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ÂÂÅÄÅÍÈÅ  

Çà ïîëòîðà ñòîëåòèÿ, ïðîøåäøèõ ñ ìîìåíòà  ñèíòåçà, ôëóîðåñöåèí íàøåë 

ñàìîå øèðî÷àéøåå ïðèìåíåíèå â íàó÷íûõ èññëåäîâàíèÿõ, ñòàâ íàñòîÿùåé 

«çâåçäîé» íàóêè. Òàêèì âíèìàíèåì ôëóîðåñöåèí îáÿçàí ñâîåé âûäàþùåéñÿ 

ñïîñîáíîñòè : îí ïî÷òè áåç ïîòåðü ïðåîáðàçóåò óëüòðàôèîëåòîâîå è ñèíå-çåëå-

íîå èçëó÷åíèÿ â æåëòî-çåëåíóþ ôëóîðåñöåíöèþ, ÷òî è îïðåäåëèëî íàçâàíèå 

ýòîãî õèìè÷åñêîãî ñîåäèíåíèÿ, ñòàâøåãî â èòîãå ñèìâîëîì ñàìîãî ÿâëåíèÿ. 

Ñïóñòÿ äåñÿòèëåòèÿ èíòåíñèâíîãî èñïîëüçîâàíèÿ ñòàëà î÷åâèäíîé åãî íåçàìå-

íèìîñòü â èììóíîôëóîðåñöåíòíîì àíàëèçå, ôëóîðåñöåíòíîì çîíäèðîâàíèè è 

áèîñåíñîðèêå â öåëîì.  

Çà ýòî âðåìÿ åñòåñòâåííîíàó÷íàÿ êàðòèíà ìèðà ïðåòåðïåëà ãëîáàëüíûå èç-

ìåíåíèÿ. Áûëè ñîçäàíû ôóíäàìåíòàëüíûå îñíîâû êâàíòî âîé ìåõàíèêè, ïîëó÷èëè 

áóðíîå ðàçâèòèå òåîðèÿ è ìåòîäîëîãèÿ îðãàíè÷åñêîãî ñèíòåçà, âû÷èñëèòåëüíûå 

ìåòîäû êâàíòîâîé õèìèè. Ïðîèçîøëî îòêðûòèå ïðèíöèïà  ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ è 

ñîçäàíû âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûå èíñòðóìåíòû äëÿ ðåãèñòðàöèè îïòè÷åñêèõ ñèãíà-

ëîâ. Ïîÿâèëèñü êîìïëåêñíûå òåõíîëîãèè, òàêèå êàê îï òè÷åñêèé ïèíöåò è ìåòîäû 

ôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè ñâåðõâûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ . Íàêîíåö, íàñòîÿùèì  

ïðîðûâîì ñòàëè ðàçðàáîòêà ìåòîäîâ ñåêâåíèðîâàíèÿ ÄÍ Ê è ïîëíàÿ ðàñøèôðîâêà 

ãåíîìà ÷åëîâåêà. Âñå ýòè äîñòèæåíèÿ ÷ðåçâû÷àéíî ïîâûñèëè âîñòðåáîâàííîñòü 

ôëóîðåñöåèíà è åãî ãîìîëîãîâ â êà÷åñòâå èíñòðóìåíòîâ äëÿ èçó÷åíèÿ áèîìàêðî-

ìîëåêóë è æèâûõ ñèñòåì. 

Âûñîêàÿ ýôôåêòèâíîñòü ôëóîðåñöåíòíîãî ñâå÷åíèÿ, ìåðîé êîòîðîé ñëóæèò 

êâàíòîâûé âûõîä, áëèçêèé ê åäèíèöå â îñíîâíûõ ðàñòâîðèòåëÿõ, ÿâëÿåòñÿ âàæ-

íûì, íî íå åäèíñòâåííûì ôàêòîðîì, îáúÿñíÿþùèì ñòîëü  øèðîêîå ïðèìåíåíèå 

ýòîãî ñîåäèíåíèÿ. Ïîìèìî ïðåâîñõîäíîãî êâàíòîâîãî â ûõîäà, ôëóîðåñöåèí îá-

ëàäàåò âûñîêîé ïîãëîùàþùåé ñïîñîáíîñòüþ è îòëè÷íîé ðàñòâîðèìîñòüþ â âîäå. 

Êðîìå òîãî, ìàêñèìóì â åãî ñïåêòðå ïîãëîùåíèÿ òî÷íî  ñîîòâåòñòâóåò ñïåêòðàëü-

íîé ëèíèè èçëó÷åíèÿ àðãîíîâîãî ëàçåðà (488 íì), ÷òî  äåëàåò åãî íàèáîëåå ïîäõî-

äÿùèì ôëóîðîôîðîì äëÿ êîíôîêàëüíîé ëàçåðíîé ñêàíèðó þùåé ìèêðîñêîïèè è 



6 

ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè. Äîïîëíèòåëüíûì ïðåèìóùåñòâîì ÿâëÿåòñÿ è òî, ÷òî áåë-

êîâûå êîíúþãàòû ôëóîðåñöåèíà äîñòàòî÷íî ñòàáèëüíû è  íå ñêëîííû ê îñàæäå-

íèþ. Ïðèñóùèå ôëóîðåñöåèíó íåäîñòàòêè , òàêèå êàê îãðàíè÷åííàÿ ôîòîñòàáèëü-

íîñòü è pH-÷óâñòâèòåëüíîñòü îïòè÷åñêèõ ñâîéñòâ, óñïåøíî ïðåîäîëåâàþòñÿ ïó-

ò¸ì õèìè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè. Ìàñøòàá èñïîëüçîâàíèÿ ô ëóîðåñöåèíà èëëþ-

ñòðèðóåò òîò ôàêò, ÷òî â îäíîé ëèøü êíèãå «Handbook of Fluorescent Probes and 

Research Chemicals» (R. P. Haugland, 6!å èçä., 1996) ñëîâî «ôëóîðåñöåèí» â íàçâà-

íèÿõ óïîìèíàåìûõ ñîåäèíåíèé âñòðå÷àåòñÿ áîëåå òûñÿ÷è ðàç, ïðè÷åì äëÿ çíà÷è-

òåëüíîé ÷àñòè ïðîèçâîäíûõ ôëóîðåñöåèíà èñïîëüçóþòñÿ êîììåð÷åñêèå íàçâàíèÿ 

(íàïðèìåð, «áåíãàëüñêàÿ ðîçà» èëè «òîêèî ãðèí»), íèêàê íå óêàçûâàþùèå íà ïðî-

èñõîæäåíèå êðàñèòåëÿ. Âñ¸ ýòî ïîçâîëÿåò óâåðåííî óòâåðæäàòü, ÷òî äèçàéíó õè-

ìè÷åñêîé ñòðóêòóðû ôëóîðåñöåèíîâûõ ìîëåêóë è ñîçäàíèþ íà èõ îñíîâå íîâûõ 

áèîñåíñîðíûõ ïëàòôîðì â òå÷åíèå ïîñëåäíèõ äåñÿòèëåò èé óäåëÿëîñü îãðîìíîå 

âíèìàíèå.  

