
44 ÂÌÓ. Ñåðèÿ 3. ÔÈÇÈÊÀ. ÀÑÒ�ÎÍÎÌÈß. 2011. � 5Ôëóîðåñöåíòíûå õàðàêòåðèñòèêè è ìîëåêóëÿðíàÿ àññîöèàöèÿ íàíîìàðêåðàáåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî â ðàñòâîðàõ ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà ÷åëîâåêàÈ.Ì. Âëàñîâàa , À.À. Êóëåøîâà, 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 04.04.2011, ïîäïèñàíà â ïå÷àòü ?.?.2011Îáíàðóæåíî óìåíüøåíèå ñòåïåíè ìîëåêóëÿðíîé àññîöèàöèè íàíîìàðêåðà áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãîâ ðàñòâîðàõ ïðè äîáàâëåíèè â íèõ ÑÀ×. Çàðåãèñòðèðîâàíî, ÷òî â ðàñòâîðàõ ñ ÑÀ× ïðîèñõîäÿò òóøå-íèå �ëóîðåñöåíöèè è êðàñíûé ñäâèã ìàêñèìóìà ñïåêòðà �ëóîðåñöåíöèè íàíîìàðêåðà áåíãàëüñêîãîðîçîâîãî. Ïîêàçàíî, ÷òî çàâèñèìîñòü ý��åêòèâíîé êîíñòàíòû ñâÿçûâàíèÿ áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãîñ ÑÀ× ìîíîòîííî óáûâàåò ñ ðîñòîì pH. Îáíàðóæåíî, ÷òî íà çíà÷åíèÿ ñòåïåíè ìîëåêóëÿðíîéàññîöèàöèè íàíîìàðêåðà áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî è íà çíà÷åíèÿ ý��åêòèâíûõ êîíñòàíò ñâÿçûâàíèÿåãî ñ ÑÀ× îêàçûâàåò âëèÿíèå âåëè÷èíà ýëåêòðîîòðèöàòåëüíîñòè àòîìîâ â åãî ñòðóêòóðíîé �îðìóëåè çíà÷åíèÿ pK åãî èîíèçèðóåìûõ ãðóïï.Êëþ÷åâûå ñëîâà: áåíãàëüñêèé ðîçîâûé, ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí ÷åëîâåêà, �ëóîðåñöåíöèÿ, ìîëåêóëÿðíàÿàññîöèàöèÿ, íàíîìàðêåð.ÓÄÊ: 535.372.3. PACS: 87.83+a; 87.15�v.ÂâåäåíèåÂ ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé�ëóîðåñöåíòíûõ õàðàêòåðèñòèê è ïðîöåññîâ ìîëåêó-ëÿðíîé àññîöèàöèè íàíîìàðêåðà áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî,ïðèíàäëåæàùåãî ê ñåìåéñòâó �ëóîðåñöåèíà, â ðàñ-òâîðàõ ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà ÷åëîâåêà (ÑÀ×) ïðèðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH.ÑÀ× � ãëîáóëÿðíûé áåëîê ïëàçìû êðîâè, ñòðóê-òóðíàÿ ïîäâèæíîñòü åãî ìîëåêóëû îáåñïå÷èâàåò åãîâçàèìîäåéñòâèå ñ ðàçëè÷íûìè ëèãàíäàìè [1℄. Óíèêàëü-íîå ñâîéñòâî ìîëåêóëû ÑÀ× � ñâÿçûâàíèå ðàçëè÷-íûõ ëèãàíäîâ � îïðåäåëÿåò îñíîâíóþ �óíêöèþ ýòîãîáåëêà � òðàíñïîðò ðàçëè÷íûõ âåùåñòâ (�èçèîëîãè÷å-ñêèõ ìåòàáîëèòîâ, ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ) â êðî-âîòîêå. Ìåõàíèçì ñâÿçûâàíèÿ ëèãàíäîâ ñ ìîëåêóëîéÑÀ× îïðåäåëÿåòñÿ íàëè÷èåì íà áåëêå ñïåöè�è÷åñêèõó÷àñòêîâ � ñâÿçûâàþùèõ öåíòðîâ. Âûäåëÿþò øåñòüãëàâíûõ ñâÿçûâàþùèõ öåíòðîâ ÑÀ× [1℄: öåíòðû I è II �äëÿ ñâÿçûâàíèÿ ìàëûõ îðãàíè÷åñêèõ ìîëåêóë, öåíòðûIII è IV � äëÿ äëèííîöåïî÷å÷íûõ æèðíûõ êèñëîò,öåíòð V � äëÿ ëèãàíäîâ ñî ñâîáîäíîé SH-ãðóïïîé,öåíòð VI � äëÿ ñâÿçûâàíèÿ èîíîâ ìåòàëëîâ. Íåêîòîðûåðåàêöèè ñâÿçûâàíèÿ îáåñïå÷èâàþòñÿ ýëåêòðîñòàòè÷å-ñêèìè âçàèìîäåéñòâèÿìè, äðóãèå èìåþò êîâàëåíòíûéõàðàêòåð.