòñÿ, íàèáîëüøåå ñâÿçûâàíèå ýðèòðîçèíàñ áåëêîì ïðîèñõîäèò â îáëàñòè pH < 5.0.Äëÿ îöåíêè âëèÿíèÿ ÑÀ× íà ïîëÿðèçàöèþ �ëóî-ðåñöåíöèè òðåõ çîíäîâ ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèçñòåïåíè àíèçîòðîïèè �ëóîðåñöåíöèè (r ) çîíäîâ ïðèðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH, êàê â ðàñòâîðàõ áåç áåëêà,òàê è â ðàñòâîðàõ ñ ÑÀ× (ðèñ. 4). Ñòåïåíü àíèçîòðîïèè�ëóîðåñöåíöèè çîíäîâ ðàññ÷èòûâàëàñü ïî çíà÷åíèÿì Ikè I? â ìàêñèìóìå ñïåêòðà èñïóñêàíèÿ �ëóîðåñöåíöèèçîíäà.

�èñ. 4. Ñòåïåíü àíèçîòðîïèè �ëóîðåñöåíöèè çîíäîâ:3 ìêÌ �ëóîðåñöåèíà (1, 2), 30 ìêÌ ýîçèíà (3, 4),30 ìêÌ ýðèòðîçèíà (5, 6), â ðàñòâîðàõ áåç áåëêà (1, 3, 5)è â ðàñòâîðàõ 10 ìã/ìë ÑÀ× (2, 4, 6)Íà ðèñ. 4 (êðèâûå 1 è 2) ïðåäñòàâëåíû çàâèñèìîñòè r�ëóîðåñöåèíà îò pH ðàñòâîðîâ êàê áåç áåëêà, òàê èñ ÑÀ×. Âèäíî, ÷òî r �ëóîðåñöåèíà â ðàñòâîðàõ ÑÀ×áîëüøå, ÷åì â ðàñòâîðàõ áåç áåëêà. Ïîñêîëüêó ðàñòâîðû�ëóîðåñöåèíà äàííîé êîíöåíòðàöèè ÿâëÿþòñÿ ðàçáàâëåí-íûìè ðàñòâîðàìè, òî â îòñóòñòâèå áåçûçëó÷àòåëüíîãîïåðåíîñà ýíåðãèè ìåæäó ìîëåêóëàìè �ëóîðåñöåèíà îñ-



ÎÏÒÈÊÀ È ÑÏÅÊÒ�ÎÑÊÎÏÈß. ËÀÇÅ�ÍÀß ÔÈÇÈÊÀ 55íîâíîé ïðè÷èíîé äåïîëÿðèçàöèè �ëóîðåñöåíöèè ÿâëÿåò-ñÿ âðàùàòåëüíàÿ äè��óçèÿ ìîëåêóë çîíäà. Â ðàñòâîðàõñ ÑÀ× âðàùàòåëüíàÿ äè��óçèÿ �ëóîðåñöåèíà óìåíüøà-åòñÿ âñëåäñòâèå åãî ñâÿçûâàíèÿ ñ áåëêîì, ÷òî è ïðèâîäèòê óâåëè÷åíèþ çíà÷åíèé r .Êàê â ðàñòâîðàõ áåç áåëêà, òàê è â ðàñòâîðàõ ÑÀ×,r �ëóîðåñöåèíà íåëèíåéíî çàâèñèò îò pH ñ ìàêñèìó-ìîì ïðè pH 6.0. Çàâèñèìîñòü r �ëóîðåñöåèíà îò pHîáúÿñíÿåòñÿ èçìåíåíèÿìè âðàùàòåëüíîé äè��óçèè ìî-ëåêóë �ëóîðåñöåèíà ïðè âàðèàöèè çíà÷åíèé pH. Ïðèíàëè÷èè ñëàáî ýëåêòðîîòðèöàòåëüíûõ àòîìîâ âîäîðîäàâ ñòðóêòóðíîé �îðìóëå çîíäà �ëóîðåñöåèíà îñíîâíîåâëèÿíèå íà âðàùàòåëüíóþ äè��óçèþ çîíäà îêàçûâàþòïðîöåññû åãî ìîëåêóëÿðíîé àññîöèàöèè è ý��åêòèâíîñòüåãî ñâÿçûâàíèÿ ñ áåëêîì, çàâèñÿùèå îò pH, ÷òî ïðèâîäèòâ ñâîþ î÷åðåäü ê çàâèñèìîñòè ïîëÿðèçàöèè �ëóîðåñöåí-öèè çîíäà îò pH.