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Проведен анализ поляризованной флуоресценции маркеров семейства флуоресцеина и определены
параметры их вращательной диффузии в растворах бычьего сывороточного альбумина (БСА).
В растворах с БСА увеличивается степень анизотропии флуоресценции маркеров, увеличивается
время вращательной релаксации маркеров, при этом коэффициент вращательной диффузии маркеров
уменьшается. Отличия в параметрах вращательной диффузии между маркерами определяются
величиной электроотрицательности атомов в их структурных формулах: как в растворах без
белка, так и с БСА увеличение электроотрицательности атомов в структурных формулах маркеров
приводит к увеличению степени анизотропии их флуоресценции, к уменьшению коэффициента их
вращательной диффузии, к увеличению времени их вращательной релаксации.
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Введение

Флуоресцеин и его галогенопроизводные (тетрайод-
производная — эритрозин, тетрабромпроизводная —
эозин, тетрахлортетрайодпроизводная — бенгальский
розовый) — это органические красители, обладающие
ярко выраженной флуоресценцией. Спектр использова-
ния этих красителей чрезвычайно широк и охватывает
разные области науки: биологию, медицину, экологию
и т. п. В частности, флуоресцеин и его галогено-
производные используют как маркеры при изучении
поведения различных биологических макромолекул во
взаимодействии с окружающей средой [1–4]. Заметные
изменения в характеристиках флуоресценции таких
маркеров при связывании их с биологическими макро-
молекулами открывают широкие возможности как для
идентификации связывающих центров макромолекул,
так и для изучения связывающих свойств этих центров
при изменении внешних параметров среды (pH, вяз-
кость, температура и т. п.).

Ранее нами изучены процессы молекулярной ассо-
циации маркеров семейства флуоресцеина в растворах
сывороточного альбумина человека САЧ [5–8], флуо-
ресценция маркеров семейства флуоресцеина в раство-
рах САЧ [6–10], исследованы механизмы связывания
маркеров семейства флуоресцеина с САЧ [11–14]. Так-
же нами изучены процессы молекулярной ассоциации
маркеров семейства флуоресцеина и их неполяризован-
ная флуоресценция в растворах БСА, исследованы ме-
ханизмы связывания маркеров семейства флуоресцеина
с БСА [15, 16].

Выбор БСА и САЧ в наших работах, в частности,
обусловлен уникальной способностью молекул БСА и
САЧ связывать обширный круг органических и неор-
ганических лигандов, определяющей одну из основных

функций этих белков — транспорт физиологических ме-
таболитов и лекарственных препаратов в крови [1, 17].

В настоящей работе мы продолжаем начатые нами
ранее исследования и рассмотрим поляризованную флу-
оресценцию маркеров семейства флуоресцеина в рас-
творах БСА и определим известным методом [2, 18–20]
по анализу поляризованной флуоресценции параметры
вращательной диффузии данных маркеров в растворах
БСА при различных значениях pH.

1. Материалы и методы

Были подготовлены 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). На их основе были приготов-
лены растворы (pH 3.5–8.0) соответствующего 30 мкМ
маркера (флуоресцеин, эритрозин, эозин, бенгальский
розовый) как без белка, так и содержащие 150 мкМ
БСА (Sigma), в которые для анализа вращательной
диффузии маркеров в растворах для вариации вязко-
сти были добавлены различные концентрации сахарозы
(0–200 мМ).

Флуоресцентные исследования проводились на спек-
трофлуориметре «Perkin Elmer LS55», спектрально-
флуоресцентные характеристики образцов исследова-
лись при комнатной температуре. Измерения флуо-
ресценции образцов проводились через фиксированный
интервал времени после добавления всех компонентов.

Флуоресценция маркеров в исследуемых растворах
возбуждалась светом со следующими длинами волн:
1) флуоресцеин — λfluor

excit = 440 нм; 2) эритрозин —
λerith

excit = 530 нм; 3) эозин — λeos
excit = 520 нм; 4) бенгаль-

ский розовый — λeos
excit = 540 нм.

