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Проведен анализ молекулярной ассоциации и флуоресцентных характеристик наномаркеров
семейства флуоресцеина — флуоресцеина, эритрозина, эозина и бенгальского розового — в растворах
БСА. Для всех наномаркеров характерно уменьшение степени молекулярной ассоциации в растворах
с БСА по сравнению с растворами без белка. В растворах с БСА у всех наномаркеров семейства
флуоресцеина происходят тушение флуоресценции и красный сдвиг максимума спектра флуорес-
ценции. Зависимости степени молекулярной ассоциации от pH различаются для флуоресцеина и
его галоген-производных. Характер зависимости интенсивности флуоресценции наномаркера от pH
различается для флуоресцеина и его галоген-производных. Зависимости эффективности связывания
наномаркера с БСА от pH различаются для флуоресцеина и его галоген-производных.
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Введение

Бычий сывороточный альбумин (БСА, 64 кДа, изо-
электрическая точка pI 4.9) представляет собой глобу-
лярный белок плазмы крови. Уникальная способность
молекулы БСА связывать обширный круг органиче-
ских и неорганических лигандов определяет одну из
основных функций этого белка — транспорт физио-
логических метаболитов. Основой взаимодействий мо-
лекулы БСА с лигандами является структурная по-
движность этой белковой молекулы, обеспеченная уни-
кальной укладкой цепи белка. Первичная структура
БСА определяется единственной полипептидной цепью,
состоящей из 582 аминокислотных остатков. Третичная
структура БСА определяется тремя доменами. БСА
является типичным представителем белков семейства
альбуминов и имеет строение, схожее с сывороточным
альбумином человека (САЧ) с небольшими различия-
ми [1].

Механизм связывания лигандов с молекулой БСА
определяется наличием на белке специфических участ-
ков — связывающих центров. Некоторые реакции свя-
зывания белка с лигандами обеспечиваются электро-
статическими взаимодействиями, другие — носят кова-
лентный характер, вызывая химические модификации
боковых радикалов аминокислотных остатков.

Большую роль в изучении физико-химических
свойств связывающих центров БСА играет метод флу-
оресцентных наномаркеров [2–6]. Для исследования
БСА, как и САЧ, непосредственно в плазме крови ис-
пользуют анионные при физиологическом значении pH
наномаркеры семейства флуоресцеина (рис. 1) — ис-
ходное соединение флуоресцеин и его галоген — про-
изводные (тетрахлор-тетрайод-производная — бенгаль-
ский розовый, тетрабром-производная — эозин, тетра-

йод-производная — эритрозин). Флуоресцентные нано-
маркеры семейства флуоресцеина также используются
для моделирования взаимодействия лекарственных пре-
паратов с БСА.

Ранее нами изучены процессы молекулярной ассо-
циации наномаркеров семейства флуоресцеина в рас-
творах САЧ [7–10], флуоресцентные характеристики
наномаркеров семейства флуоресцеина в растворах САЧ
[8–12], исследованы механизмы связывания наномарке-
ров семейства флуоресцеина с САЧ [13–17].

В настоящей работе представлены исследования
процессов молекулярной ассоциации и флуоресцентных
характеристик наномаркеров семейства флуоресцеина
в растворах БСА при различных значениях pH. Иссле-
дования этих характеристик наномаркеров семейства
флуоресцеина в растворах БСА позволяют получать ин-
формацию о характере связывания этих наномаркеров
с БСА, что имеет важный прикладной медицинский и
фармакологический аспект при моделировании взаимо-
действия ряда лекарственных препаратов с БСА.

1. Материалы и методы

Были подготовлены следующие буферные растворы:
0.1 М CH3COOH — KOH (pH 3.5–5.0) и 0.1 М
KH2PO4 — 0.1 М NaOH (pH 6.0–8.0).

1.1. Абсорбционная спектроскопия в исследованиях
молекулярной ассоциации наномаркеров семейства

флуоресцеина в растворах БСА

На основе вышеуказанных буферных растворов бы-
ли приготовлены:

1) растворы наномаркера (флуоресцеина, эритрози-
на, эозина и бенгальского розового) различных кон-
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Рис. 1. Структурные формулы наномаркеров семейства флуоресцеина и значения pK их ионизируемых групп:
а — флуоресцеин, б — эритрозин, в — эозин, г — бенгальский розовый

центраций (3–50 мкМ) при различных значениях pH
(3.0–8.0);

2) растворы наномаркера (флуоресцеина, эритрози-
на, эозина и бенгальского розового) различных концен-
траций (3–50 мкМ), содержащие БСА (150 мкМ), при
различных значениях pH (3.0–8.0).