Òåì íå ìåíåå àâòîðû ýòîé êíèãè ïîñ÷èòàëè íóæíûì åùå ð àç îáðàòèòüñÿ ê 

òåìå ôóíäàìåíòàëüíûõ ñâîéñòâ ôëóîðåñöåèíà  – êàê åãî êëàññè÷åñêîé ñòðóê-

òóðû, òàê è øèðîêî èçâåñòíîé ìîäèôèêàöèè – ôëóîðåñöåèí-5-èçîòèîöèàíàòà, 

ñïîñîáíîãî êîâàëåíòíî ñâÿçûâàòüñÿ ñ áåëêàìè. Ðÿä îðèãèíàëüíûõ ðåçóëüòàòîâ 

àâòîðîâ ýòîé ìîíîãðàôèè ïîñëåäíèõ ëåò ïîçâîëèë óñòðàíèòü «áåëûå ïÿò íà» â 

ïîíèìàíèè ñïåêòðàëüíûõ è ñâÿçàííûõ ñ íèìè ñòðóêòóðíûõ ñâîéñòâ ôëóî-

ðåñöåèíà â øèðîêîì äèàïàçîíå pH, à òàêæå äàòü êîëè÷åñòâåííîå îïèñàíèå çà-

âèñèìîñòè ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà îò òåìïåðàòóðû, pH, äèýëåêòðè÷åñêîé 

ïðîíèöàåìîñòè è êîíöåíòðàöèè ýëåêòðîëèòà (â ÷àñòíîñòè, ôîñôàò-èîíîâ). Âñå 

ïåðå÷èñëåííûå ïàðàìåòðû ñàìè ïî ñåáå êðèòè÷åñêè âàæíû äëÿ âûÿâëåíèÿ ìå-

õàíèçìîâ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ áèîëîãè÷åñêèõ ñèñòåì, à ëîêàëèçàöèÿ çîíäà íà 

ïîâåðõíîñòè ãëîáóë, îáðàçóåìûõ áèîìàêðîìîëåêóëàìè, ïîçâîëÿåò ðåçêî  ïîâû-

ñèòü èíôîðìàòèâíîñòü ðåçóëüòàòîâ èçìåðåíèé. 

Çàãîëîâîê êíèãè – «Ôëóîðåñöåèí: îò ìåòêè ê çîíäó» – îòðàæàåò èäåþ 

ïðÿìîé çàâèñèìîñòè èíôîðìàòèâíîñòè ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà ñ ïîíèìà-
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íèåì ñâÿçè ìåæäó ñòðîåíèåì ìîëåêóëû è å¸ îïòè÷åñêèìè ñâîéñòâàìè. Äëÿ ÿñ-

íîñòè íåîáõîäèìî ÷¸òêî ðàçãðàíè÷èòü ñìûñë êëþ÷åâûõ òåðìèíîâ, ôèãóðèðó-

þùèõ â íàçâàíèè, à òàêæå ïîíÿòèé «ôëóîðåñöåíòíûé òðåéñåð» è «ñåíñîð». 

Ôëóîðåñöåèí âïåðâûå ïîëó÷èë  øèðîêîå  ïðèìåíåíèå  èìåííî  â êà÷åñòâå 

ôëóîðåñöåíòíîãî  1+*2-*+"  – âåùåñòâà, èñïîëüçóåìîãî  äëÿ âèçóàëüíîãî îòñëåæè-

âàíèÿ äâèæåíèÿ æèäêîñòåé. Èìåííî  ýòîò ìåòîä  ïîçâîëèë  äîêàçàòü ñóùåñòâîâàíèå 

ïîäçåìíîé  ãèäðîëîãè÷åñêîé ñâÿçè ìåæäó åâðîïåéñêèìè  ðåêàìè: êðàñèòåëü, äî-

áàâëåííûé  â âîäû  Ðåéíà, ïîçæå áûë îáíàðóæåí  â Äóíàå. Ñåãîäíÿ ýòîò ïîäõîä  àê-

òèâíî  ïðèìåíÿåòñÿ  â ìåäèöèíñêèõ òåõíîëîãèÿõ. Â ÷àñòíîñòè, åãî ââîäÿò âíóòðè-

âåííî  â íåáîëüøèõ  êîëè÷åñòâàõ äëÿ èçó÷åíèÿ êðîâîòîêà  è äèàãíîñòèêè ñîñòîÿíèÿ  

ñîñóäîâ ñåò÷àòêè ãëàçà. Ïðåïàðàò ÿâëÿåòñÿ áåçîïàñíûì  è ïîëíîñòüþ  âûâîäèòñÿ 

èç îðãàíèçìà  çà íåñêîëüêî  äíåé. 

Ôëóîðåñöåíòíàÿ $*1,"  èñïîëüçóåòñÿ äëÿ ìàðêèðîâêè è âèçóàëèçàöèè áåë-

êîâ, íóêëåèíîâûõ  êèñëîò, äðóãèõ áèîìàêðîìîëåêóë  èëè êëåòîê. Ìå÷åíèå  ïîçâî-

ëÿåò âèçóàëèçèðîâàòü ñòðóêòóðû, íå  îáëàäàþùèå ñîáñòâåííîé  ñïîñîáíîñòüþ  ê 

ýôôåêòèâíîìó  ñâå÷åíèþ. ×òîáû  ïîëó÷èòü áîëüøå èíôîðìàöèè,  îáúåêòû ìåòÿò 

ñðàçó íåñêîëüêèìè  ëþìèíîôîðàìè,  ÷óâñòâèòåëüíûìè ê ðàçíûì  äëèíàì  âîëí  âîç-

áóæäåíèÿ. 

Ôëóîðåñöåíòíûé  3/&4 – ýòî ñïåöèàëèçèðîâàííàÿ ôëóîðåñöåíòíàÿ ìåòêà, 

èìåþùàÿ  ðàñøèðåííûé  ôóíêöèîíàë.  Ñ åå ïîìîùüþ  ìîæíî  íå  òîëüêî «ïîäñâå-

òèòü» îáúåêòû, íî  è îáíàðóæèòü è äàæå èçìåðèòü êîëè÷åñòâî îïðåäåëåííûõ  âå-

ùåñòâ (àíàëèòîâ) â îáðàçöå è/èëè îöåíèòü ïàðàìåòðû  îêðóæåíèÿ. Ê òàêèì ïàðà-

ìåòðàì  îòíîñÿò  òåìïåðàòóðó, pH, äèýëåêòðè÷åñêóþ ïðîíèöàåìîñòü,  ãèäðîôîá-

íîñòü  è ò. ä. 

Ôëóîðåñöåíòíûå -*&-/+5  îáû÷íî  ñîñòîÿò èç ôëóîðîôîðà,  ëèíêåðà è ðàñ-

ïîçíàþùåãî  ôðàãìåíòà. Îíè  âçàèìîäåéñòâóþò ñ öåëåâûì àíàëèòîì  ïîñðåä-

ñòâîì  ñâÿçûâàíèÿ è ïðåäíàçíà÷åíû  äëÿ àâòîìàòè÷åñêîãî ìîíèòîðèíãà  è àíà-

ëèçà îáðàçöîâ. 

Êðàòêî î  ñòðóêòóðå èçëîæåíèÿ. Êíèãà ñîñòîèò èç ÷åòûð¸õ ãëàâ. Ïåðâàÿ 

ãëàâà íîñèò  îáçîðíûé  õàðàêòåð è ïîñâÿùåíà  ââåäåíèþ â îñíîâíûå  ïîíÿòèÿ  è 
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îïðåäåëåíèÿ  ñïåêòðîñêîïèè  ñëîæíûõ  ìîëåêóë,  ê êîòîðûì  îòíîñèòñÿ  áîëüøèí-

ñòâî êðàñèòåëåé. Ýòîò ìàòåðèàë èìååò ñàìîñòîÿòåëüíóþ  öåííîñòü,  ïîñêîëüêó  

ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé  äîñòàòî÷íî  êîìïàêòíîå  èçëîæåíèå îñíîâ,  ïîäãîòàâëèâàþùåå 

÷èòàòåëÿ ê âîñïðèÿòèþ  îðèãèíàëüíûõ  ðàçäåëîâ, ñëåäóþùèõ äàëåå. Áèáëèîãðàôèÿ 

ê äàííîé  ãëàâå ñîñòàâëåíà ïðåèìóùåñòâåííî  èç êëàññè÷åñêèõ ðàáîò ïî  ñïåêòðî-

ñêîïèè,  îçíàêîìëåíèå  ñ êîòîðûìè  ïîçâîëèò  çíà÷èòåëüíî ðàñøèðèòü êðóãîçîð â 

ýòîé îáëàñòè. 

