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Цель. По иск под хо дов к ис сле до ва нию функ ци о наль но го со сто я ния клет ки с по мощью но вых сква ри ли е -
вых зон дов. Ме то ды. За ви си мость па ра мет ров флу о рес цен ции сква ри ли е вых и по ли ме ти но вых кра си -
те лей от свойств их мик ро ок ру же ния в би о мем бра нах из уча ли ме то дом мик рос пек троф лу о ри мет рии. 
Для оцен ки про цес сов на коп ле ния зон дов в клет ках и ис сле до ва ния ди на ми ки фо то раз ру ше ния кра си те -
лей при ме ня ли ко ли чес твен ную мик роф лу о ри мет рию оди ноч ных кле ток. Ре зуль та ты. По ка за но, что
хро мо фор ная часть мо ле кул сква ри ли е вых зон дов в от ли чие от ка ти он ных по ли ме ти но вых зон дов ло-
ка ли зо ва на в би о мем бра нах пре и му щес твен но в бо лее по ляр ном мик ро ок ру же нии, что опре де ля ет ся
ани он ны ми сво йства ми зон дов. Вы во ды. Хро мо фор ани он но го сква ри ли е во го зон да в на тив ных мем бра -
нах на хо дит ся в по вер хнос тном слое мем бра ны в об лас ти по ляр ных го ло вок фос фо ли пи дов, тог да как
ка ти он ные зон ды мо гут по гру жать ся на боль шую глу би ну мем бра ны. На и выс шая устой чи вость к фо -
то выц ве та нию сре ди ис сле ду е мых зон дов об на ру же на у сква ри ли е во го ани он но го зон да SqSC4.

Клю че вые сло ва: спек тры лю ми нес цен ции, сква ри ли е вые зон ды, по ли ме ти но вые зон ды, би о мем бра ны.

Вве де ние. Извес тно, что раз но об ра зие про цес сов в
би о мем бра нах в зна чи тель ной сте пе ни опре де ля ет -
ся фи зи чес ки ми сво йства ми ли пид но го бис лоя: по-
вер хнос тным за ря дом, ди поль ным по тен ци а лом, сте-
пенью гид ра та ции, те ку чес тью, спо соб нос тью к фа- 
зо вым пе ре хо дам и др. В свою оче редь, эти свойства
из ме ня ют ся в за ви си мос ти от со ста ва ком по нен тов
мем бра ны, их со от но ше ния и вза и мо де йствия на
мо ле ку ляр ном уров не. Пос коль ку спек траль но-лю- 
ми нес цен тные ха рак те рис ти ки ци а ни но вых зон дов 
чу встви тель ны к ва ри а ци ям мик ро ок ру же ния хро -
мо фо ра, оцен ка флу о рес цен тных свойств кра си те -
лей при свя зы ва нии с кле точ ны ми мем бра на ми по -
зво ля ет су дить о пре и му щес твен ной мо ле ку ляр ной 
ло ка ли за ции хро мо фор ной час ти мо ле ку лы, а так-

же о воз мож ных струк тур но-функ ци о наль ных пере- 
строй ках би о мем бран при адап та ции кле ток к внеш-
ним воз де йстви ям.

Груп па сква ри ли е вых зон дов срав ни тель но ма -
ло из уче на по срав не нию с по ли ме ти но вы ми кра си -
те ля ми в при ло же нии к би о ло ги чес ким об ъ ек там. В 
то же вре мя име ю щи е ся дан ные сви де т ельству ют
об их пер спек тив нос ти в би о ме ди цин ских ис сле до -
ва ни ях [1–3]. Осо бо го вни ма ния за слу жи ва ют сква -
ри ли е вые зон ды, лю ми нес ци ру ю щие в длин но вол -
но вой об лас ти спек тра, в ка чес тве ге не ра то ров ак -
тив ных форм кис ло ро да в фо то ди на ми чес кой те ра-
пии ра ка и для по лу че ния флу о рес цен тно го изо бра -
же ния in vivo [4, 5].

В дан ной ра бо те оце ни ва ли спек траль но-лю ми -
нес цен тные сво йства син те зи ро ван ных сква ри лие-
вых зон дов в срав не нии с по ли ме ти но вы ми зон да ми.
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Ма те ри а лы и ме то ды. Исполь зо ва ли зон ды,
син те зи ро ван ные в ла бо ра то рии на но дис пер сных
ма те ри а лов ИСМА НАН Укра и ны. Чис то ту зон дов
контро ли ро ва ли ВЭЖХ, струк ту ру до ка зы ва ли с по-
мощью 1H-ЯМР.