Степень анизотропии r флуоресценции маркеров
в растворах рассчитывалась по значениям I∥ и I⊥
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в максимуме спектров испускания флуоресценции мар-
керов, где I∥ и I⊥ — интенсивности свечений, поляри-
зованных по двум взаимно перпендикулярным направ-
лениям. Спектры флуоресценции маркеров обрабатыва-
лись программой Perkin Elmer FL Winlab.

2. Обсуждение результатов

Для оценки влияния БСА на поляризацию флуо-
ресценции маркеров (флуоресцеин, эритрозин, эозин и
бенгальский розовый) проведен сравнительный анализ
степени анизотропии флуоресценции (r ) маркеров при
различных значениях pH как в растворах без белка,
так и в растворах с БСА (рис. 1). Степень анизотропии
флуоресценции маркеров в растворах рассчитывалась
по значениям I∥ и I⊥ в максимуме спектров испускания
их флуоресценции.

Рис. 1. Зависимость от pH степени анизотропии флу-
оресценции маркеров: 3 мкМ флуоресцеина (1, 2),
30 мкМ эритрозина (3, 4), 30 мкМ эозина (5, 6)
и 3 мкМ бенгальского розового (7, 8) в растворах
без белка (1, 3, 5, 7) и в растворах 150 мкМ

БСА (2, 4, 6, 8)

Видно, что степень анизотропии r флуоресценции
всех четырех маркеров семейства флуоресцеина в рас-
творах с БСА больше, чем в растворах без белка, что
объясняется их связыванием с белком.

При этом наблюдаются различия между флуорес-
цеином и его галогенопроизводными в зависимостях
степени анизотропии флуоресценции r от pH.

Как в растворах без белка, так и в растворах БСА
степень анизотропии r флуоресценции флуоресцеина
нелинейно зависит от pH с максимумом при pH 6.0.
При наличии слабо электроотрицательных атомов во-
дорода в структурной формуле флуоресцеина основное
влияние на вращательную диффузию маркера оказы-
вают процессы ионизации флуоресцеина, определяемые
значениями его pK, и процессы его молекулярной ас-
социации, что приводит в свою очередь к нелинейному
виду зависимости степени анизотропии флуоресценции
маркера от pH.

Тогда как степень анизотропии r флуоресценции
галогенопроизводных флуоресцеина (эритрозин, эозин
и бенгальский розовый) не зависит от pH (в диапазоне
3.5 6 pH 6 8.0) как в растворах БСА, так и в растворах
без белка, что объясняется наличием в молекулах этих
маркеров сильноэлектроотрицательных атомов (бром,
йод, хлор), затрудняющих изменения вращательной
диффузии маркеров при вариации значений pH.

Как в растворах без белка, так и в растворах с БСА
наблюдается зависимость величины степени анизотро-
пии флуоресценции маркеров от электроотрицательно-
сти атомов в их структурных формулах. По мере уве-
личения электроотрицательности атомов в структурных
формулах маркеров значение степени анизотропии их
флуоресценции возрастает. Степень анизотропии флуо-
ресценции маркеров возрастает в ряду флуоресцеин —
эритрозин — эозин — бенгальский розовый.

При сравнении значений степени анизотропии флу-
оресценции маркеров в растворах БСА, полученных
в ходе данных исследований, и в растворах САЧ, полу-
ченных нами ранее, следует отметить, что в растворах
с БСА по сравнению с растворами с САЧ степень
анизотропии флуоресценции маркеров незначительно
меньше.

Метод поляризованной флуоресценции позволяет
оценивать параметры вращательной диффузии флуоро-
форов. На основе теории вращательной деполяризации
флуоресценции выражение для степени поляризации P
флуоресценции определяется как

1
P

=
1
P0

+
(

1
P0

− 1
3

)
· kTτ0

Vη
,

где T — абсолютная температура, η — вязкость рас-
твора, V — объем, k — постоянная Больцмана, τ0 —
среднее время жизни возбужденных молекул, P0 —
предельная степень поляризации флуоресценции.

Данная зависимость получила название формулы
Левшина–Перрена. Таким образом, меняя вязкость рас-
творов и откладывая на оси ординат 1/P , а по оси абс-
цисс T/η , получаем прямую линию, которая отсекает
на оси ординат отрезок, равный 1/P0 .