Âòîðàÿ ãëàâà çíàêîìèò ÷èòàòåëÿ ñ ðåçóëüòàòàìè ýêñïåðèìåíòàëüíîãî èñ-

ñëåäîâàíèÿ èîííûõ ðàâíîâåñèé ôëóîðåñöåèíà â îñíîâíîì è âîçáóæä¸ííîì ñî-

ñòîÿíèÿõ. Åãî òðåõñòóïåí÷àòàÿ äèññîöèàöèÿ, çàòðàãèâàþùàÿ õðîìîôîðíûå 

ãðóïïû, ïðèâîäèò ê ñèëüíîé çàâèñèìîñòè ñïåêòðàëüíûõ õàðàêòåðèñòèê îò êèñ-

ëîòíîñòè (pH) ñðåäû. Â áèáëèîãðàôèþ ýòîé è ñëåäóþùèõ ãëàâ âêëþ÷åíû êàê 

îðèãèíàëüíûå ïóáëèêàöèè àâòîðîâ, òàê è ñîâðåìåííûå ðàáîòû äðóãèõ èññëå-

äîâàòåëåé. 

Â òðåòüåé ãëàâå èçëîæåíû ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ñïåêòðàëüíîãî îò-

êëèêà îäíîé èç äèññîöèèðîâàííûõ ôîðì ôëóîðåñöåèíà, à èìåííî åãî äèàíè-

îíà. Äèàíèîí îáðàçóåòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî â ïðåäåëàõ «ôèçèîëîãè÷åñêîãî» 

äèàïàçîíà pH, ÷òî ÷ðåçâû÷àéíî âàæíî äëÿ ðàçðàáîòêè ìåòîäîâ ôëóîðåñöåíò-

íîãî çîíäèðîâàíèÿ áèîëîãè÷åñêèõ ñèñòåì. Âëèÿíèå ïàðàìåòðîâ áèîëîã è÷å-

ñêèõ ñðåä, òàêèõ êàê âÿçêîñòü, êîíöåíòðàöèÿ ýëåêòðîëèòîâ (ôîñôàò-èîíîâ) è 

òåìïåðàòóðà, áûëî èçó÷åíî ñ ïîìîùüþ îïòè÷åñêèõ ìåòîäîâ êàê ïî îòäåëüíî-

ñòè, òàê è â êîìïëåêñå. 

×åòâåðòàÿ ãëàâà ïîñâÿùåíà ïðèìåíåíèþ ôëóîðåñöåèí -5-èçîòèîöèàíàòà 

(ÔÈÒÖ) â êà÷åñòâå ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà. Ýòî ïðîèçâîäíîå ôëóîðåñöåèíà 

îáëàäàåò îïòè÷åñêèìè õàðàêòåðèñòèêàìè, áëèçêèìè ê èñõîäíîé ìîëåêóëå, ïî-

ñêîëüêó ñîäåðæèò èäåíòè÷íûé õðîìîôîð, íî ïðè ýòîì ìîæåò êîâàëåíòíî ñâ ÿ-

çûâàòüñÿ ñ áåëêîâîé ìîëåêóëîé. Èñïîëüçîâàíèå áåëêîâ ðàçëè÷íîãî ðàçìåðà è 

ìîëåêóëÿðíîé ìàññû ïîçâîëèëî îáåñïå÷èòü íåîáõîäèìîå äëÿ âûÿâëåíèÿ  çàêî-

íîìåðíîñòåé ðàçíîîáðàçèå ñâîéñòâ íà ãðàíèöå ðàçäåëà ôàç äèñïåðñíîé ñè-
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ñòåìû «áåëîê – áèîëîãè÷åñêàÿ ñðåäà». Ëîêàëèçàöèÿ ÔÈÒÖ íà ìåæôàçíîé ãðà-

íèöå ïîçâîëèëà âûÿâèòü êîððåëÿöèè ìåæäó îïòè÷åñêèì ñèãíàëîì çîíäà è îñî-

áåííîñòÿìè ïîâåðõíîñòè áåëêîâîé ãëîáóëû.  

Âîçìîæíîñòü ñêàçàòü íîâîå ñëîâî â ñòîëü øèðîêî ðàçðàáîòàííîé òåìå 

ïîÿâèëàñü áëàãîäàðÿ ïî÷òè äåñÿòèëåòíåìó öèêëó èññëåäîâàíèé, êîòîðûé áûë 

ïîääåðæàí âåäóùèìè íàó÷íûìè ôîíäàìè è îðãàíèçàöèÿìè (ÐÔÔÈ, ãðàíò 

¹  19-02-00450; ÐÍÔ, ãðàíò ¹ 22 -22-00724; Ãîñçàäàíèå Ìèíîáðíàóêè,  

FSRZ-2020-0008). Ïî èòîãàì ýòîé ðàáîòû áûëî îïóáëèêîâàíî áîëåå 10 íàó÷-

íûõ ñòàòåé è çàùèùåíà êàíäèäàòñêàÿ äèññåðòàöèÿ ïî ñïåöèàëüíîñòè «Îï-

òèêà». Àâòîðû âûðàæàþò èñêðåííþþ áëàãîäàðíîñòü ñâîèì êîëëåãàì-ñîàâòî-

ðàì: À.  Þ.  Ïëîòíèêîâó, Ì.  À. Ãåðàñèìîâîé, Ë. À. Ñóêîâàòîìó, À. Ñ. Öèïîòàíó 

è À. Â. Øàìøóðèíó. Îñîáåííî ìû ïðèçíàòåëüíû Åëåíå Âëàäèìèðîâíå Íåìöå-

âîé, åäèíîìûøëåííèêó, ñîàâòîðó è ïåðâîìó ÷èòàòåëþ ýòîãî òðóäà. Ìû óáåæ-

äåíû, ÷òî èññëåäîâàíèÿ äàëåêè îò çàâåðøåíèÿ, è íàñ æäóò íîâûå ïðîåêòû è 

çàäà÷è – òàêèå æå ÿðêèå è âäîõíîâëÿþùèå, êàê ñâå÷åíèå ôëóîðåñöåèíà. 
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ÃËÀÂÀ 1. 

ÇÍÀÊÎÌÑÒÂÎ Ñ ÔËÓÎÐÅÑÖÅÈÍÎÂÛÌÈ ÊÐÀÑÈÒÅËßÌÈ  

1.1. Îñíîâíûå ïîíÿòèÿ ñïåêòðîñêîïèè ñëîæíûõ ìîëåêóë  

Îñíîâíûìè èçìåðÿåìûìè âåëè÷èíàìè â ìîëåêóëÿðíîé ñïåêòðîñêîïèè 

ÿâëÿþòñÿ ïîëîæåíèå è ôîðìà ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ è èñïóñêàíèÿ, à òàêæå èõ 

àìïëèòóäà (èíòåíñèâíîñòü). Âñå îíè îäíîçíà÷íî îïðåäåëÿþòñÿ õèìè÷åñêèì 

ñòðîåíèåì âåùåñòâà – êàê ìîëåêóëÿðíîé ñòðóêòóðîé, òàê è õàðàêòåðîì ìåæìî-

ëåêóëÿðíûõ âçàèìîäåéñòâèé. 