Сква ри ли е вые кра си те ли по лу че ны по ме то ди -
ке [6] ки пя че ни ем в пи ри ди не сме си эк ви ва лент-
ных ко ли честв 3,4-ди гид рок си цик ло бу тен-1,2-ди о -
на и со от ве тству ю ще го суль фо на та 1-R-2,3,3-три -
ме тил-5-ин до лия (где R = этил, 2-суль фо э тил или 4- 
суль фо бу тил). По лу чен ные кра си те ли очи ща ли ко -
ло ноч ной хро ма тог ра фи ей на Lichroprep RP-18, в
ка чес тве элю ен та ис поль зо ва ли вод ные рас тво ры
ме та но ла (0–5 %). Стро е ние по лу чен ных со е ди не -
ний под твер жде но дан ны ми 1H-NMR.

SqSEt: 1H-NMR (200 MHz, DMSO-d6), δ, ppm:
7.67 (2H, s, аром.), 7.61 (2H, d, аром., 8.3 Hz), 7.26
(2H, d, аром., 8.3 Hz), 5.80 (2H, s, CH), 4.25–4.04
(4H, m, NCH2), 1.68 (12H, s, (CH3)2), 1.28 (6H, t, 6.9
Hz, NCH2CH3).

SqSC2: 1H-NMR (200 MHz, DMSO-d6), δ, ppm:
7.66 (2H, s, аром.), 7.61 (2H, d, аром., 8.2 Hz), 7.14
(2H, d, аром., 8.2 Hz), 5.83 (2H, s, CH), 4.36–4.18
(4H, m, NCH2), 2.84 (4H, m, CH2SO3H), 1.67 (12H, s,
(CH3)2).

SqSC4: 1H-NMR (200 MHz, DMSO-d6), δ, ppm:
7.69 (2H, s, аром.), 7.61 (2H, d, аром., 8.2 Hz), 7.35
(2H, d, аром., 8.2 Hz), 5.87 (2H, s, CH), 4.22–4.01
(4H, m, NCH2), 2.72–2.58 (4H, m, CH2SO3H),
1.87–1.50 (8H, m, (CH2)2), 1.68 (12H, s, (CH3)2).

Исход ный (1 мМ) рас твор ис сле ду е мо го зон да в 
ДМСО раз бав ля ли  не пос ре дствен но пе ред экс пе -
ри мен том до не об хо ди мой кон цен тра ции.

Иссле до ва ния про во ди ли на изо ли ро ван ных ге -
па то ци тах пе че ни сам цов крыс по пу ля ции Вис тар
трех ме сяч но го воз рас та. Клет ки вы де ля ли не фер -
мен та тив ным ме то дом [7]. Кон цен тра ция кле ток
со став ля ла 5⋅105 кл/мл; кон цен тра ция зон дов в ин -
ку ба ци он ной сре де – 10–6 М. 

Спек траль но-лю ми нес цен тные сво йства сква ри-
ли е вых зон дов бис(1-суль фо э тил-3,3-ди ме тил-5-
суль фо ин до ли ли де нил)сква ра ин (SqSC2), бис(1-
суль фо бу тил-3,3-ди ме тил-5-суль фо ин до ли ли денил)
сква ра ин (SqSC4), бис(1-этил-3,3-ди ме тил-5-суль -
фо ин до ли ли де нил)сква ра ин (SqSEt) оце ни ва ли в
срав не нии с по ли ме ти но вы ми зон да ми 3,3-ди э тил-
окса кар бо ци а нин бро мид (DiOC2) и 1,1'-ди э тил-3,
3,3',3'-тет ра ме ти лин до кар бо ци а нин бро мид (DiDC2)
(рис. 1). Исполь зо ва ли спек троф лу о ри метр Cary Ec-
lips  («Varian», Австралия), дли на вол ны воз буж де -
ния для сква ри ли е вых кра си те лей рав на 590 нм, для
DiDC2 – 630 нм, DiOC2  –  470 нм. Мик рос пек тро-
флу о римет рию оди ноч ных кле ток про води ли, при ме-
няя спектрометр USB4000 («Ocean Optics», США),
со е ди ненный во ло кон ным све то во дом с мик рос ко пом 
Olympus IX71. Прог рам мное об ес пе че ние Ocean Op-
tics SpectraSuite® Spectrometer Operating Software.