Áîëüøóþ ðîëü â èçó÷åíèè �èçèêî-õèìè÷åñêèõñâîéñòâ ñâÿçûâàþùèõ öåíòðîâ ÑÀ× èãðàåò ìåòîä �ëó-îðåñöåíòíûõ íàíîìàðêåðîâ, ÿâëÿþùèõñÿ íèçêîìîëåêó-ëÿðíûìè ëèãàíäàìè äëÿ ÑÀ× [2�5℄. Â ÷àñòíîñòè, ïðèèçó÷åíèè ÑÀ× (èçîýëåêòðè÷åñêàÿ òî÷êà pI 4.7) ïðèìå-íÿþò àíèîííûå ïðè �èçèîëîãè÷åñêîì çíà÷åíèè pH (7.4)�ëóîðåñöåíòíûå íàíîìàðêåðû, òàêèå êàê áåíãàëüñêèéðîçîâûé, ÿâëÿþùèéñÿ òåòðàõëîð-òåòðàéîä-ïðîèçâîäíîé�ëóîðåñöåèíà. Òàêæå ê �ëóîðåñöåíòíûì íàíîìàðêå-ðàì ñåìåéñòâà �ëóîðåñöåèíà îòíîñÿòñÿ èñõîäíîå ñî-åäèíåíèå �ëóîðåñöåèí, åãî éîäèðîâàííàÿ ïðîèçâîäíàÿýðèòðîçèí è åãî áðîìèðîâàííàÿ ïðîèçâîäíàÿ ýîçèí �ðàíåå íàìè èçó÷åíû èõ ïðîöåññû ìîëåêóëÿðíîé àññî-

öèàöèè â ðàñòâîðàõ ÑÀ× [6, 7℄, èõ �ëóîðåñöåíòíûåõàðàêòåðèñòèêè â ðàñòâîðàõ ÑÀ× [6, 7℄, èññëåäîâàíûìåõàíèçìû èõ ñâÿçûâàíèÿ ñ ÑÀ× [8, 9℄ è îïðåäå-ëåíû êîíñòàíòû ñâÿçûâàíèÿ ýòèõ òðåõ íàíîìàðêåðîâñ ÑÀ× [10℄.Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû èññëåäîâàíèÿ�ëóîðåñöåíòíûõ õàðàêòåðèñòèê è ìîëåêóëÿðíîé àññîöè-àöèè áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî â ðàñòâîðàõ ÑÀ× è ñäåëàíûâûâîäû î ñâÿçûâàíèè äàííîãî íàíîìàðêåðà ñ ÑÀ×ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH. Èññëåäîâàíèÿ ñâÿçûâà-íèÿ �ëóîðåñöåíòíûõ íàíîìàðêåðîâ, òàêèõ êàê áåíãàëü-ñêèé ðîçîâûé, ñ ÑÀ× ïîçâîëÿþò ïîëó÷àòü èí�îðìàöèþî ñòðîåíèè è ñâîéñòâàõ ñâÿçûâàþùèõ öåíòðîâ ÑÀ×,â òîì ÷èñëå åãî ëåêàðñòâåííûõ ñàéòîâ, ÷òî èìååòâàæíûé ïðèêëàäíîé ìåäèöèíñêèé è �àðìàêîëîãè÷åñêèéàñïåêò, òàê êàê ìíîãèå ëåêàðñòâåííûå ïðåïàðàòû ïåðå-íîñÿòñÿ â êðîâîòîêå â ñâÿçàííîì ñ ÑÀ× âèäå.1. Ìàòåðèàëû è ìåòîäû1.1. Èññëåäîâàíèå ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ íàíîìàðêåðàáåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî â ðàñòâîðàõ ÑÀ×Áûëè ïîäãîòîâëåíû áó�åðíûå ðàñòâîðû: 0.1 ÌCH3COOH�KOH (pH 3.0�5.0) è 0.1 Ì KH2PO4�0.1 ÌNaOH (pH 6.0�8.0). Íà èõ îñíîâå áûëè ïðèãîòîâëå-íû ðàñòâîðû áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî (3�50 ìêÌ) áåçäîáàâëåíèÿ èëè ñ äîáàâëåíèåì ÑÀ× (150 ìêÌ) ïðèðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH (3.5�8.0).Èçìåðåíèÿ ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ áåíãàëüñêîãî ðîçî-âîãî â èññëåäóåìûõ ðàñòâîðàõ ïðîâîäèëèñü íà ñïåêòðî-�îòîìåòðå Lambda 35 (Perkin Elmer). Îáðàçöû ïîìåùà-ëèñü ïðè èçìåðåíèè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â 1-ñìêþâåòó. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãîðåãèñòðèðîâàëèñü â äèàïàçîíå 400�700 íì.1.2. Èññëåäîâàíèå ñïåêòðîâ �ëóîðåñöåíöèè íàíîìàðêåðàáåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî â ðàñòâîðàõ ÑÀ×Íà îñíîâå âûøåóêàçàííûõ áó�åðíûõ ðàñòâîðîâáûëè ïðèãîòîâëåíû ðàñòâîðû áåíãàëüñêîãî ðîçîâî-