Íàèáîëåå ïðîñòûìè ñ òî÷êè çðåíèÿ îïèñàíèÿ ñòðóêòóðû è îïòè÷åñêèõ 

ñâîéñòâ îáúåêòàìè ìîëåêóëÿðíîé ñïåêòðîñêîïèè ÿâëÿþòñÿ èçîëèðîâàííûå 

äâóõàòîìíûå è âûñîêîñèììåòðè÷íûå ìíîãîàòîìíûå (íàïðèìåð, ìåòàí, ôóëëå-

ðåí) ìîëåêóëû. Ñïåêòðîñêîïèÿ òàêèõ îáúåêòîâ ðàññìàòðèâàåò ýëåêòðîííûå, 

êîëåáàòåëüíûå è âðàùàòåëüíûå òèïû äâèæåíèé â ðàìêàõ ïðîñòûõ ôèçè÷åñêèõ 

ìîäåëåé (ãàðìîíè÷åñêèé îñöèëëÿòîð, ñôåðè÷åñêèé âîë÷îê è ò. ä.), ïðåäîñòàâ-

ëÿÿ áàçèñ äëÿ èíòåðïðåòàöèè ñïåêòðîâ â ñëó÷àå ìîëåêóë ñ áîëüøèì ÷èñëîì 

àòîìîâ è ïðîèçâîëüíîé ñèììåòðèåé. Âàæíóþ ðîëü â ýòèõ ïðåäñòàâëåíèÿõ èã-

ðàåò ïðèíöèï Áîðíà -Îïïåíãåéìåðà [1,  2], êîòîðûé íå òîëüêî ïîñòóëèðóåò âîç-

ìîæíîñòü ðàçäåëüíîãî îïèñàíèÿ óêàçàííûõ òèïîâ äâèæåíèé â ìîëåêóëå, íî è 

óñòàíàâëèâàåò ñîîòíîøåíèÿ ìåæäó õàðàêòåðíûìè âåëè÷èíàìè èõ ýíåðãèé. 

Òàê, ïåðåõîäû ìåæäó ýëåêòðîííûìè óðîâíÿìè ëåæàò â ÓÔ è âèäèìîé îáëà-

ñòÿõ ñïåêòðà, ìåæäó êîëåáàòåëüíûìè – â ÈÊ-îáëàñòè, ìåæäó âðàùàòåëü-

íûìè  – â äàëüíåé ÈÊ è ìèêðîâîëíîâîé îáëàñòÿõ. Ýòî ôîðìèðóåò ýíåðãåòè÷å-

ñêóþ ñõåìó ìîëåêóë â âèäå äèñêðåòíîãî ðÿäà ýëåêòðîííûõ óðîâíåé ñ 

íàäñòðîéêîé â âèäå íàáîðà êîëåáàòåëüíûõ è âðàùàòåëüíûõ óðîâíåé. 

Ñ ðîñòîì ÷èñëà àòîìîâ è óìåíüøåíèåì ñèììåòðèè ìîëåêóëû ïðîèñõî-

äèò óâåëè÷åíèå ïëîòíîñòè ñïåêòðàëüíûõ ëèíèé è óñëîæíåíèå õàðàêòåðà êîëå-

áàíèé ìîëåêóëû. Ýôôåêòèâíîñòü ïåðåðàñïðåäåëåíèÿ êîëåáàòåëüíîé ýíåðãèè 

âíóòðè ìîëåêóëû íà÷èíàåò èãðàòü âàæíóþ ðîëü â ôîðìèðîâàíèè ñïëîøíûõ  
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ñïåêòðîâ. Ïðåäåëüíûì ïåðåõîäîì ÿâëÿåòñÿ ñèòóàöèÿ, êîãäà âåðîÿòíîñòü òà-

êîãî ïåðåðàñïðåäåëåíèÿ îêàçûâàåòñÿ áîëüøå, ÷åì îáðàòíîå âðåìÿ æèçíè âîç-

áóæäåííîãî ýëåêòðîííîãî ñîñòîÿíèÿ. Ýòîò ïåðåõîä ñëóæèò íåêèì «âîäîðàçäå -

ëîì» â ñèòóàöèè ïðîñòûõ è ñëîæíûõ ìîëåêóë [3]. Â ñëîæíûõ ìîëåêóëàõ ñ 

áîëüøèì ÷èñëîì àòîìîâ è ñèñòåìîé ñîïðÿæåííûõ ñâÿçåé  – à èìåííî ê òàêèì 

ìîëåêóëàì îòíîñÿòñÿ ôëóîðåñöåèí è áîëüøèíñòâî îðãàíè÷åñêèõ êðàñèòåëåé 

[4] – ðàçðåøèòü ñòðóêòóðó øèðîêîé âèáðîííîé ïîëîñû çà÷àñòóþ íå óäàåòñÿ 

äàæå ïðè ñâåðõíèçêèõ òåìïåðàòóðàõ. 

Ôîòîôèçè÷åñêèå ïðîöåññû â òàêèõ ìîëåêóëàõ íàãëÿäíî èëëþñòðèðó-

þòñÿ ñ ïîìîùüþ äèàãðàììû ßáëîíñêîãî [5–8]. Â åå óïðîùåííîé âåðñèè îòî á-

ðàæåíû íèæíèå ñèíãëåòíûå (S0, S1) è òðèïëåòíûé (T1) ýëåêòðîííûå óðîâíè ìî-

ëåêóëû, êîëåáàòåëüíûå óðîâíè êàæäîãî ýëåêòðîííîãî ñîñòîÿíèÿ, à òàêæå ñî-

âîêóïíîñòü ïåðåõîäîâ ìåæäó íèìè (ðèñ . 1.1). 

 

Ðèñóíîê 1.1. Äèàãðàììà ßáëîíñêîãî  

 ��(/6#/7*&%*  âåùåñòâîì ýëåêòðîìàãíèòíîãî èçëó÷åíèÿ â ÓÔ è âèäè-

ìîé îáëàñòÿõ ñïåêòðà ñâÿçàíî ñ âîçáóæäåíèåì âíåøíèõ (âàëåíòíûõ) ýëåêòðî-

íîâ ìîëåêóë. Â îòäåëüíûõ ñëó÷àÿõ îïðåäåëåííûå ïîëîñû ïîãëîùåíèÿ ì îæíî 

îòíåñòè ê ïåðåõîäàì ýëåêòðîíîâ, êîòîðûå ëîêàëèçîâàíû â íåêîòîðûõ ÷àñòÿõ 

ìîëåêóëû, íî â öåëîì ïîãëîùåíèå ýëåêòðîìàãíèòíîãî èçëó÷åíèÿ  – ýòî ñâîé-

ñòâî ñèñòåìû åå ñâÿçåé. Ôîðìèðîâàíèå ýëåêòðîííî -êîëåáàòåëüíîé ïîëîñû ïî-
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ãëîùåíèÿ ñëîæíîé ìîëåêóëû ïðîèñõîäèò â ðåçóëüòàòå í àëîæåíèÿ äâóõ ñòàòè-

ñòè÷åñêèõ ðàñïðåäåëåíèé: ðàñïðåäåëåíèÿ âåðîÿòíîñòåé ïåðåõîäîâ ìåæäó ýëåê-

òðîííî -êîëåáàòåëüíûìè ñîñòîÿíèÿìè è ðàñïðåäåëåíèÿ ìîëåêóë ïî ê îëåáàòåëü-

íûì óðîâíÿì èñõîäíîãî ýëåêòðîííîãî ñîñòîÿíèÿ. Ïî èòîãó  â ñïåêòðå ïîãëîùå-

íèÿ ôîðìèðóåòñÿ øèðîêèé ïèê (ðèñ.  1.2, ëåâûé ñïåêòð), êîòîðûé ïðåäñòàâëÿåò 

ñîáîé íàëîæåíèå ìíîãèõ ïîëîñ . Îí  íå èíôîðìàòèâåí â îòíîøåíèè ýíåðãåòè÷å-

ñêîé ñòðóêòóðû ýëåêòðîííî-êîëåáàòåëüíîãî ñîñòîÿíèÿ ìîëåêóëû, ñâèäåòåëü-

ñòâóÿ ëèøü î êîíêóðåíöèè âûøåóêàçàííûõ ïðîöåññîâ.  