Ме тод ко ли чес твен ной флу о рес цен тной мик -
рос ко пии опи сан ра нее [8]. Мик роф лу о ри мет рию
оди ноч ных кле ток осу ще ствля ли с по мощью ин вер-
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Рис. 1. Струк тур ные
формулы ис сле ду е мых 
кра си те лей



ти ро ван но го лю ми нес цен тно го мик рос ко па Olym-
pus IX71 («Olympus», Япо ния), осна щен но го циф ро -
вой ка ме рой (C-5060, «Olympus»), про грам мное обе- 
спе че ние – DP-soft 5.0 software («Olympus»). Про-
грам ма об ра бот ки циф ро вых изо бра же ний (по се ро -
му уров ню  (gray level) пик се лей) по зво ля ет рас счи -
тать для каж дой клет ки ин тег раль ную ин тен сив -
ность флу о рес цен ции, нор ми ро ван ную к фо ну. На-
блю де ние за клет ка ми, окра шен ны ми кра си те лем
DiOC2, про во ди ли с ис поль зо ва ни ем фи льтров воз -
буж де ния 450–490 нм и лю ми нес цен ции от 500 нм. 

Для кра си те лей груп пы сква ра и нов и по ли ме ти -
но во го кра си те ля DiDC2 при ме ня ли ин тер фе рен ци -
он ные фи льтры с ха рак те рис ти ка ми по лос воз буж -
де ния и лю ми нес цен ции 545–580 и 610–800 нм со -
от ве тствен но.

При оцен ке устой чи вос ти кра си те лей к фо то -
выц ве та нию в те че ние 30 с с ин тер ва лом в 5 с по лу -
ча ли се рию по сле до ва тель ных изо бра же ний, окра -
шен ных кра си те ля ми кле ток, с ин тег раль ным вре -
ме нем для каж до го изо бра же ния 1 с. Стро и ли кри-
вые вы го ра ния, на на чаль ном ли ней ном учас тке
экс по нен ци аль ной за ви си мос ти опре де ля ли из ме -
не ние флу о рес цен ции кле ток в отн. ед. за 1 с (∆F/с).

Ре зуль та ты и об суж де ние. Оце ни ва ли осо бен -
нос ти вли я ния мик ро ок ру же ния на па ра мет ры флу -
о рес цен ции син те зи ро ван ных сква ри ли е вах кра си -
те лей в срав не нии с по ли ме ти но вы ми зон да ми.

При ис сле до ва нии спек траль ных свойств DiOC2

уста нов лен сдвиг мак си му ма лю ми нес цен ции в ко -
рот ко вол но вую об ласть с воз рас та ни ем по ляр но-
сти рас тво ри те ля (рис. 2, а). По ло же ние мак си му ма 

лю ми нес цен ции при свя зы ва нии зон дов с изо ли ро -
ван ны ми ге па то ци та ми да ет пред став ле ние о мик -
ро ок ру же нии зон да в кле точ ных струк ту рах. При
этом сле ду ет учи ты вать, что су щес тву ет воз мож -
ность ло ка ли за ции хро мо фо ра на раз ной глу би не
би о мем бран (вы де ля ют че ты ре зо ны ло ка ли за ции – 
об лас ти по ляр ных го ло вок, гли це ри но вых остат ков 
и ме ти ле но вых це по чек, а так же центр бис лоя) [9]. 

В оди ноч ных клет ках (как опре де ле но ра нее для
сус пен зии ге па то ци тов [10]) мак си мум флу о рес-
цен ции зон да DiOC2 сме ща ет ся в об ласть, со от вет-
ству ю щую гид ро фоб но му мик ро ок ру же нию.

Анализ спек траль ных свойств зон да DiDC2 как
в рас тво рах, так и в оди ноч ных ге па то ци тах (рис. 2,
б) вы я вил те же за ко но мер нос ти в сме ще нии мак си -
му ма лю ми нес цен ции, что и для зон да DiOC2. Эти
об щие за ко но мер нос ти для ин до кар бо ци а ни на DiDC2

и оксо кар бо ци а ни на DiOC2 при свя зы ва нии с клет -
ка ми пе че ни ука зы ва ют на то, что имен но осо бен-
ности мем бран ной струк ту ры кле ток и струк ту ра
хромо фо ра об услов ли ва ют ха рак тер мик ро ок ру же -
ния хро мо фо ра, всле дствие че го ме ня ют ся спект-
раль ные свойства зон дов.