ÁÈÎÔÈÇÈÊÀ È ÌÅÄÈÖÈÍÑÊÀß ÔÈÇÈÊÀ 45ãî (3 ìêÌ) áåç äîáàâëåíèÿ è ñ äîáàâëåíèåì ÑÀ×(10�150 ìêÌ) ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH (3.5�8.0).Èññëåäîâàíèÿ �ëóîðåñöåíòíûõ õàðàêòåðèñòèê áåí-ãàëüñêîãî ðîçîâîãî ïðîâîäèëèñü íà ñïåêòðî�ëóîðèìåò-ðå LS 55 (Perkin Elmer) ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.Ôëóîðåñöåíöèÿ áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî âîçáóæäàëàñüñâåòîì �ex
 = 540 íì.2. Îáñóæäåíèå ðåçóëüòàòîâ2.1. Ìîëåêóëÿðíàÿ àññîöèàöèÿ áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãîâ ðàñòâîðàõ ÑÀ×Â ïîëó÷åííûõ ñïåêòðàõ ïîãëîùåíèÿ áåíãàëüñêîãîðîçîâîãî â ðàñòâîðàõ êàê áåç áåëêà, òàê è ñ ÑÀ×,íàáëþäàåòñÿ íàëè÷èå äâóõ ìàêñèìóìîâ ïîãëîùåíèÿ �äëèííîâîëíîâîãî ìàêñèìóìà ìîíîìåðîâ áåíãàëüñêîãîðîçîâîãî è êîðîòêîâîëíîâîãî ìàêñèìóìà àññîöèàòîâáåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî. Ïî ïîëó÷åííûì ñïåêòðàì ïî-ãëîùåíèÿ áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî îïðåäåëåíà âåëè÷èíàñòåïåíè åãî ìîëåêóëÿðíîé àññîöèàöèè êàê â ðàñòâîðàõáåç áåëêà, òàê è ñ ÑÀ× ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH.Âåëè÷èíà ñòåïåíè ìîëåêóëÿðíîé àññîöèàöèè (1�X )íàíîìàðêåðà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé äîëþ àññîöèèðîâàí-íûõ (â äàííîì ñëó÷àå, äèìåðîâ) ìîëåêóë íàíîìàðêåðà(1�X ) â ðàñòâîðå (ãäå X � äîëÿ ìîíîìåðíûõ ìîëåêóë)è îïðåäåëÿåòñÿ ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå [11℄.Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû çàâèñèìîñòè ñòåïåíè ìî-ëåêóëÿðíîé àññîöèàöèè (1�X ) áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãîîò pH ðàñòâîðîâ áåç áåëêà (à) è ñ ÑÀ× (á). Âèäíî,÷òî ïðè óâåëè÷åíèè çíà÷åíèÿ pH â ðàìêàõ êàæäîé êîí-öåíòðàöèè áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî íàáëþäàåòñÿ óìåíü-øåíèå ñòåïåíè àññîöèàöèè åãî ìîëåêóë êàê â ðàñòâîðàõñ ÑÀ×, òàê è â ðàñòâîðàõ áåç áåëêà. Äàííûé ý��åêòîáúÿñíÿåòñÿ ýëåêòðîñòàòè÷åñêèìè ïðè÷èíàìè: ïðè óâå-ëè÷åíèè pH âîçðàñòàåò îòðèöàòåëüíûé çàðÿä ìîëåêóëáåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî.Äëÿ áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî çíà÷åíèÿ pH åãîèîíèçèðóåìûõ ãðóïï ñëåäóþùèå: pK(OH) = 2.6è pK(COOH) = 4.0. Ïðè çíà÷åíèÿõ pH, ìåíüøèõ 2.6,áåíãàëüñêèé ðîçîâûé íàõîäèòñÿ â ýëåêòðè÷åñêè íåé-òðàëüíîé �îðìå. Ïðè çíà÷åíèÿõ 2.6 6 pH 6 4.0 áåí-ãàëüñêèé ðîçîâûé íàõîäèòñÿ â �îðìå ìîíîàíèîíà. Ïðè

çíà÷åíèÿõ pH, áîëüøèõ 4.0, áåíãàëüñêèé ðîçîâûé íàõî-äèòñÿ â �îðìå äèàíèîíà.Ñ óâåëè÷åíèåì pH âîçðàñòàåò îòðèöàòåëüíûé çàðÿäáåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî, è óñèëèâàþùååñÿ âçàèìíîå îò-òàëêèâàíèå åãî ìîëåêóë ìåøàåò îáðàçîâàíèþ àññîöè-àòîâ, ïðè÷åì ÷åì áîëüøå âåëè÷èíà pH, òåì áîëüøåîòðèöàòåëüíûé çàðÿä ìîëåêóë è òåì ñèëüíåå èõ îòòàë-êèâàíèå äðóã îò äðóãà.