Измерения спектров поглощения наномаркеров в ис-
следуемых растворах проводились на спектрофотометре
Lambda 35 (Perkin Elmer). Приготовленные образцы
помещались при измерении в 1-см кювету при комнат-
ной температуре. Спектры поглощения наномаркеров
в растворах регистрировались в диапазоне 300–700 нм.

1.2. Изучение флуоресцентных характеристик
наномаркеров семейства флуоресцеина в растворах БСА

На основе буферных растворов были приготовлены:
1) растворы наномаркера (3 мкМ флуоресцеина;

30 мкМ эритрозина; 30 мкМ эозина, 3 мкМ бенгаль-
ского розового) при различных значениях pH (3.0–8.0);

2) растворы наномаркера (3 мкМ флуоресцеина;
30 мкМ эритрозина; 30 мкМ эозина, 3 мкМ бен-
гальского розового), содержащие БСА (150 мкМ), при
различных значениях pH (3.0–8.0).

Поскольку в настоящей работе представляет интерес
качественное влияние БСА на флуоресценцию каждого
наномаркера при различных значениях pH, а не коли-
чественное сравнение интенсивностей флуоресценции
наномаркеров между собой, было возможно выбрать

различные концентрации наномаркеров, что обусловле-
но техническими моментами, связанными с прибором.

Исследования флуоресценции наномаркеров в рас-
творах проводились на спектрофлуориметре LS 55
(Perkin Elmer) при комнатной температуре.

Флуоресценция наномаркеров в исследуемых рас-
творах возбуждалась светом со следующими длинами
волн: 1) флуоресцеин — λфл

возб = 440 нм; 2) эритрозин —
λэрит

возб = 530 нм; 3) эозин — λэоз
возб = 520 нм; 4) бенгаль-

ский розовый — λфл
возб = 540 нм.

2. Обсуждение результатов

2.1. Молекулярная ассоциация наномаркеров
в растворах БСА при различных pH

Получены спектры поглощения наномаркеров семей-
ства флуоресцеина как в растворах без белка, так
и в растворах БСА при различных значениях pH и
при различных концентрациях наномаркеров. Вид спек-
тров поглощения наномаркеров в растворах без белка
аналогичен известным спектрам поглощения данных
наномаркеров в [2, 3, 18], где они представлены для
различных растворителей наномаркеров, а вид спектров
поглощения наномаркеров в растворах с БСА схож
с видом спектров поглощения этих наномаркеров в рас-
творах САЧ, подробно представленных в [19].

Обнаружено, что для всех наномаркеров наблюда-
ется общая закономерность — положение максимума
спектра поглощения наномаркера в растворах с БСА
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смещается в красную область по сравнению с раство-
рами без белка, что объясняется связыванием наномар-
кера с белком [2, 7, 9, 13].

В полученных спектрах поглощения наномаркеров
в растворах как с БСА, так и без него, наблюдается на-
личие двух максимумов поглощения — длинноволново-
го максимума мономеров и коротковолнового максиму-
ма ассоциатов наномаркеров. В работе определена вели-
чина степени молекулярной ассоциации наномаркеров
как в растворах без белка, так и в растворах с БСА при
различных значениях pH и при различных концентра-
циях наномаркеров. Величина степени молекулярной
ассоциации (1−X ) раствора наномаркера представля-
ет собой долю ассоциированных молекул наномаркера
(1−X ) в растворе, где X — доля мономерных молекул,
и определяется по стандартной методике разложения
спектра поглощения наномаркера–красителя на компо-
ненты мономеров и ассоциатов, подробно представлен-
ной в [3].

На рис. 2, а представлены зависимости от значе-
ния pH степени молекулярной ассоциации 1−X исход-
ного соединения данного ряда наномаркеров — флуо-
ресцеина (для его концентрации 30 мкМ) как в раство-
рах без белка, так и с БСА. Зависимости 1−X от pH
для других концентраций флуоресцеина имеют схожие
с представленной концентрацией (30 мкМ) закономер-
ности, причем только наблюдается увеличение значений
1−X при увеличении концентрации флуоресцеина.

Из рис. 2, а видно, что как в растворах без белка,
так и в растворах с БСА зависимость 1−X флуорес-
цеина от pH имеет нелинейный характер с максимумом
при значении pH 6.0, при котором молекулы флуорес-
цеина электрически нейтральны (см. рис. 1) и легко
образуют ассоциаты.