Çàâèñèìîñòè r ýîçèíà îò pH â ðàñòâîðàõ êàê áåçáåëêà, òàê è ñ ÑÀ× ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 4 (êðèâûå 3è 4). Âèäíî, ÷òî r ýîçèíà â ðàñòâîðàõ ÑÀ× áîëüøå, ÷åìâ ðàñòâîðàõ áåç áåëêà. Ïðè ñâÿçûâàíèè ýîçèíà ñ ÑÀ×êîý��èöèåíò âðàùàòåëüíîé äè��óçèè ýîçèíà óìåíüøà-åòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ àíàëîãè÷íûì êîý��èöèåíòîì íåñâÿ-çàííîãî ñ áåëêîì ýîçèíà, ÷òî è ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþr ýîçèíà.Âèäíî, ÷òî r ýîçèíà íå çàâèñèò îò pH ðàñòâîðîâ(â äèàïàçîíå 3.56 pH6 8.0) êàê â ðàñòâîðàõ ÑÀ×,òàê è â ðàñòâîðàõ áåç áåëêà, ÷òî îáúÿñíÿåòñÿ íàëè÷è-åì â ìîëåêóëàõ ýîçèíà ñèëüíî ýëåêòðîîòðèöàòåëüíûõàòîìîâ áðîìà, çàòðóäíÿþùèõ èçìåíåíèÿ âðàùàòåëüíîéäè��óçèè ýîçèíà ïðè âàðèàöèè çíà÷åíèé pH. Ïðèíàëè÷èè ñèëüíî ýëåêòðîîòðèöàòåëüíûõ àòîìîâ áðîìàâ ñòðóêòóðíîé �îðìóëå ýîçèíà èìååò ìåñòî ñèëüíîåâçàèìîäåéñòâèå çîíäà ñ ïîëÿðíîé îêðóæàþùåé ñðåäîé,÷òî ïðèâîäèò ê íåçàâèñèìîñòè âðàùàòåëüíîé äè��ó-çèè çîíäà îò åãî ìîëåêóëÿðíîé àññîöèàöèè è ý��åê-òèâíîñòè åãî ñâÿçûâàíèÿ ñ áåëêîì è, ñëåäîâàòåëü-íî, ê íåçàâèñèìîñòè ïîëÿðèçàöèè �ëóîðåñöåíöèè çîíäàîò pH.Íà ðèñ. 4 (êðèâûå 5 è 6) ïðåäñòàâëåíû çàâèñèìîñòèr ýðèòðîçèíà îò pH ðàñòâîðîâ êàê áåç áåëêà, òàê èñ ÑÀ×. Âèäíî, ÷òî r ýðèòðîçèíà â ðàñòâîðàõ ÑÀ×áîëüøå, ÷åì â ðàñòâîðàõ áåç áåëêà, ÷òî ñâÿçàíî ñ óìåíü-øåíèåì âðàùàòåëüíîé äè��óçèè ýðèòðîçèíà âñëåäñòâèåñâÿçûâàíèÿ åãî ñ ìîëåêóëàìè áåëêà.Ïîêàçàíî, ÷òî r ýðèòðîçèíà íå çàâèñèò îò çíà÷å-íèÿ pH (â äèàïàçîíå 3.56 pH6 8.0) êàê â ðàñòâîðàõñ ÑÀ×, òàê è â ðàñòâîðàõ áåç áåëêà, ÷òî, êàê è äëÿýîçèíà, îáúÿñíÿåòñÿ íàëè÷èåì â ìîëåêóëàõ ýðèòðîçèíàñèëüíî ýëåêòðîîòðèöàòåëüíûõ àòîìîâ éîäà, çàòðóäíÿ-þùèõ èçìåíåíèÿ âðàùàòåëüíîé äè��óçèè ýðèòðîçèíàïðè âàðèàöèè pH â ñâÿçè ñ ñèëüíûì âçàèìîäåéñòâèåìýðèòðîçèíà ñ ïîëÿðíîé îêðóæàþùåé ñðåäîé, ò. å. êà-÷åñòâåííî ïîâåäåíèå r ýðèòðîçèíà ïîâòîðÿåò ïîâåäå-íèå r ýîçèíà, à êîëè÷åñòâåííî r ýðèòðîçèíà çàíèìà-åò ïðîìåæóòî÷íîå ïîëîæåíèå ìåæäó r �ëóîðåñöåèíàè ýîçèíà.