Ïðè çíà÷åíèÿõ pH, ìåíüøèõ 4.0, íî áîëüøèõ 3.5, ìî-ëåêóëû áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî ñîõðàíÿþò îòðèöàòåëü-íûé çàðÿä òîëüêî íà ãèäðîêñèëüíîé ãðóïïå, è ïðîöåññûèõ àññîöèàöèè ïðîèñõîäÿò èíòåíñèâíåå, ÷åì íà âûñîêèõçíà÷åíèÿõ pH, áîëüøèõ 4.0.Òàêæå âèäíî (ðèñ. 1), ÷òî ñòåïåíü àññîöèàöèè áåí-ãàëüñêîãî ðîçîâîãî, êàê â ðàñòâîðàõ áåç áåëêà, òàêè â ðàñòâîðàõ ñ ÑÀ×, âîçðàñòàåò ñ óâåëè÷åíèåì êîí-öåíòðàöèè áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî.Âèäíî (ðèñ. 1), ÷òî ñòåïåíü àññîöèàöèè ìîëåêóë áåí-ãàëüñêîãî ðîçîâîãî â ðàñòâîðàõ ÑÀ× ìåíüøå ñòåïåíèàññîöèàöèè ìîëåêóë áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî â ðàñòâîðàõáåç áåëêà ïðè ñîîòâåòñòâóþùèõ çíà÷åíèÿõ pH è ñî-îòâåòñòâóþùèõ êîíöåíòðàöèÿõ áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî,÷òî îáúÿñíÿåòñÿ ñâÿçûâàíèåì áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãîñ ìîëåêóëàìè ÑÀ× è ñîîòâåòñòâåííî óìåíüøåíèåì äîëèíåñâÿçàííûõ ñ áåëêîì ìîëåêóë áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî,ñïîñîáíûõ ê îáðàçîâàíèþ àññîöèàòîâ.Îáíàðóæåííîå â äàííîé ðàáîòå óìåíüøåíèå ñòå-ïåíè ìîëåêóëÿðíîé àññîöèàöèè áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãîâ ðàñòâîðàõ ÑÀ× àíàëîãè÷íî óìåíüøåíèþ â ðàñòâîðàõÑÀ× ñòåïåíè ìîëåêóëÿðíîé àññîöèàöèè òðåõ äðóãèõ íà-íîìàðêåðîâ ñåìåéñòâà �ëóîðåñöåèíà � �ëóîðåñöåèíà,ýðèòðîçèíà è ýîçèíà [6, 7℄.Èç ñðàâíåíèÿ ñòåïåíè ìîëåêóëÿðíîé àññîöèàöèèáåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî, ïîëó÷åííîé â äàííîé ðàáî-òå, è ñòåïåíè ìîëåêóëÿðíîé àññîöèàöèè äðóãèõ òðåõíàíîìàðêåðîâ ñåìåéñòâà �ëóîðåñöåèíà [6, 7℄ âèäíî,÷òî çíà÷åíèÿ ñòåïåíè ìîëåêóëÿðíîé àññîöèàöèè óìåíü-øàþòñÿ ïðè óâåëè÷åíèè ýëåêòðîîòðèöàòåëüíîñòè àòî-ìîâ, âõîäÿùèõ â ñòðóêòóðíûå �îðìóëû íàíîìàðêåðîâ.Ýëåêòðîîòðèöàòåëüíîñòü àòîìîâ â ñòðóêòóðíûõ �îðìó-ëàõ íàíîìàðêåðîâ ñåìåéñòâà �ëóîðåñöåèíà âîçðàñòàåò

�èñ. 1. Çàâèñèìîñòü ñòåïåíè ìîëåêóëÿðíîé àññîöèàöèè áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî îò pH â ðàñòâîðàõ áåç áåëêà (à)è ñ 150 ìêÌ ÑÀ× (á) ïðè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî: 3 ìêÌ (1), 10 ìêÌ (2),20 ìêÌ (3), 30 ìêÌ (4), 50 ìêÌ (5)



46 ÂÌÓ. Ñåðèÿ 3. ÔÈÇÈÊÀ. ÀÑÒ�ÎÍÎÌÈß. 2011. � 5â ñëåäóþùåì íàïðàâëåíèè: �ëóîðåñöåèí, ýðèòðîçèí,ýîçèí, áåíãàëüñêèé ðîçîâûé.2.2. Ôëóîðåñöåíòíûå õàðàêòåðèñòèêè íàíîìàðêåðàáåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî â ðàñòâîðàõ ÑÀ×Â õîäå ðàáîòû èññëåäîâàíû �ëóîðåñöåíòíûå õàðàê-òåðèñòèêè íàíîìàðêåðà áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî â ðàñòâî-ðàõ ÑÀ× ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH.Îáíàðóæåíî, ÷òî ìàêñèìóìû ñïåêòðîâ �ëóîðåñöåí-öèè áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî â ðàñòâîðàõ ñ ÑÀ× ñìåùåíûâ êðàñíóþ îáëàñòü ïî ñðàâíåíèþ ñ ìàêñèìóìàìè ñïåê-òðîâ �ëóîðåñöåíöèè áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî â ðàñòâîðàõáåç áåëêà: íàïðèìåð, ïðè pH 3.5 ìàêñèìóì ñïåêòðà�ëóîðåñöåíöèè áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî â ðàñòâîðàõ áåçáåëêà íàõîäèòñÿ íà 563 íì, à â ðàñòâîðàõ ñ ÑÀ× � íà572 íì.Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû çàâèñèìîñòè èíòåíñèâíî-ñòè â ìàêñèìóìå ñïåêòðà �ëóîðåñöåíöèè áåíãàëüñêîãîðîçîâîãî îò pH â ðàñòâîðàõ áåç áåëêà è â ðàñòâîðàõñ ÑÀ×. Âèäíî, ÷òî â ðàñòâîðàõ áåç áåëêà èíòåíñèâíîñòüâ ìàêñèìóìå ñïåêòðà �ëóîðåñöåíöèè áåíãàëüñêîãî ðî-çîâîãî óìåíüøàåòñÿ, à çàòåì âûõîäèò íà ïîñòîÿííîåçíà÷åíèå ñ óâåëè÷åíèåì pH. Ïðè pH, áîëüøèõ 4.0(pK COOH-ãðóïïû áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî), ìîëåêóëûáåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî â ñðåäíåì çàðÿæåíû ñèëüíî îò-ðèöàòåëüíî (äèàíèîíû), ÷òî âûçûâàåò èõ ýêðàíèðîâêóäèïîëüíûìè ìîëåêóëàìè âîäû. Ïðè pH, ìåíüøèõ 4.0,íî áîëüøèõ 3.5 (pK OH-ãðóïïû áåíãàëüñêîãî ðîçî-âîãî 2.6), ìîëåêóëû áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî â ñðåäíåìñëàáî îòðèöàòåëüíî çàðÿæåíû (ìîíîàíèîíû), ïîýòîìóýêðàíèðîâêà äèïîëüíûìè ìîëåêóëàìè âîäû ïðàêòè÷å-ñêè îòñóòñòâóåò.

�èñ. 2. Çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè â ìàêñèìóìå ñïåê-òðà �ëóîðåñöåíöèè áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî (3 ìêÌ)ïðè �ex
 = 540 íì îò pH â ðàñòâîðàõ áåç áåëêà (1)è â ðàñòâîðàõ 150 ìêÌ ÑÀ× (2)Â ðàñòâîðàõ ÑÀ× ïðîèñõîäèò (ðèñ. 2) òóøåíèå �ëó-îðåñöåíöèè áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî. Íèçêàÿ èíòåíñèâ-íîñòü �ëóîðåñöåíöèè áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî â ðàñòâî-ðàõ ÑÀ× ïðè çíà÷åíèÿõ pH, ìåíüøèõ ïðèìåðíî 5.0,îáóñëîâëåíà èíòåíñèâíûì ñâÿçûâàíèåì áåíãàëüñêîãî

ðîçîâîãî ñ áåëêîì: ïðè çíà÷åíèÿõ pH, ìåíüøèõ ïðè-ìåðíî 5.0, ìîëåêóëû ÑÀ× çàðÿæåíû ïîëîæèòåëüíî(pI 4.7), à áåíãàëüñêèé ðîçîâûé ëèáî íàõîäèòñÿ â �îðìåìîíîàíèîíà ïðè 3.5 < pH < 4.0, ëèáî íàõîäèòñÿ â �îðìåäèàíèîíà ïðè 4.0 < pH < 5.0.Óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè �ëóîðåñöåíöèè áåíãàëü-ñêîãî ðîçîâîãî â ðàñòâîðàõ ÑÀ× ïðè óâåëè÷åíèè pHáîëüøå 5.0 îáóñëîâëåíî òåì, ÷òî îòðèöàòåëüíî çàðÿæåí-íûå ìîëåêóëû ÑÀ× è äèàíèîíû áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãîïëîõî ñâÿçûâàþòñÿ, è ýòî ïðèâîäèò ê áîëüøîìó êîëè-÷åñòâó íåñâÿçàííîãî ñ áåëêîì áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî.Îáíàðóæåííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå êðàñíûé ñäâèãñïåêòðîâ �ëóîðåñöåíöèè è òóøåíèå �ëóîðåñöåíöèèáåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî â ðàñòâîðàõ ÑÀ× àíàëîãè÷íûêðàñíîìó ñìåùåíèþ ñïåêòðîâ �ëóîðåñöåíöèè è òóøå-íèþ �ëóîðåñöåíöèè òðåõ äðóãèõ íàíîìàðêåðîâ ñåìåé-ñòâà �ëóîðåñöåèíà � �ëóîðåñöåèíà, ýðèòðîçèíà è ýîçè-íà � â ðàñòâîðàõ ÑÀ× [6, 7, 9℄.2.3. Êîíñòàíòû òóøåíèÿ �ëóîðåñöåíöèè íàíîìàðêåðàáåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî â ðàñòâîðàõ ÑÀ×Â ðàáîòå îïðåäåëåíû êîíñòàíòû òóøåíèÿ �ëóî-ðåñöåíöèè áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî â ðàñòâîðàõ ñ ÑÀ×(â ñëó÷àå îäíîãî ñàéòà ñâÿçûâàíèÿ íà ÑÀ× äëÿ îäíîéìîëåêóëû áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî (N = 1) ýòî ý��åê-òèâíàÿ êîíñòàíòà ñâÿçûâàíèÿ áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãîñ áåëêîì) ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH.Ïðè òóøåíèè �ëóîðåñöåíöèè íàíîìàðêåðà áåíãàëü-ñêîãî ðîçîâîãî â ðàñòâîðàõ äîáàâëåíèåì ðàçëè÷íûõêîíöåíòðàöèé òóøèòåëÿ � ÑÀ× [12℄ ìîæíî ñîãëàñíîòåîðèè Øòåðíà�Ôîëüìåðà çàïèñàòü óðàâíåíèåF0F = 1+K � [Q℄,ãäå F0 � èíòåíñèâíîñòü �ëóîðåñöåíöèè áåíãàëüñêîãîðîçîâîãî â îòñóòñòâèå òóøèòåëÿ (ÑÀ×), F � èíòåí-ñèâíîñòü �ëóîðåñöåíöèè áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî â ïðè-ñóòñòâèè òóøèòåëÿ (ÑÀ×), [Q℄ � êîíöåíòðàöèÿ òóøè-òåëÿ � ÑÀ× (ïðèáëèæåííî ýòî îáùàÿ êîíöåíòðàöèÿáåëêà â ðàñòâîðå), K � êîíñòàíòà òóøåíèÿ �ëóîðåñöåí-öèè áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî, èëè â ñëó÷àå îäíîãî ñàéòàñâÿçûâàíèÿ íà ÑÀ× äëÿ îäíîé ìîëåêóëû áåíãàëüñêîãîðîçîâîãî (N = 1) ý��åêòèâíàÿ êîíñòàíòà ñâÿçûâàíèÿáåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî ñ áåëêîì (M�1 ). Êàê ïîêàçà-íî [8℄, íàíîìàðêåðû ñåìåéñòâà �ëóîðåñöåèíà, ê êîòî-ðîìó ïðèíàäëåæèò áåíãàëüñêèé ðîçîâûé, ñâÿçûâàþòñÿñ öåíòðîì I ÑÀ× è N = 1, ïîýòîìó ïî ìîäåëè Øòåðíà �Ôîëüìåðà â äàííîì ñëó÷àå îïðåäåëÿþòñÿ ý��åêòèâíûåêîíñòàíòû ñâÿçûâàíèÿ áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî ñ ÑÀ×.�ðà�èê çàâèñèìîñòè F0/F � 1 îò [Q℄ ïðåäñòàâëÿåòñîáîé ïðÿìóþ ëèíèþ ñ íàêëîíîì K â ñëó÷àå îäíîãîìåõàíèçìà ñâÿçûâàíèÿ íàíîìàðêåðà ñ áåëêîì, à ïðèíàëè÷èè íåñêîëüêèõ ìåõàíèçìîâ ñâÿçûâàíèÿ íàíîìàð-êåðà ñ áåëêîì íàáëþäàþòñÿ îòêëîíåíèÿ îò ëèíåéíîñòè.Èç ïîëó÷åííûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ ïî òóøå-íèþ �ëóîðåñöåíöèè áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî ðàçëè÷íûìèêîíöåíòðàöèÿìè ÑÀ× (ðèñ. 3) ïîêàçàíî, ÷òî ïðè âñåõçíà÷åíèÿõ pH íàáëþäàþòñÿ îòêëîíåíèÿ îò ëèíåéíîñòèçàâèñèìîñòè F0/F � 1 îò [Q℄, ÷òî óêàçûâàåò íà íàëè÷èåîäíîâðåìåííî íåñêîëüêèõ ìåõàíèçìîâ ñâÿçûâàíèÿ (êî-âàëåíòíîãî è èîííîãî) áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî ñ ÑÀ×.Îïðåäåëåííûå ïî ëèíåéíîìó òðåíäó ãðà�èêîâ Øòåð-íà�Ôîëüìåðà êîíñòàíòû ñâÿçûâàíèÿ ïðåäñòàâëÿþò