 

Ðèñóíîê 1.2. Õàðàêòåðíûé âèä âçàèìíîãî ðàñïîëîæåíèÿ ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ  
è ôëóîðåñöåíöèè ñëîæíûõ ìîëåêóë  

Ïðåäñòàâëåíèå ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ ïðîèñõîäèò, êàê ïðàâèëî, â âèäå çà-

âèñèìîñòè îò äëèíû âîëíû l  îäíîé èç òðåõ âåëè÷èí. Ïåðâàÿ – ýòî îïòè÷åñêàÿ 

ïëîòíîñòü D( l ), íåïîñðåäñòâåííî îïðåäåëÿåìàÿ â ýêñïåðèìåíòå. Îñòàëüíûå 

äâå – ñïåêòð ýêñòèíêöèè e( l ) è ñïåêòð ñå÷åíèÿ ïîãëîùåíèÿ  s( l ) – ýòî ðàçíûå 

âàðèàíòû ïðåäñòàâëåíèÿ óäåëüíîé ïîãëîùàòåëüíîé ñïîñîáíîñòè îäíîé ìîëå-

êóëû, êîòîðûå ñâÿçàíû ñ ïåðâîé âåëè÷èíîé ÷åðåç çàêîí Áóãåðà-Ëàìáåðòà-Áåðà: 

( ) ( ) ( ) lNlCD eT ××ls-××le-- ===l 1010  (1.1) 
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Âûðàæåíèå (1.1) ñîäåðæèò ïðîïóñêàíèå T îáðàçöà (îòíîøåíèå èíòåíñèâ-

íîñòè ïðîøåäøåãî ñâåòà ê èíòåíñèâíîñòè ïàäàþùåãî), åãî òîëùèíó l (â ñì), 

êîíöåíòðàöèþ N (â ñì -3) èëè !  (â M) ïîãëîùàþùåãî âåùåñòâà.  

! ��8/#*9"1*#:&";<+*#",-"=%; . Åñëè ìîëåêóëà îêàçàëàñü â îäíîì èç âîç-

áóæäåííûõ êîëåáàòåëüíûõ ñîñòîÿíèé, îíà áûñòðî  (â òå÷åíèå 10-12̧ 10-13 ñ) ïå-

ðåéäåò íà áîëåå íèçêèé òåðìîäèíàìè÷åñêè ðàâíîâåñíûé óðîâåíü, áåçûçëó÷à-

òåëüíî ñáðîñèâ èçáûòî÷íóþ êîëåáàòåëüíóþ ýíåðãèþ. Ýòîò óðîâåíü ñòàíî-

âèòñÿ ñòàðòîâûì äëÿ ñëåäóþùåãî ïðîöåññà âîçáóæäåíèÿ. 

"  >#?/+*-=*&=%; – èçëó÷àòåëüíûé ïåðåõîä ìåæäó óðîâíÿìè îäíîé 

ìóëüòèïëåòíîñòè. Ïðåäøåñòâóþùàÿ èçëó÷åíèþ ðåëàêñàöèÿ íà íèæíèé êîëå-

áàòåëüíûé óðîâåíü ïðèâîäèò ê ïîòåðå èíôîðìàöèè î òîì, íà êàêîé èìåííî  

ýëåêòðîííî -êîëåáàòåëüíûé óðîâåíü ïåðåøëà ìîëåêóëà ïóòåì ôîòîâîçáóæäå-

íèÿ è, êàê ñëåäñòâèå, ê íåçàâèñèìîñòè ôîðìû ñïåêòðà èñïóñêàíèÿ j (l ) îò 

äëèíû âîëíû âîçáóæäåíèÿ. Ýòî ñïðàâåäëèâî íå òîëüêî äëÿ âîçáóæäåíèÿ â ñî-

ñòîÿíèÿ ñ ýíåðãèåé, ñîîòâåòñòâóþùåé ïåðâîé ýëåêòðîííî-êîëåáàòåëüíîé ïî-

ëîñå (l 2, l 3), íî è äëÿ áîëåå âûñîêîýíåðãåòè÷åñêèõ ïîëîñ â êîðîòêîâîëíîâîé 

÷àñòè ñïåêòðà (l 1), ðèñ. 1.3. 

 

Ðèñóíîê 1.3. Ðèñóíîê, èëëþñòðèðóþùèé íåçàâèñèìîñòü ôîðìû ñïåêòðà èñïóñêàíèÿ 
ñëîæíîé ìîëåêóëû îò äëèíû âîëíû âîçáóæäåíèÿ  
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Åñëè ôîðìà ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè j (l ) çàâèñèò òîëüêî îò ñàìîãî âå-

ùåñòâà, òî åãî àìïëèòóäà çàâèñèò îò ðÿäà ôàêòîðîâ, âêëþ÷àþùèõ óñëîâèÿ ðå-

ãèñòðàöèè ñïåêòðà. Ê ôàêòîðàì, çàâèñÿùèì îò âåùåñòâà, îòíîñèòñÿ, ïðåæäå 

âñåãî, êâàíòîâûé âûõîä ôëóîðåñöåíöèè (F ôë), õàðàêòåðèçóþùèé ýôôåêòèâ-

íîñòü ïðåîáðàçîâàíèÿ ïîãëîùåííûõ êâàíòîâ â èñïóùåííûå. Ýòà âåëè÷èíà ìî-

æåò âàðüèðîâàòüñÿ â ïðåäåëàõ îò íóëÿ äî åäèíèöû. Íà àìïëèòóäó ñïåêòðà âëè-

ÿåò òàêæå âûáîð äëèíû âîëíû âîçáóæäåíèÿ, îïðåäåëÿþùèé äîëþ ïîãëîùåí-

íîé ýíåðãèè (1 -@). Íàêîíåö, èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè çàâèñèò îò èíòåí-

ñèâíîñòè âîçáóæäàþùåãî ñâåòà I0, à òàêæå îò ýôôåêòèâíîñòè ñáîðà è äîñòàâêè 

èçëó÷åíèÿ íà èçìåðèòåëüíóþ ñèñòåìó, â òîì ÷èñëå îò ãåîìåòðèè âîçáóæäåíèÿ, 

øèðèíû ùåëåé ìîíîõðîìàòîðîâ è ò.  ä. Ýòè ôàêòîðû ìîæíî ó÷åñòü ÷åðåç ýì-

ïèðè÷åñêèé êîýôôèöèåíò K. Òàêèì îáðàçîì, èòîãîâàÿ ôîðìóëà äëÿ ðàñ÷åòà èí-

òåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè âûãëÿäèò ñëåäóþùèì îáðàçîì:  

( ) ( ) !"#
$% $% 0 $% 0& 1 & 1 10 ,-e= - = - ClI K I T K I  (1.2) 

ãäå  !"#e  – ìîëÿðíûé äåñÿòè÷íûé  êîýôôèöèåíò ýêñòèíêöèè íà äëèíå âîëíû 

âîçáóæäåíèÿ. Èç óðàâíåíèÿ (1.2) âèäíî, ÷òî èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè 

$%I , âîîáùå ãîâîðÿ, íå ïðîïîðöèîíàëüíà êîíöåíòðàöèè âåùåñòâà C. Îäíàêî 

òàêàÿ ïðîïîðöèîíàëüíîñòü ñîáëþäàåòñÿ â îáðàçöàõ ñ ìàëîé îïòè÷åñêîé ï ëîò-

íîñòüþ ( Dâîçá £ 0,1), êîãäà ýêñïîíåíöèàëüíûé ÷ëåí ìîæåò áûòü ñ äîñòàòî÷íîé 

òî÷íîñòüþ àïïðîêñèìèðîâàí ëèíåéíîé çàâèñèìîñòüþ:  

$% $% 0  !"#ln10 .= F eI K I Cl
 (1.3) 

Âàðüèðóÿ óñëîâèÿ ýêñïåðèìåíòà, ìîæíî äîáèòüñÿ âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíî-

ñòè ðåãèñòðèðóåìîãî ñèãíàëà ôëóîðåñöåíöèè ïî îòíîøå íèþ ê êîíöåíòðàöèè 

ôëóîðåñöèðóþùåãî âåùåñòâà. Èäåÿ èçìåðåíèÿ êîíöåíòðàöèè âåùåñòâà ôëóîðåñ-

öåíòíûì ìåòîäîì âûãëÿäèò äîñòàòî÷íî ïðèâëåêàòåëüíîé , îäíàêî, ÷òîáû åå ðåà-

ëèçîâàòü, íåîáõîäèìà  ïðåäâàðèòåëüíàÿ ïðîöåäóðà êàëèáðîâêè ñèãíàëà ñ èñïîëü-

çîâàíèåì îáðàçöîâ ñðàâíåíèÿ ñ èçâåñòíîé êîíöåíòðàöè åé. 
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Â ðÿäå çàäà÷ ìîæíî îáîéòèñü áåç êàëèáðîâêè ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà, 