Тангенс угла наклона этой прямой к оси абсцисс

tgφ =
(

1
P0

− 1
3

)
· kτ0

V

при известном значении τ0 позволяет определить вели-
чину молекулярного объема

V =
(3−P0) · k · τ0

3 ·P0 · tgφ

и, следовательно, эффективный гидродинамический ра-
диус Эйнштейна a , связанный с молекулярным объе-
мом соотношением

V =
4πa3

3
.

Используя эти данные, можно определить время
вращательной релаксации ξ флуорофора по формуле

ξ =
Vη

Tk
,



38 ВМУ. Серия 3. ФИЗИКА. АСТРОНОМИЯ. 2014. № 5

где V — молекулярный объем. Для флуорофоров можно
определить коэффициент вращательной диффузии Drot :

Drot =
kT
6ηV

.

В настоящей работе путем варьирования вязкости
растворов добавлением различных концентраций са-
харозы определены время вращательной релаксации,
коэффициент вращательной диффузии и эффективный
радиус маркеров семейства флуоресцеина в растворах
БСА при различных значениях pH.

При всех значениях pH в растворах с БСА коэффи-
циент вращательной диффузии Drot всех четырех мар-
керов семейства флуоресцеина меньше, чем в растворах
без белка (табл. 1), что объясняется связыванием мар-
керов с белком.

Как в растворах БСА, так и в растворах без белка
коэффициент вращательной диффузии (табл. 1) исход-
ного соединения — флуоресцеина — нелинейно зависит
от pH с минимумом при pH 6.0, а у галогенопроизвод-
ных флуоресцеина коэффициент вращательной диффу-
зии практически не зависит от pH (при 3.5 6 pH 6 8.0).

В растворах без белка время вращательной релак-
сации ξ (табл. 2) маркеров семейства флуоресцеи-
на существенно меньше, чем в растворах БСА, при
всех исследованных значениях pH (3.5–8.0). Несвязан-
ные с белком маркеры семейства флуоресцеина имеют
небольшое время релаксации, меньшее времен жизни

их флуоресценции, что приводит к слабой поляриза-
ции флуоресценции маркеров в растворах без белка.
Связанные с БСА маркеры имеют время релаксации,
большее времен жизни их флуоресценции, что дает
увеличение поляризации их флуоресценции в растворах
с БСА по сравнению с растворами без белка.

В работе также определены значения эффективного
радиуса Эйнштейна a маркеров семейства флуоресцеи-
на (рис. 2) как в растворах БСА, так и в растворах без
белка при различных значениях pH.

Как видно, в растворах без белка эффективный
радиус Эйнштейна маркера практически соответствует
реальному размеру молекулы маркера, а в растворах
с БСА эффективный радиус маркера является не реаль-
ным размером, а представляет собой эффективный раз-
мер, отражающий процентное содержание связанного
с белком маркера от его общего количества в растворе.

Как в растворах без белка, так и в растворах
с БСА эффективный радиус молекул флуоресцеина,
определяемый из вращательной диффузии, нелинейно
зависит от pH с максимумом при pH 6.0 (рис. 2, а). Как
в растворах без белка, так и в растворах с БСА эф-
фективный радиус молекул галогенопроизводных флу-
оресцеина (рис. 2, б), рассчитанный из вращатель-
ной диффузии, практически не зависит от pH (при
3.5 6 pH 6 8.0). Как видно, в растворах с БСА в каж-
дом случае далеко не весь маркер связывается с белком
(радиус БСА порядка 4.0 нм).