Çàêëþ÷åíèåÂ ðàáîòå ïðîâåäåí àíàëèç �ëóîðåñöåíòíûõ õàðàêòå-ðèñòèê â ðàñòâîðàõ ÑÀ× ïðè ðàçëè÷íûõ pH òðåõ �ëóî-ðåñöåíòíûõ çîíäîâ (ýîçèíà, ýðèòðîçèíà è �ëóîðåñöåèíà),ïðèíàäëåæàùèõ ê îäíîìó ñåìåéñòâó �ëóîðåñöåèíà.Çàðåãèñòðèðîâàíû îòëè÷èÿ â ïîâåäåíèè ÑÌÀ çîíäîâ:ó �ëóîðåñöåèíà îáíàðóæåí íåëèíåéíûé âèä çàâèñèìîñòèÑÌÀ îò pH ñ ìàêñèìóìîì ïðè pH 6.0, à ó ãàëî-ãåí-ïðîèçâîäíûõ �ëóîðåñöåèíà çàâèñèìîñòü ÑÌÀ îò pHèìååò ëèíåéíî óáûâàþùèé õàðàêòåð ïðè óâåëè÷åíèè pH.Îáùåé ÷åðòîé äëÿ âñåõ òðåõ çîíäîâ ÿâëÿåòñÿ óìåíüøåíèåÑÌÀ â ðàñòâîðàõ ñ ÑÀ× ïî ñðàâíåíèþ ñ ðàñòâîðàìè áåçáåëêà.Â ðàñòâîðàõ ñ ÑÀ× ó âñåõ òðåõ çîíäîâ ïðîèñõîäèòòóøåíèå �ëóîðåñöåíöèè è êðàñíûé ñäâèã ìàêñèìóìàñïåêòðà �ëóîðåñöåíöèè.Â ðàñòâîðàõ ÑÀ× äëÿ âñåõ òðåõ çîíäîâ r çîíäàáîëüøå, ÷åì â ðàñòâîðàõ áåç áåëêà. Çàâèñèìîñòè r çîíäàîò pH ðàñòâîðîâ ðàçëè÷àþòñÿ äëÿ �ëóîðåñöåèíà è åãî ãà-ëîãåí-ïðîèçâîäíûõ: ó �ëóîðåñöåèíà çàâèñèìîñòè r îò pHèìåþò íåëèíåéíûé âèä ñ ìàêñèìóìîì ïðè pH 6.0, à óýîçèíà è ýðèòðîçèíà r îò pH íå çàâèñèò (â èññëåäîâàí-íîì äèàïàçîíå çíà÷åíèé pH).Îáíàðóæåííûå îòëè÷èÿ âî �ëóîðåñöåíòíûõ õàðàê-òåðèñòèêàõ ýòèõ òðåõ çîíäîâ îïðåäåëÿþòñÿ âåëè÷è-íîé ýëåêòðîîòðèöàòåëüíîñòè àòîìîâ áîêîâûõ ðàäèêàëîââ ñòðóêòóðíûõ �îðìóëàõ çîíäîâ. Ýëåêòðîîòðèöàòåëü-íîñòü àòîìîâ áîêîâûõ ðàäèêàëîâ â ñòðóêòóðíûõ �îð-ìóëàõ ýòèõ çîíäîâ îêàçûâàåò âëèÿíèå íà pK èõ èîíè-çèðóåìûõ ãðóïï (COOH è OH). Óâåëè÷åíèå ýëåêòðîîò-ðèöàòåëüíîñòè íàáëþäàåòñÿ â ñëåäóþùåì íàïðàâëåíèè:âîäîðîä (ó �ëóîðåñöåèíà) � éîä (ó ýðèòðîçèíà) � áðîì(ó ýîçèíà). Íàëè÷èå â ìîëåêóëå çîíäà áîëåå ýëåêòðîîò-ðèöàòåëüíîãî àòîìà ïðèâîäèò ê ñèëüíîìó óìåíüøåíèþçíà÷åíèé pK(COOH) è pK(OH), ÷òî ñêàçûâàåòñÿ íà�ëóîðåñöåíòíûõ õàðàêòåðèñòèêàõ. Íàëè÷èå áîëåå ýëåê-òðîîòðèöàòåëüíîãî àòîìà â ìîëåêóëå çîíäà ïðèâîäèòê óìåíüøåíèþ çíà÷åíèé ÑÌÀ çîíäà è ê óâåëè÷åíèþ r .