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�èñ. 3. �ðà�èêè Øòåðíà�Ôîëüìåðà òóøåíèÿ �ëóîðåñ-öåíöèè áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî (3 ìêÌ) äîáàâëåíèåìðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé ÑÀ× ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷å-íèÿõ pH: 3.5 (1), 4.0 (2), 5.0 (3), 6.0 (4), 7.0 (5), 8.0 (6)ñîáîé ý��åêòèâíûå êîíñòàíòû ñâÿçûâàíèÿ áåíãàëüñêî-ãî ðîçîâîãî ñ ÑÀ× ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH,óñðåäíåíî ó÷èòûâàþùèå âñå ìåõàíèçìû âçàèìîäåé-ñòâèÿ (è êîâàëåíòíûé, è èîííûé) íàíîìàðêåðà ñ áåë-êîì. Ââåäåíèå ý��åêòèâíûõ êîíñòàíò (áåç ðàçáèâàíèÿãðà�èêîâ Øòåðíà�Ôîëüìåðà íà íåñêîëüêî èíòåðâàëîâñ ðàçëè÷íûìè êîíñòàíòàìè) ïîçâîëÿåò ïðîâåñòè ñðàâíå-íèå ñâÿçûâàíèÿ áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî ñ ÑÀ× ñî ñâÿçû-âàíèåì äðóãèõ íàíîìàðêåðîâ ñåìåéñòâà �ëóîðåñöåèíàñ ÑÀ× â èññëåäóåìîì äèàïàçîíå pH.Â òàáëèöå ïðåäñòàâëåíû çíà÷åíèÿ ý��åêòèâíûõ êîí-ñòàíò ñâÿçûâàíèÿ áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî ñ ÑÀ× ïðèðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH. Âèäíî, ÷òî ìàêñèìàëüíîý��åêòèâíîå ñâÿçûâàíèå áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî ñ ÑÀ×èìååò ìåñòî ïðè pH, ìåíüøèõ 5.0, ÷òî îáúÿñíÿåòñÿâçàèìíûì ñîîòíîøåíèåì ýëåêòðè÷åñêèõ çàðÿäîâ ÑÀ×è áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî: ÑÀ× çàðÿæåí ïîëîæèòåëü-íî, à áåíãàëüñêèé ðîçîâûé ëèáî â �îðìå ìîíîàíèî-íà ïðè 3.5 < pH < 4.0, ëèáî â �îðìå äèàíèîíà ïðè4.0 < pH < 5.0.Ý��åêòèâíûå êîíñòàíòû ñâÿçûâàíèÿáåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî ñ ÑÀ×pH 3.5 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0K, Ì�1 9250 6670 4820 2310 810 320Êàê âèäíî èç òàáëèöû, äëÿ áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãîõàðàêòåðíà ìîíîòîííî óáûâàþùàÿ çàâèñèìîñòü ý��åê-òèâíîé êîíñòàíòû ñâÿçûâàíèÿ åãî ñ ÑÀ× ñ ðîñòîì pH,÷òî îáúÿñíÿåòñÿ ñîîòíîøåíèåì ýëåêòðè÷åñêèõ çàðÿäîâáåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî è ÑÀ×: ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ pHáåëîê ñòàíîâèòñÿ îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííûì è âñå õóæåñâÿçûâàåòñÿ ñ áåíãàëüñêèì ðîçîâûì.Èç ñðàâíåíèÿ çíà÷åíèé ý��åêòèâíûõ êîíñòàíò ñâÿ-çûâàíèÿ áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî ñ ÑÀ×, îïðåäåëåííûõâ äàííîé ðàáîòå, è ý��åêòèâíûõ êîíñòàíò ñâÿçûâà-íèÿ òðåõ äðóãèõ íàíîìàðêåðîâ ñåìåéñòâà �ëóîðåñöåèíàñ ÑÀ×, îïðåäåëåííûõ â [10℄, îáíàðóæåíî, ÷òî íàëè÷èåâ ìîëåêóëå íàíîìàðêåðà áîëåå ýëåêòðîîòðèöàòåëüíîãî