åñëè èñïîëüçîâàòü ðàòèîìåòðè÷åñêèé ñèãíàë (S). Îí ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îòíî-

øåíèå äâóõ ñèãíàëîâ ôëóîðåñöåíöèè, ïîëó÷åííûõ ïðè èäåíòè÷íûõ óñëîâèÿõ, 

íî íà ðàçíûõ äëèíàõ âîëí âîçáóæäåíèÿ èëè èñïóñêàíèÿ îáðàçöà. Òàêàÿ âîç-

ìîæíîñòü ðåàëèçóåòñÿ, åñëè îáðàçåö ïðåäñòàâëåí ðàâíîâåñíîé ñìåñüþ äâóõ 

ôîðì (íàïðèìåð,  òàóòîìåðîâ) âåùåñòâà ëèáî ñàìà ìîëåêóëà ñîäåðæèò íå-

ñêîëüêî õðîìîôîðîâ. Ïðèìåð ðàñ÷åòà ðàòèîìåòðè÷åñêîãî ñèãíàëà ïðè «äâîé-

íîé» ôëóîðåñöåíöèè ïðèâåäåí íà ðèñ.  1.4. Â ãëàâàõ 3, 4 áóäåò ðàññìîòðåí äðó-

ãîé ñëó÷àé ïðåäñòàâëåíèÿ ðàòèîìåòðè÷åñêîãî ñèãíàëà, ñâÿçàííîãî ñ äâóìÿ ðàç-

íûìè èîííûìè ôîðìàìè ôëóîðåñöåèíà. Ðàòèîìåòðè÷åñêèé ñèãíàë S ñâîáîäåí 

îò ñïåöèôèêè óñòàíîâêè è õàðàêòåðèçóåò óñòàíîâèâøååñÿ ðàâíîâåñèå. Ïðå-

èìóùåñòâîì ðàòèîìåòðè÷åñêèõ èçìåðåíèé ÿâëÿåòñÿ òàêæå òî, ÷òî îíè óñòðà-

íÿþò èñêàæåíèÿ äàííûõ, âûçâàííûå ôîòîîáåñöâå÷èâàíèåì è íåñòàáèëüíî-

ñòüþ îñâåùåíèÿ. 

 
Ðèñóíîê 1.4. Ïðèìåð ðàñ÷åòà ðàòèîìåòðè÷åñêîãî ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà 

Ðàññìàòðèâàÿ ñîâìåñòíî ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ è ôëóîðåñöåíöèè, ìîæíî 

âûäåëèòü ðÿä çàêîíîìåðíîñòåé (ðèñ. 1.2) [4, 8]: ñïåêòð èñïóñêàíèÿ âñåãäà ñäâè-

íóò ïî îòíîøåíèþ ê ñïåêòðó ïîãëîùåíèÿ â ñòîðîíó äëèííûõ âîëí (ñò îêñîâ 

ñäâèã); ñïåêòðàëüíûå êðèâûå ïîãëîùåíèÿ è èñïóñêàíèÿ ïîä÷èíÿþòñÿ ïðàâè ëó 

çåðêàëüíîé ñèììåòðèè. Âòîðàÿ çàêîíîìåðíîñòü íîñèò êà÷åñòâåííûé õàðàêòåð; 
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ïðè åå âûïîëíåíèè ìîæíî ñóäèòü î òîì, íàñêîëüêî áëèçêè ñòðóêòóðû êîëåáà-

òåëüíûõ óðîâíåé îñíîâíîãî è âîçáóæäåííîãî ýëåêòðîííûõ ñîñòîÿíèé . Äîïîë-

íèòåëüíî ìîæíî âûÿâèòü ïîëîæåíèå ÷èñòî ýëåêòðîííîãî (0 -0) ïåðåõîäà êàê 

ñïåêòðàëüíîå ðàñïîëîæåíèå òî÷êè ïåðåñå÷åíèÿ êîíòóðîâ. 

Åùå îäíèì ýêñïåðèìåíòàëüíî èçìåðÿåìûì ïàðàìåòðîì ôë óîðåñöåí-

öèè ÿâëÿåòñÿ âðåìÿ æèçíè âîçáóæäåííîãî (ôëóîðåñöåíòíîãî) ñîñòîÿíèÿ  t ôë. 

Èçìåðåíèå âðåìåíè æèçíè ôëóîðåñöåíòíîãî ñîñòîÿíèÿ ï ðîèñõîäèò ïóòåì 

àíàëèçà âðåìåííîé çàâèñèìîñòè ñïàäà èíòåíñèâíîñòè ô ëóîðåñöåíöèè ïîñëå 

âîçáóæäåíèÿ êîðîòêèì (â ïðåäåëüíîì ñëó÷àå èìåþùèì âè ä d-ôóíêöèè) èì-

ïóëüñîì, êîòîðàÿ äëÿ ñëó÷àÿ îäíîãî õðîìîôîðà îïèñûâ àåòñÿ ýêñïîíåíöè-

àëüíîé ôóíêöèåé:  

( ) ( ) $%0 .
- t=

t

I t I e  (1.4) 

Ïàðàìåòð t ôë ïîêàçûâàåò âðåìÿ, çà êîòîðîå èíòåíñèâíîñòü çàòóõàåò â e 

ðàç. Â ñëó÷àå áîëåå ñëîæíîãî õàðàêòåðà çàòóõàíèÿ ôóíêöèÿ I(t) ìîæåò áûòü 

ïðåäñòàâëåíà â âèäå ñóïåðïîçèöèè íåñêîëüêèõ ýêñïîíåíò ñ àìïëèòóäíûìè 

âêëàäàìè Bi. Â ýòîé ñèòóàöèè èñïîëüçóåòñÿ ýôôåêòèâíûé ïàðàìåòð â âèäå 

ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ ôëóîðåñöåíòíîãî âðåìåíè æèçíè:  

$% .
t

t =
å
å

i i
i

i
i

B

B
 (1.5) 

Òèïè÷íàÿ âåëè÷èíà t ôë ñîñòàâëÿåò íàíîñåêóíäû, íî ìîæåò âàðüèðî-

âàòüñÿ â ïðåäåëàõ îäíîãî-äâóõ ïîðÿäêîâ â çàâèñèìîñòè îò ôëóîðîôîðà è åãî 

îêðóæåíèÿ. Ïðåäåëüíûì çíà÷åíèåì âðåìåíè æèçíè ôëóîðåñöåíòíîãî ñîñòîÿ-

íèÿ â îòñóòñòâèå áåçûçëó÷àòåëüíûõ ïåðåõîäîâ ÿâëÿåòñÿ âåëè÷èíà ðàäèàöèîí-

íîãî âðåìåíè æèçíè  t ðàä. Ðàäèàöèîííîå  âðåìÿ æèçíè ìîæíî ðàññ÷èòàòü èç 

óðàâíåíèÿ Ñòðèêëåðà-Áåðãà [9] íà îñíîâàíèè èçâåñòíîãî êîíòóðà èñïóñêàíèÿ 

j (l ) è ñå÷åíèÿ ïîãëîùåíèÿ ( )s l :  



17 

( )
( )
( )

3

'!(%
)*+

3
$%

.
8

j l l l
t =

s l j l lp l
l

ò
òò

dn

dcn d
 

(1.6) 

Çäåñü $%n è '!(%n  – ñðåäíèå ïîêàçàòåëè ïðåëîìëåíèÿ â ïîëîñå èñïóñêàíèÿ 

è ïîãëîùåíèÿ, ñîîòâåòñòâåííî, -  – ñêîðîñòü ñâåòà. Óðàâíåíèå (1.6) – ðåçóëüòàò 

ìîäèôèêàöèè êëàññè÷åñêîé òåîðèè àòîìíîé äèñïåðñèè äëÿ ðàçðåøåííûõ ñèí-

ãëåò-ñèíãëåòíûõ ìîëåêóëÿðíûõ ïåðåõîäîâ. Ñòåïåíü ðàçëè÷èÿ ìåæäó âðåìåíåì 

æèçíè ôëóîðåñöåíòíîãî ñîñòîÿíèÿ è ðàäèàöèîííûì âðåì åíåì æèçíè õàðàêòå-

ðèçóåò óðîâåíü ïîòåðü ýíåðãèè íà áåçûçëó÷àòåëüíûå ïðîöåññû, à ñîîòíîøåíèå 

ýòèõ âðåìåí äàåò ñïîñîá íàõîæäåíèÿ êâàíòîâîãî âûõîä à ôëóîðåñöåíöèè: 

$%
$%

)*+

.
t

F =
t

 (1.7) 

Âàæíûì ïàðàìåòðîì ëþìèíåñöåíöèè ÿâëÿåòñÿ åå ïîëÿðèçàöèÿ [8,10]. 