1−X молекул флуоресцеина в растворах БСА мень-
ше 1−X молекул флуоресцеина в растворах без белка,
что объясняется связыванием флуоресцеина с БСА и
уменьшением доли несвязанного с белком флуоресце-
ина, способного к образованию ассоциатов. Наиболее

сильное уменьшение 1−X флуоресцеина в растворах
с БСА имеет место при pH 6.0, что объясняется
сильным связыванием флуоресцеина с белком.

На рис. 2, б представлены зависимости от значе-
ния pH степени молекулярной ассоциации 1−X гало-
ген-производных флуоресцеина (эритрозина, эозина и
бенгальского розового) как в растворах без белка, так
и с БСА (для их концентрации 30 мкМ). Зависимости
1−X от pH для других концентраций наномарке-
ров имеют схожие с представленной концентрацией
(30 мкМ) закономерности, причем только наблюдается
увеличение значений 1−X при увеличении концентра-
ции каждого наномаркера.

При увеличении pH как в растворах с БСА, так и
в растворах без белка наблюдается монотонное умень-
шение 1−X молекул всех трех галоген-содержащих
наномаркеров (эритрозина, эозина и бенгальского розо-
вого), что объясняется увеличением их отрицательного
заряда с ростом pH и соответственно уменьшением
способности к образованию ассоциатов по электроста-
тическим причинам.

При высоких значениях pH > 5.5 молекулы эритро-
зина сильно отрицательно заряжены (дианионы), и
их взаимное отталкивание мешает образованию ассо-
циатов. При более низких значениях 3.6 < pH < 5.5
молекулы эритрозина теряют отрицательный заряд на
COOH-группе и переходят в слабо отрицательно заря-
женную форму моноаниона, что и облегчает их ассо-
циацию.

При высоких значениях pH > 5.0 молекулы эозина
сильно отрицательно заряжены (дианионы), и их вза-
имное отталкивание мешает образованию ассоциатов.
При более низких значениях 3.0 < pH < 5.0 молекулы
эозина теряют отрицательный заряд на COOH-группе
и переходят в слабо отрицательно заряженную форму
моноаниона, что и облегчает их ассоциацию.

При высоких значениях pH > 4.0 молекулы бенгаль-
ского розового сильно отрицательно заряжены (диани-
оны), и их взаимное отталкивание мешает образованию

Рис. 2. Зависимость от pH: а — степени молекулярной ассоциации флуоресцеина (30 мкМ): 1 — без
белка, 2 — с БСА (150 мкМ); б — степени молекулярной ассоциации галоген-производных флуоресцеина
(30 мкМ): 1 — эритрозина, 2 — эритрозина с БСА (150 мкМ), 3 — эозина, 4 — эозина с БСА (150 мкМ),

5 — бенгальского розового, 6 — бенгальского розового с БСА (150 мкМ)
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ассоциатов. При более низких значениях 2.6 < pH < 4.0
молекулы бенгальского розового теряют отрицательный
заряд на COOH-группе и переходят в слабо отрицатель-
но заряженную форму моноаниона, что и облегчает их
ассоциацию.

В растворах БСА (рис. 2, б) 1−X молекул всех
трех галоген-содержащих наномаркеров меньше 1−X
молекул этих наномаркеров в растворах без белка
при соответствующих значениях pH, что объясняется
связыванием наномаркеров с молекулами БСА и соот-
ветственно уменьшением доли несвязанных с белком
молекул наномаркеров.

Наиболее сильное уменьшение 1−X молекул га-
логен-содержащих наномаркеров в растворах БСА по
сравнению с растворами без белка имеет место при
pH, меньших 5.0, когда происходит эффективное свя-
зывание положительно заряженных молекул БСА и
данных наномаркеров (эозина в форме моноаниона
при 3.0 < pH < 5.0, эритрозина в форме нейтраль-
ной молекулы при 3.5 < pH < 3.6 и моноаниона при
3.6 < pH < 5.5, бенгальского розового в форме моноани-
она при 2.6 < pH < 4.0 и дианиона при 4.0 < pH < 5.0).

2.2. Флуоресцентные характеристики наномаркеров
в растворах БСА при различных pH

Получены спектры флуоресценции наномаркеров
флуоресцеина как в растворах без белка, так и в рас-
творах с БСА при различных значениях pH. Вид
спектров флуоресценции наномаркеров в растворах без
белка аналогичен известным спектрам флуоресценции
данных наномаркеров в [2, 3, 18], где они пред-
ставлены для различных растворителей наномаркеров,
а вид спектров флуоресценции наномаркеров в раство-
рах с БСА схож с видом спектров флуоресценции этих
наномаркеров в растворах САЧ, подробно представлен-
ных в [19].