àòîìà ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ çíà÷åíèé pK(COOH)è pK(OH) ýòèõ íàíîìàðêåðîâ, ÷òî ñêàçûâàåòñÿ íàâçàèìîäåéñòâèè èõ ñ ÑÀ× � à èìåííî íàëè÷èå áîëååýëåêòðîîòðèöàòåëüíîãî àòîìà â ìîëåêóëå íàíîìàðêåðàïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ çíà÷åíèé ý��åêòèâíûõ êîí-ñòàíò ñâÿçûâàíèÿ íàíîìàðêåðà ñ ÑÀ× â îáëàñòè îòpI ÑÀ× (4.7) äî �èçèîëîãè÷åñêîãî çíà÷åíèÿ pH (7.4).Êàê óêàçûâàëîñü ðàíåå, ýëåêòðîîòðèöàòåëüíîñòü àòî-ìîâ â ñòðóêòóðíûõ �îðìóëàõ íàíîìàðêåðîâ ñåìåéñòâà�ëóîðåñöåèíà âîçðàñòàåò â ñëåäóþùåì íàïðàâëåíèè:�ëóîðåñöåèí, ýðèòðîçèí, ýîçèí, áåíãàëüñêèé ðîçîâûé.Çàêëþ÷åíèåÂ ðàáîòå ïðîâåäåí àíàëèç �ëóîðåñöåíòíûõ õàðàêòå-ðèñòèê è ìîëåêóëÿðíîé àññîöèàöèè íàíîìàðêåðà áåí-ãàëüñêîãî ðîçîâîãî, ïðèíàäëåæàùåãî ê ñåìåéñòâó �ëó-îðåñöåèíà, â ðàñòâîðàõ ÑÀ× ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíè-ÿõ pH.Îïðåäåëåíû çíà÷åíèÿ ñòåïåíè ìîëåêóëÿðíîé àññîöè-àöèè áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõpH â ðàñòâîðàõ áåç áåëêà è â ðàñòâîðàõ ÑÀ×. Îáíàðó-æåíî óìåíüøåíèå ñòåïåíè àññîöèàöèè áåíãàëüñêîãî ðî-çîâîãî â ðàñòâîðàõ ïðè äîáàâëåíèè â íèõ ÑÀ×. Ïîêàçà-íî, ÷òî ñòåïåíü ìîëåêóëÿðíîé àññîöèàöèè áåíãàëüñêîãîðîçîâîãî ìîíîòîííî óáûâàåò ñ ðîñòîì çíà÷åíèé pHêàê â ðàñòâîðàõ ñ ÑÀ×, òàê è â ðàñòâîðàõ áåç áåë-êà. Îáíàðóæåíî, ÷òî íà çíà÷åíèÿ ñòåïåíè ìîëåêóëÿð-íîé àññîöèàöèè íàíîìàðêåðîâ ñåìåéñòâà �ëóîðåñöåèíà,â ÷àñòíîñòè áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî, îêàçûâàåò âëèÿíèåâåëè÷èíà ýëåêòðîîòðèöàòåëüíîñòè àòîìîâ, âõîäÿùèõâ ñòðóêòóðíûå �îðìóëû íàíîìàðêåðîâ, è çíà÷åíèÿ pKèõ èîíèçèðóåìûõ ãðóïï.Â íàñòîÿùåé ðàáîòå çàðåãèñòðèðîâàíî, ÷òî â ðàñ-òâîðàõ ñ ÑÀ× ïðîèñõîäÿò òóøåíèå �ëóîðåñöåíöèèè êðàñíûé ñäâèã ìàêñèìóìà ñïåêòðà �ëóîðåñöåíöèèáåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî. Àíàëîãè÷íûå çàêîíîìåðíîñòèõàðàêòåðíû è äëÿ äðóãèõ íàíîìàðêåðîâ ñåìåéñòâà �ëó-îðåñöåèíà, ÷òî îáíàðóæåíî ðàíåå íàìè [6, 7, 9℄.Ïî òóøåíèþ �ëóîðåñöåíöèè áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãîäîáàâëåíèåì ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé ÑÀ× îïðåäåëåíûâ ðàìêàõ ìîäåëè Øòåðíà � Ôîëüìåðà ý��åêòèâíûåêîíñòàíòû ñâÿçûâàíèÿ íàíîìàðêåðà ñ ìîëåêóëàìè ÑÀ×ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH. Ïîêàçàíî, ÷òî çàâèñè-ìîñòü ý��åêòèâíîé êîíñòàíòû ñâÿçûâàíèÿ áåíãàëüñêî-ãî ðîçîâîãî ñ ÑÀ× ìîíîòîííî óáûâàåò ñ ðîñòîì pH,÷òî îáúÿñíÿåòñÿ âçàèìíûì ñîîòíîøåíèåì ýëåêòðè÷å-ñêèõ çàðÿäîâ ìîëåêóë ÑÀ× è áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî.Îáíàðóæåíî, ÷òî íà çíà÷åíèÿ ý��åêòèâíûõ êîíñòàíòñâÿçûâàíèÿ áåíãàëüñêîãî ðîçîâîãî ñ ÑÀ×, êàê è íàêîíñòàíòû ñâÿçûâàíèÿ âñåõ íàíîìàðêåðîâ ñåìåéñòâà�ëóîðåñöåèíà ñ ÑÀ×, îêàçûâàåò âëèÿíèå âåëè÷èíàýëåêòðîîòðèöàòåëüíîñòè àòîìîâ â ñòðóêòóðíûõ �îð-ìóëàõ íàíîìàðêåðîâ è çíà÷åíèÿ pK èõ èîíèçèðóåìûõãðóïï. Ñïèñîê ëèòåðàòóðû1. �ðûçóíîâ Þ.À., Äîáðåöîâ �.Å. Àëüáóìèí ñûâîðîòêè êðî-âè â êëèíè÷åñêîé ìåäèöèíå. Ì., 1994.2. Pelet S., Gratzel M., Moser J.-E. // J. Phys. Chem. Â.2003. 107. Ñ. 3215.3. Waheed A.A., Sridhar Rao K., Gupta P.D. // Analyt.Bio
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