Êîëè÷åñòâåííûì êðèòåðèåì, îïðåäåëÿþùèì ýòó õàðàêòåðèñòèêó, ñëóæèò àíè-

çîòðîïèÿ r. Â ñîîòâåòñòâèè ñ îáîçíà÷åíèÿìè íà ðèñ. 1.5 îíà îïðåäåëÿåòñÿ ñëå-

äóþùåé ôîðìóëîé:  

||

||

.
2

^

^

-
=

+

I I
r

I I
 (1.8) 

Ïîëÿðèçàöèîííûå èçìåðåíèÿ ëþìèíåñöåíöèè ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû 

äëÿ îöåíêè ðàçìåðîâ ôëóîðîôîðà.  Ñîîòíîøåíèå ìåæäó ñòàöèîíàðíîé ôëóî-

ðåñöåíòíîé àíèçîòðîïèåé r è âðåìåíåì âðàùàòåëüíîé êîððåëÿöèè f  äàåòñÿ 

óðàâíåíèåì Ïåððåíà:  

$%0 1 ,
t

= +
f

r
r  (1.9) 

ãäå 0r  – ïðåäåëüíîå çíà÷åíèå àíèçîòðîïèè áåç ó÷åòà âðàùàòåëüíîé äèôôóçèè. 

Èçâëå÷ü èíôîðìàöèþ î ãèäðîäèíàìè÷åñêîì äèàìåòðå D èçëó÷àòåëÿ (â ïðèáëè-

æåíèè åãî ñôåðè÷åñêîé ôîðìû) ìîæíî, èñïîëüçóÿ ñëåäóþùóþ ôîðìóëó:  
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3

,
6

h hp
f = =

V D
kT kT

 (1.10) 

ãäå h – âÿçêîñòü ðàñòâîðà, T – òåìïåðàòóðà, k – êîíñòàíòà Áîëüöìàíà.  

 
Ðèñóíîê 1.5. Ñõåìà èçìåðåíèÿ ïîëÿðèçîâàííîé ëþìèíåñöåíöèè [11]  

Åùå îäíîé âàæíîé õàðàêòåðèñòèêîé ôëóîðåñöåíòíîãî ñâå÷åíèÿ ÿâëÿ-

åòñÿ ñïåêòð âîçáóæäåíèÿ f(l ). Äëÿ åãî ïîëó÷åíèÿ ñêàíèðóåòñÿ äëèíà âîëíû 

âîçáóæäåíèÿ, ïðè ýòîì äëèíà âîëíû ðåãèñòðàöèè ôëóîðåñöåíöèè îñòà¸òñÿ ïî-

ñòîÿííîé. Òàêîé ïîäõîä ïîçâîëÿåò ñîïîñòàâèòü ñïåêòð âîçáóæäåíèÿ ñî ñïå ê-

òðîì ïîãëîùåíèÿ âåùåñòâà. Â ïðîñòåéøåì ñëó÷àå îäíîêîìïîíåíòíîé ñèñòåìû 

ñ íèçêîé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòüþ èõ ôîðìû áóäóò áëèçêè. Â áîëåå ñëî æíûõ 

ñèñòåìàõ ýòè êîíòóðû ìîãóò ñèëüíî îòëè÷àòüñÿ, ñèãíàëèçèðóÿ î ñëîæíîñòè ñî-

ñòàâà ñìåñè è ìåæìîëåêóëÿðíûõ âçàèìîäåéñòâèÿõ. 

# ��Ïîñëå ïåðåõîäà â ýëåêòðîííî -êîëåáàòåëüíîå âîçáóæäåííîå ñîñòîÿíèå 

è êîëåáàòåëüíîé ðåëàêñàöèè àëüòåðíàòèâîé ôëóîðåñöåíöèè ìîæåò ñòàòü��%&A

1*+,/$9%&"=%/&&52<B*+*C/4<èç âîçáóæäåííîãî ñèíãëåòíîãî  ñîñòîÿíèÿ ìîëå-

êóëû â ïåðâîå òðèïëåòíîå [12, 13], ïðåäñòàâëÿþùèé ñîáîé áåçûçëó÷àòåëüíûé 
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ïðîöåññ ñ èçìåíåíèåì ñïèíîâîãî ñîñòîÿíèÿ. Åãî âåðîÿòíîñòü â ìîëåêóëàõ, ñî-

äåðæàùèõ òÿæåëûå àòîìû, ìîæåò áûòü äîñòàòî÷íî âûñîêà, ÷òî ïîçâîëÿåò èí-

òåðêîìáèíàöèîííîìó ïåðåõîäó óñïåøíî êîíêóðèðîâàòü ñ èçëó÷àòåëüíûì ï ðî-

öåññîì. Â ñëó÷àå ìîëåêóë, íå ñîäåðæàùèõ òÿæåëûå àòîìû (ê êîòîðûì îòíî-

ñèòñÿ è ìîëåêóëà ôëóîðåñöåèíà), âêëàä ýòîãî ïðîöåññà ìîæíî îöåíèòü êàê ïðå-

íåáðåæèìî ìàëûé.  

$  Ñ ó÷àñòèåì òðèïëåòíîãî óðîâíÿ âîçìîæåí èçëó÷àòåëüíûé ïðîöåññ -  

D/-D/+*-=*&=%;.<Ôîñôîðåñöåíöèÿ ñîîòâåòñòâóåò ïåðåõîäó ñ ïåðâîãî òðèïëåò-

íîãî óðîâíÿ, ëåæàùåãî íèæå ñîîòâåòñòâóþùåãî ñèíãëåòíîãî óðîâíÿ, ïîýòîìó 

å¸ ñïåêòð âñåãäà ñäâèíóò áàòîõðîìíî îòíîñèòåëüíî ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè. 

Âðåìÿ æèçíè ôîñôîðåñöåíòíîãî òðèïëåòíîãî ñîñòîÿíèÿ íà íåñêîëüê î ïîðÿä-

êîâ âûøå, ÷åì ó óæå ðàññìîòðåííîãî ôëóîðåñöåíòíîãî ñîñòîÿíèÿ, ÷òî äåëàåò 

âåñüìà âåðîÿòíûì òóøåíèå ôîñôîðåñöåíöèè çà ñ÷åò ìåæìîëåêóëÿðíûõ ïðî-

öåññîâ. Ýòî ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ôîñôî ðåñöåí-

öèÿ ðàñòâîðîâ ïðàêòè÷åñêè íå íàáëþäàåòñÿ, â òî âðåìÿ êàê ôëóîðåñöåíöèþ 

ïðîÿâëÿþò ìíîãèå ñîåäèíåíèÿ. Ôîñôîðåñöåíöèþ ìîæíî íàáëþäàòü òîëü êî â 

î÷åíü âÿçêèõ èëè çàìîðîæåííûõ ðàñòâîðàõ [7], â áåëêàõ, íî äàæå â ýòèõ ñëó-

÷àÿõ êâàíòîâûé âûõîä ôîñôîðåñöåíöèè, êàê ïðàâèëî, íå ïðåâûøàåò íåñêîëü-

êèõ ïðîöåíòîâ.  