Для наномаркеров семейства флуоресцеина в рас-
творах с БСА при всех исследованных значениях pH
наблюдается небольшое красное смещение положения
максимума спектра флуоресценции наномаркера по
сравнению с растворами без белка, что объясняется
связыванием наномаркера с белком [2, 7, 9, 13].

Например, при pH 5.0 максимум спектра флуо-
ресценции флуоресцеина находится для растворов без
белка на 510 нм, а для растворов с БСА — на 515 нм,
максимум спектра флуоресценции эритрозина находит-
ся для растворов без белка на 550 нм, а для растворов
с БСА на — 566 нм, максимум спектра флуоресценции
эозина находится для растворов без белка на 544 нм,
а для растворов с БСА на — 555 нм, максимум спектра
флуоресценции бенгальского розового находится для
растворов без белка на 563 нм, а для растворов с БСА
на — 572 нм.

На рис. 3 представлены зависимости интенсивности
в максимуме спектров флуоресценции ( Iмакс

фл ) наномар-
керов семейства флуоресцеина от pH растворов, как
содержащих БСА, так и не содержащих белок.

В растворах без белка при увеличении pH наблюда-
ется увеличение Iмакс

фл флуоресцеина, что связано с из-
менением заряда наномаркера. При значениях pH < 5.5
флуоресцеин находится в слабо положительно заря-
женной форме, обладающей небольшой способностью

Рис. 3. Зависимость интенсивности в максимуме спек-
тра флуоресценции наномаркеров семейства флуорес-
цеина от pH: 1 — флуоресцеина (3 мкМ), 2 — флуорес-
цеина (3 мкМ) с БСА (150 мкМ), 3 — эритрозина (30
мкМ), 4 — эритрозина (30 мкМ) с БСА (150 мкМ),
5 — эозина (30 мкМ), 6 — эозина (30 мкМ) с БСА
(150 мкМ), 7 — бенгальского розового (3 мкМ),
8 — бенгальского розового (3 мкМ) с БСА (150 мкМ)

к флуоресценции. При значениях 5.5 < pH < 6.8 моле-
кулы флуоресцеина электрически нейтральны. В обла-
сти 6.8 < pH < 8.0 флуоресцеин слабо отрицательно за-
ряжен и находится в форме моноаниона. При pH > 8.0
флуоресцеин сильно отрицательно заряжен и находится
в форме дианиона. Отрицательно заряженные фор-
мы флуоресцеина обладают большей интенсивностью
флуоресценции.

В растворах без белка Iмакс
фл эритрозина уменьшает-

ся, а затем выходит на постоянное значение с увеличе-
нием pH. При значениях pH < 3.6 молекулы эритрозина
электрически нейтральны. При 3.6 < pH < 5.5 эритро-
зин слабо отрицательно заряжен (моноанион) и слабо
экранируется дипольными молекулами воды, поэтому
Iмакс
фл высокая. При pH > 5.5 эритрозин заряжен сильно
отрицательно (дианион), что вызывает его сильную
экранировку молекулами воды и соответственно умень-
шение Iмакс

фл по сравнению с pH < 5.5.
В растворах без белка Iмакс

фл эозина уменьшается,
а затем выходит на постоянное значение с увеличе-
нием pH. При значениях pH < 3.0 молекулы эозина
электрически нейтральны. При 3.0 < pH < 5.0 эозин
слабо отрицательно заряжен (моноанион) и слабо экра-
нируется дипольными молекулами воды, поэтому Iмакс

фл
высокая. При pH > 5.0 эозин заряжен сильно отрица-
тельно (дианион), что вызывает его сильную экрани-
ровку молекулами воды и, соответственно, уменьшение
Iмакс
фл по сравнению с pH < 5.0.

В растворах без белка Iмакс
фл бенгальского розового

уменьшается, а затем выходит на постоянное значение
с увеличением pH. При значениях pH < 2.6 молеку-
лы бенгальского розового электрически нейтральны.
При 2.6 < pH < 4.0 бенгальский розовый слабо отри-
цательно заряжен (моноанион) и слабо экранируется
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дипольными молекулами воды, поэтому Iмакс
фл высокая.

При pH > 4.0 бенгальский розовый заряжен сильно
отрицательно (дианион), что вызывает его сильную
экранировку молекулами воды и соответственно умень-
шение Iмакс

фл по сравнению с pH < 4.0.
Общей чертой для всех четырех наномаркеров се-

мейства флуоресцеина при добавлении в раствор БСА
является тушение флуоресценции, помимо указанного
красного сдвига максимума спектра флуоресценции.