Оце ни ва ли осо бен нос ти вли я ния мик ро ок ру же- 
ния на па ра мет ры флу о рес цен ции син те зи ро ван ных
сква ри ли е вых зон дов. Для всех ани он ных сква ри -
ли е вых зон дов от ме че на по до бная за ко но мер ность
в сме ще нии мак си му ма лю ми нес цен ции в за ви си -
мос ти от по ляр нос ти рас тво ри те ля, т. е. сдвиг в ко -
рот ко вол но вую об ласть при уве ли че нии по ляр но-
сти рас тво ри те ля (рис. 3). В оди ноч ных клет ках пе -
че ни по ло же ние мак си му мов лю ми нес цен ции для
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Рис. 2. Спек тры лю ми нес цен ции ци а ни но вых кра си те лей: а – DiOC2 (1 – ДМСО (506); 2 – вода (498); 3 – оди ноч ный ге па то цит (516)); б –  
DiDC2 (1 – ДМСО (665); 2 – вода (655); 3 – оди ноч ный ге па то цит (673)) в раз лич ном мик ро ок ру же нии



зон дов SqSC2, SqSC4 и SqSEt су щес твен но не раз ли -
ча лось и бы ло про ме жу точ ным меж ду мак си му ма -
ми флу о рес цен ции в ДМСО и во де. Это сви де тель-

ству ет о том, что в клет ках по ляр ность мик ро ок ру -
же ния зон дов на хо дит ся в об лас ти про ме жу точ ных
зна че ний меж ду по ляр нос тью ДМСО и во ды.

При этом нуж но от ме тить, что по ло же ние мак -
си му мов лю ми нес цен ции ка ти он ных зон дов DiOC2

и DiDC2 в клет ках пе че ни по срав не нию со зна че ни -
я ми в рас тво ре ДМСО сме ще но в крас ную об ласть.
По ло же ние мак си му мов лю ми нес цен ции ани он -
ных сква ри ли е вых зон дов в клет ках пе че ни, на про -
тив, сме ще но в си нюю об ласть. Та кое по ло же ние
мак си му мов флу о рес цен ции опре де ля ет ся ани он -
ны ми сво йства ми ис сле ду е мых сква ри ли е вых зон -
дов и мо жет сви де т ельство вать о вы тал ки ва нии
хро мо фор ной час ти мо ле ку лы из гид ро фоб ных об -
лас тей в по вер хнос тные слои мем бра ны, а имен но – 
в об ласть по ляр ных го ло вок фос фо ли пи дов. Это
про ис хо дит, по-ви ди мо му, за счет про ти во де йствия
меж ду ани он ны ми груп па ми зон да и от ри ца тель -
ным за ря дом по вер хнос ти кле точ ной мем бра ны.

Одним из не об хо ди мых свойств зон дов, ис поль-
зу е мых для лю ми нес цен тно го ана ли за кле ток, яв-
ля ет ся их фо то ус той чи вость. При мик роф лу о ри мет- 
ри чес кой оцен ке ди на ми ки фо то раз ру ше ния зон -
дов в усло ви ях не пре рыв но го на блю де ния за оди -
ноч ны ми клет ка ми при мак си маль ной ин тен сив -
нос ти воз буж да ю ще го све та от ме че но (рис. 4), что
на и мень шая ве ли чи на ∆F/с (при оцен ке на ли ней -
ном учас тке кри вой вы го ра ния) – за ре гис три ро ва на 
для сква ри ли е во го зон да SqSC4.

Вы во ды. При ана ли зе спек тров лю ми нес цен -
ции по ли ме ти но вых (DiOC2 и DiDC2) и сква ри ли е -
вых (SqSC2, SqSC4, SqSEt) кра си те лей по ка за но, что 
с уве ли че ни ем по ляр нос ти рас тво ри те ля про ис хо -
дит сме ще ние мак си му мов лю ми нес цен ции зон дов
в ко рот ко вол но вую об ласть спек тра. По ло же ние
мак си му мов лю ми нес цен ции ис сле ду е мых сква ри -
ли е вых зон дов в клет ках по срав не нию с по ли ме ти -
но вы ми ука зы ва ет на пре и му щес твен ное их пе ре-
рас пре де ле ние в бо лее по ляр ные об лас ти плаз ма ти -
чес кой мем бра ны, что мо жет опре де лять ся ани он -
ны ми сво йства ми сква ри ли е вых кра си те лей и осо -
бен нос тя ми рас пре де ле ния за ря дов на мем бра не
жи вой клет ки. На и боль шую устой чи вость к фо то-
раз ру ше нию вы я вил зонд SqSC4, что да ет ему пре-
иму щес тво в ис сле ду е мой груп пе сква ри ли е вых и
по ли ме ти но вых зон дов DiOC2 и DiDC2 при дли -
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Рис. 3. Спек тры лю ми нес цен ции ани он ных сква ри ли е вых кра си те-
лей: а – SqSC2 (1 – ДМСО (663); 2 – вода (641); 3 – оди ноч ный гепа-
то цит (649)); б – SqSC4 (1 – ДМСО (663); 2 – вода (642); 3 – оди ноч -
ный ге па то цит (650)); в – SqSEt (1 – ДМСО (660); 2 – вода (642); 3 – 
оди ноч ный ге па то цит (650)) в раз лич ном мик ро ок ру же нии