Та б л иц а 1
Коэффициент вращательной диффузии (Drot, 108 с−1) маркеров семейства флуоресцеина,

определенный по поляризованной флуоресценции, в растворах без белка
и в растворах с БСА при различных значениях pH

pH

Флуоресцеин Эритрозин Эозин Бенгальский
розовый

без белка с БСА без белка с БСА без белка с БСА без белка с БСА

3.5 1.80 0.38 1.00 0.08 0.90 0.06 0.81 0.05

4.0 1.52 0.36 0.98 0.08 0.93 0.06 0.80 0.05

5.0 1.41 0.23 0.99 0.09 0.93 0.06 0.80 0.05

6.0 1.20 0.19 1.00 0.09 0.92 0.06 0.81 0.05

7.0 1.40 0.23 0.99 0.09 0.93 0.06 0.80 0.05

8.0 1.47 0.31 0.99 0.08 0.92 0.06 0.81 0.05

Т а б л иц а 2
Время вращательной релаксации (ξ, нс) маркеров семейства флуоресцеина в растворах

без белка и в растворах с БСА при различных значениях pH

pH

Флуоресцеин Эритрозин Эозин Бенгальский
розовый

без белка с БСА без белка с БСА без белка с БСА без белка с БСА

3.5 0.9 4.3 1.7 19.8 1.9 26.9 2.1 29.8

4.0 1.1 4.6 1.7 20.1 1.8 26.5 2.1 30.9

5.0 1.2 7.2 1.7 19.6 1.8 26.5 2.1 30.9

6.0 1.4 8.8 1.7 19.6 1.8 26.9 2.1 30.3

7.0 1.2 7.3 1.7 18.7 1.8 26.5 2.1 29.8

8.0 1.1 5.5 1.7 19.2 1.8 26.2 2.1 30.9
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Рис. 2. Зависимость от pH эффективного радиуса флуоресцеина (a) в растворах без белка (1) и в растворах
150 мкМ БСА (2), галогенопроизводных флуоресцеина (б): эритрозина (1, 2), эозина (3, 4) и бенгальского

розового (5, 6) в растворах без белка (1, 3, 5) и в растворах 150 мкМ БСА (2, 4, 6)

Заключение

В работе проведен анализ поляризованной флуорес-
ценции маркеров семейства флуоресцеина (исходного
соединения флуоресцеина и его галогенопроизводных —
эритрозина, эозина и бенгальского розового) в раство-
рах БСА, на основании которого определены параметры
вращательной диффузии маркеров.

Обнаружено существенное изменение характеристик
этих маркеров в растворах БСА по сравнению с рас-
творами без белка: в растворах с БСА увеличива-
ется степень анизотропии флуоресценции маркеров,
увеличиваются время вращательной релаксации и эф-
фективный радиус маркеров, при этом коэффициент
вращательной диффузии маркеров уменьшается. Столь
заметное изменение характеристик данных маркеров
при связывании их с БСА дает широкие возможности
как для идентификации связывающих центров биологи-
ческих макромолекул, так и для изучения связывающих
свойств этих центров при изменении внешних парамет-
ров среды (pH).

При сравнении маркеров семейства флуоресцеина
между собой было обнаружено, что отличия в парамет-
рах вращательной диффузии между маркерами опре-
деляются величиной электроотрицательности атомов
в их структурных формулах. Увеличение электроотри-
цательности наблюдается в следующем направлении:
водород (у флуоресцеина) — йод (у эритрозина) —
бром (у эозина) — йод и хлор (у бенгальского розо-
вого). Нами обнаружено как в растворах без белка,
так и с БСА, что увеличение электроотрицательности
атомов в структурных формулах маркеров приводит
к увеличению степени анизотропии их флуоресцен-
ции, к уменьшению коэффициента их вращательной
диффузии, к увеличению времени их вращательной
релаксации.
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Polarized fluorescence in investigation of rotational diffusion of the fluorescein family markers
in bovine serum albumin solutions
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M.V. Lomonosov Moscow State University, Moscow 119991, Russia.
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The analysis of polarized fluorescence of the fluorescein family markers was conducted and parameters of their
rotational diffusion in bovine serum albumin solutions (BSA) were determined. The degree of fluorescence anisotropy
of the markers increases in the BSA solutions, as well as the time of rotational relaxation of the markers, while
the rotational-diffusion coefficient of the markers decreases. The differences in the rotational-diffusion parameters
between the markers are determined by the values of the electronegativity of the atoms in their structural formulas:
the increase of the electronegativity of the atoms in the structural formulas of the markers results in the increase
of the degree of fluorescence anisotropy, a decrease of the rotational-diffusion coefficient, and in the increase of the
rotational-relaxation time both in the solutions without the protein and with BSA.
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