Ââåäåíèå ãàëîãåíîâ â ìîëåêóëó çîíäà ìåíÿåò õàðàêòåðçàâèñèìîñòè �ëóîðåñöåíöèè çîíäà îò pH.�àáîòà âûïîëíåíà ïðè �èíàíñîâîé ïîääåðæêå �ÔÔÈ(ãðàíò 07-02-00459).Ñïèñîê ëèòåðàòóðû1. Pelet S., Gratzel M., Moser J.-E. // J. Phys. Chem. Â. 2003.107. Ñ. 3215.2. Waheed A.A., Sridhar Rao K., Gupta P.D. // Anal. Biohem.2000. 287. Ñ. 73.3. Âëàñîâà È.Ì., Çåìëÿíñêèé À.Þ., Ñàëåöêèé À.Ì. // Æóðí.ïðèêë. ñïåêòð. 2006. 73, � 5. Ñ. 661.4. Gao D., Tian Y., Liang F. et al. // J. Lumines. 2007. 127.Ñ. 515.5. Bhowmik B.B., Ganguly P. // Spetrohim. Ata. A. 2005. 61.Ñ. 1997.6. Ëåâøèí Ë.Â., Ñàëåöêèé À.Ì. Îïòè÷åñêèå ìåòîäû èññëåäî-âàíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ñèñòåì. Ì., 1994.
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56 ÂÌÓ. Ñåðèÿ 3. ÔÈÇÈÊÀ. ÀÑÒ�ÎÍÎÌÈß. 2009. � 4Fluoresent harateristis of probes of fluoresein family in human serum albumin solutionsI.M. Vlasova a , A.M. Saletsky bDepartment of General Physis, Faulty of Physis, M.V. Lomonosov Mosow State University, Mosow 119991,Russia.E-mail: a vlasovairina1979�mail.ru, b sam�phys.msu.ru.Differenes in moleular assoiation, in dependene of fluoresene on pH, and in anisotropy of fluoresene for probesof fluoresein family in human serum albumin solutions are disovered. They are due to the eletronegativity of atomsof lateral radials in strutural formula and the values of pK of ionized groups of probes.Keywords: probe, fluoresein, eosin, erythrosin, human serum albumin, moleular assoiation.PACS: PACS: 42.62 Be; 82.53 Kp.Reeived 27 February 2009.English version: Mosow University Physis Bulletin 4(2009).Ñâåäåíèÿ îá àâòîðàõ1. Âëàñîâà Èðèíà Ìèõàéëîâíà � êàíä. �èç.-ìàò. íàóê, àññèñòåíò; òåë.: 939-14-89, e-mail: vlasovairina1979�mail.ru.2. Ñàëåöêèé Àëåêñàíäð Ìèõàéëîâè÷ � äîêò. �èç.-ìàò. íàóê, ïðî�åññîð, çàâ. êà�åäðîé; òåë.: 939-14-89, e-mail: sam�phys.msu.ru.