По тушению флуоресценции (см. рис. 3) флуоресце-
ина видно, что наибольшее связывание флуоресцеина
с БСА происходит при 5.0 < pH < 6.0, когда молекулы
флуоресцеина либо слабо положительно заряжены (при
5.0 < pH < 5.5), либо электрически нейтральны (при
5.5 < pH < 6.0), а белок слабо отрицательно заряжен.

Судя по тушению флуоресценции (рис. 3), интен-
сивное связывание галоген-производных флуоресцеи-
на с БСА происходит при значениях pH < 5.0, что
обусловлено взаимным соотношением зарядов нано-
маркеров и БСА: БСА положительно заряжен, эозин
в форме моноаниона при 3.0 < pH < 5.0, эритрозин
в форме нейтральной молекулы при 3.5 < pH < 3.6 и
моноаниона при 3.6 < pH < 5.5, бенгальский розовый
в форме моноаниона при 2.6 < pH < 4.0 и дианиона при
4.0 < pH < 5.0.

Заключение

В работе проведен анализ молекулярной ассоци-
ации и флуоресцентных характеристик наномаркеров
семейства флуоресцеина — флуоресцеина, эритрозина,
эозина и бенгальского розового — в растворах БСА при
различных значениях pH. Обнаружены как сходства,
так и отличия в ассоциации и флуоресценции наномар-
керов.

Среди общих черт для всех четырех наномаркеров
семейства флуоресцеина следует назвать следующие.
Во-первых, для всех наномаркеров семейства флуорес-
цеина характерно уменьшение степени молекулярной
ассоциации 1−X в растворах с БСА по сравнению
с растворами без белка. Во-вторых, в растворах с БСА
у всех наномаркеров семейства флуоресцеина происхо-
дят тушение флуоресценции и красный сдвиг максиму-
ма спектра флуоресценции.

При этом наблюдаются отличия в молекулярной
ассоциации при сравнении наномаркеров между собой.
Во-первых, обнаружена различная зависимость от pH
степени молекулярной ассоциации: у исходного соеди-
нения данного ряда — флуоресцеина — обнаружен
нелинейный вид зависимости 1−X от pH с макси-
мумом при pH 6.0, тогда как у галоген-производных
флуоресцеина (эритрозина, эозина и бенгальского ро-
зового) зависимость 1−X от pH имеет монотонно
убывающий характер при увеличении pH. Во-вторых,
характер зависимости интенсивности флуоресценции
наномаркера от pH различается для флуоресцеина и
его галоген-производных. В-третьих, зависимости эф-
фективности связывания наномаркера с БСА от pH раз-
личаются для флуоресцеина и его галоген-производных.

Зарегистрированные закономерности во флуорес-
центных характеристиках и в молекулярной ассоциа-
ции наномаркеров семейства флуоресцеина в растворах
БСА схожи с полученными нами ранее результатами
по данным наномаркерам в растворах сывороточного
альбумина человека САЧ [7–17], что объясняется при-
надлежностью БСА и САЧ к одному гомологичному
семейству альбуминов и одинаковыми механизмами
взаимодействия наномаркеров семейства флуоресцеина
с этими белками.

Обнаруженные закономерности в молекулярной ас-
социации, во флуоресцентных характеристиках и в свя-
зывании с БСА для наномаркеров семейства флуоресце-
ина позволяют получить информацию о характере свя-
зывания этих наномаркеров с БСА, что имеет важный
прикладной медицинский и фармакологический аспект
при моделировании взаимодействия ряда лекарствен-
ных препаратов с БСА.
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Processes of molecular association and fluorescent characteristics of nanomarkers of fluorescein
family in bovine serum albumin solution
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The analysis of molecular association and fluorescent characteristics of nanomarkers of fluorescein family —
fluorescein, erythrosin, eosin, Bengal rose — in bovine serum albumin (BSA) solutions was made. The decrease of
degree of molecular association in BSA solutions in comparison with solution without protein is the characteristic
feature for all nanomarkers. The quenching of fluorescence and the red shift of spectrum of fluorescence take
place in BSA solutions for all nanomarkers of fluorescein family. The differences between fluorescein and its
halogen-derivatives in dependence of molecular association on pH are found out. Character of dependence of
intensity of fluorescence of nanomarker on pH differs for fluorescein and its halogen-derivatives. The efficiency of
binding of nanomarker to BSA in dependence on pH differs for fluorescein and its halogen-derivatives.
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