тель ном на блю де нии за про цес са ми в оди ноч ных
жи вых клет ках.

T. N. Tkachova, N. S. Kavok, I. A. Borovoy, O. M. Obukhova, 
S. A. Klimov, Yu. V. Malyukin

Spectral-luminescent properties of derivatives of squaraine probes at
interaction with the isolated rat liver cells

Institute for Scintillation Materials, NAS of Ukraine
60, Lenin Ave., Kharkiv, Ukraine, 61001

Summary 

Aim. To find out approaches for studying cellular functional state
using new fluorescent squaraine probes. Methods. Dependence of fluo-
rescence parameters of squaraine and polymethine dyes on the proper- 
ties of their microenvironment in biomembranes was studied by micro- 
spectrofluorimetry. The quantitative microfluorimetry of single cells
was applied for the evaluation of probes accumulation in cells and for
investigation of dynamics of dyes photobleaching. Results. The data
obtained evidence that a chromophoric part of the squaraine dyes mo-
lecules is mainly localized in a more polar microenvironment in bio-
membranes, as compared to the cationic polymethine probes. Conclu-
sions. Chromophore of anionic squaraine probe in native membranes
is located in the upper membrane layer in the region of polar phos-
pholipids heads, while the cationic probes can penetrate deeper into
the membrane. The anionic squaraine probe SqSC4 was determined as
the most photostable dye among the investigated probes.

Keywords: emission spectra, squaraine probes, polymethine pro-
bes, biomembranes.

Т. М. Тка чо ва, Н. С. Ка вок, І. А. Бо ро вий, О. М. Обу хо ва, 
С. А. Клімов, Ю. В. Ма люкін

Спек траль но-люміне сцентні влас ти вості похідних сква рилієвих
зондів при взаємодії з ізоль о ва ни ми кліти на ми печінки щурів

Ре зю ме

Мета. По шук підходів до вив чен ня функціональ но го ста ну кліти-
ни за до по мо гою но вих похідних сква рилієвих зондів. Ме то ди. За -
лежність па ра метрів флу о рес ценції сква рилієвих і поліме ти но -

вих бар вників від влас ти вос тей їхьо го мікро о то чен ня в біомемб-
ра нах досліджу ва ли ме то дом мікрос пек троф лу о ри метрії. Для
оцінки про цесів на ко пи чен ня зондів у кліти нах і при дослідженні
ди наміки фо то руй ну ван ня бар вників за сто со ву ва ли кількісну мік- 
роф лу о ри метрію по оди но ких клітин. Ре зуль та ти. По ка за но, що
хро мо фор на час ти на мо ле кул сква рилієвих зондів на відміну від
катіон них поліме ти но вих зондів ло калізо ва на в біомем бра нах пе -
ре важ но у по лярнішому мікро оточенні, що виз на чається аніонни- 
ми влас ти вос тя ми зондів. Вис нов ки. Хро мо фор аніон но го сква -
рилієвого зон да у на тив них мем бра нах зна хо дить ся в по вер хне во -
му шарі мем бра ни в об ласті по ляр них голівок фос фоліпідів, тоді
як катіонні зон ди мо жуть за ну рю ва ти ся на більшу гли би ну мемб-
рани. Най ви щу стійкість до фо то вицвітан ня се ред досліджу ва -
них зондів ви яв ле но у сква рилієвого аніон но го зон да SqSC4. 
Клю чові сло ва: спек три люміне сценції, сква рилієві зон ди, полі-

ме ти нові зон ди, біомем бра ни.
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Рис. 4. Па де ние уров ня флу о рес цен ции зон дов (∆F, отн. ед.⋅ с–1)
при их фо то раз ру ше нии