×òîáû ñôîðìèðîâàòü îêîí÷àòåëüíûé ïåðå÷åíü âîçìîæíûõ èçëó÷àòåëü-

íûõ ïðîöåññîâ, íóæíî ïðåäïîëîæèòü ïîòåíöèàëüíóþ âîçìîæíîñòü îáðàòíî é 

èíòåðêîìáèíàöèîííîé êîíâåðñèè  èç òðèïëåòíîãî â ïåðâîå ñèíãëåòíîå ñîñòîÿ-

íèå ñ ïîñëåäóþùèì èñïóñêàíèåì ôëóîðåñöåíöèè. Òàê íàçûâàåìàÿ 3"$*4#*&A

&";< D#?/+*-=*&=%; ñîâïàäàåò ïî ñâîèì ñïåêòðàëüíûì õàðàêòåðèñòèêàì ñ 

îáû÷íîé, íî èìååò õàðàêòåðíîå âðåìÿ æèçíè ôîñôîðåñöåíöèè. Âñå ïåðå÷èñ -

ëåííûå èçëó÷àòåëüíûå ïðîöåññû îáúåäèíÿþòñÿ ïîíÿòèåì #E$%&*-=*&=%;. 

% & �� Áåçûçëó÷àòåëüíûå ïåðåõîäû ìåæäó ýíåðãåòè÷åñêèìè óðîâíÿìè 

îäíîé è ðàçíîé ìóëüòèïëåòíîñòè ìîãóò áûòü îáóñëîâëåíû 0&?1+*&&*2<,/&0*+A

-%*2<ëèáî 1?F*&%*$<[8, 14]. Â øèðîêîì ñìûñëå ïîä 1?F*&%*$ ïîíèìàþò ëþ-
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áûå ïðîöåññû äåçàêòèâàöèè ëþìèíåñöèðóþùèõ ñîñòîÿíèé, ÿâëÿþùèåñÿ ðå-

çóëüòàòîì âçàèìîäåéñòâèÿ âîçáóæäåííûõ ìîëåêóë ñ êîìïîíåíòàìè ñèñòåìû. 

Òàê, ïðè óâåëè÷åíèè ñîîòâåòñòâóþùåãî ïàðàìåòðà íàáëþäàþò òåìïåðàòóðíîå 

è êîíöåíòðàöèîííîå òóøåíèå ; êðîìå òîãî, èçâåñòíî ñïåöèôè÷åñêîå  òóøåíèå, 

âûçâàííîå ïîñòîðîííèìè ïðèìåñÿìè.  

Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè è êâàíòîâûé âûõîä, êàê ïðàâèëî, â áîëüøåé 

ñòåïåíè çàâèñÿò îò ìîëåêóëÿðíîãî îêðóæåíèÿ, ÷åì ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ. Òàê, 

èçìåíåíèå ïîëÿðíîñòè ðàñòâîðèòåëÿ ïðèâîäèò ê ñìåùåíèþ ñïåêòðîâ. Ýòà õà-

ðàêòåðèñòèêà íàèáîëåå ÿðêî ïðîÿâëÿåòñÿ ó ôëóîðîôîðîâ, êîòîðûå èìåþò áîëü-

øèå äèïîëüíûå ìîìåíòû â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè, ÷òî ïðèâîäèò ê ñäâèãó 

ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè â ñòîðîíó äëèííûõ âîëí [8,  10, 15]. 

 
Ðèñóíîê 1.6. Ýíåðãåòè÷åñêàÿ ñõåìà, èëëþñòðèðóþùàÿ ïðîöåññ  

áåçûçëó÷àòåëüíîãî ïåðåíîñà ýíåðãèè 

Åùå îäíèì ìåõàíèçìîì òóøåíèÿ ôëóîðåñöåíòíîãî ñîñòîÿíèÿ ÿâëÿåòñÿ 

áåçûçëó÷àòåëüíàÿ ïåðåäà÷à ýíåðãèè äðóãîé (èëè òî÷íî òàêîé æå) ìîëåêóëå, 

èìåþùåé ðåçîíàíñíûå óðîâíè ýíåðãèè è ðàñïîëîæåííîé íà äîñòàòî÷í î áëèç-

êîì ðàññòîÿíèè. Â àíãëîÿçû÷íîé ëèòåðàòóðå ýòî ÿâëåíèå ïîëó÷èëî íàçâàíèå 

FRET (àááðåâèàòóðà F"rster Resonance Energy Transfer). Íà ðèñ. 1.6 ïðåäñòàâ-

ëåíà ýíåðãåòè÷åñêàÿ ñõåìà ïåðåíîñà ýíåðãèè îò äîíîðà ê àêöåïòîðó. Ýêñïåðè-

ìåíòàëüíî ðåãèñòðèðóåìûì ðåçóëüòàòîì òàêîãî ïðîöåññà ñëóæèò óìåíüøåíèå 
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âðåìåíè æèçíè äîíîðà â ïðèñóòñòâèè àêöåïòîðà, à òàêæå ðàçãîðàíèå ôëóîðåñ-

öåíöèè àêöåïòîðà ïðè îòñóòñòâèè åãî ïðÿìîãî âîçáóæäåíèÿ. 

Äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî îïèñàíèÿ  ýôôåêòèâíîñòè ïåðåíîñà ýíåðãèè ââîäÿò 

â ðàññìîòðåíèå êðèòè÷åñêîå ðàññòîÿíèå R0 (ðàäèóñ Ô¸ðñòåðà), íà êîòîðîì êîí-

ñòàíòà ñêîðîñòè ïåðåíîñà ýíåðãèè ðàâíà êîíñòàíòå ñêîðîñòè ñïîíòàííîé äåç-

àêòèâàöèè äîíîðà (Ä) â îòñóòñòâèå àêöåïòîðà. Ðàäèóñ Ôåðñòåðà îêàçûâàåòñÿ 

ïðîïîðöèîíàëåí èíòåãðàëó îò ïðîèçâåäåíèÿ ñïåêòðàëüíîé ôóíêöèè èñïóñêà-

íèÿ äîíîðà è ïîãëîùåíèÿ àêöåïòîðà è äîñòàòî÷íî ïðîñòî ðàññ÷èòûâàåòñÿ èç 

ñïåêòðàëüíûõ äàííûõ [16, 17]. Äëÿ òèïè÷íûõ äîíîðíî -àêöåïòîðíûõ ïàð çíà-

÷åíèÿ R0 îáû÷íî ëåæàò â ïðåäåëàõ 4–8 íì. Ñîãëàñíî òåîðèè Ô¸ðñòåðà , óäàåòñÿ 

ñâÿçàòü ìåæäó ñîáîé êîíñòàíòó ñêîðîñòè ïåðåíîñà ýíåðãèè (kÏÝ ) ñ ðàññòîÿíèåì 

ìåæäó äîíîðîì è àêöåïòîðîì  (R): 

( )
6

0
-. /

$%

1 R
k R

R
æ ö= ç ÷t è ø

. (1.11) 

Áëàãîäàðÿ ïðîñòîòå ñîîòíîøåíèÿ (1.11) è îòíîñèòåëüíîé ýêñïåðèìåí-

òàëüíîé äîñòóïíîñòè ïàðàìåòðîâ R0, ôëóîðåñöåíòíîãî âðåìåíè æèçíè äîíîðà 

è êîíñòàíòû ñêîðîñòè kÏÝ  ìåòîäû íà îñíîâå FRET øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ äëÿ 

îïðåäåëåíèÿ ðàçìåðîâ áèîëîãè÷åñêèõ îáúåêòîâ. Òàêèì îáðàçîì, íàïðèìåð, 

áûëà ñäåëàíà îöåíêà òîëùèíû ëèïèäíîãî áèñëîÿ, ðàññòîÿíèÿ áåëîê -õîëåñòå-

ðèí, ìåñòîïîëîæåíèÿ áåëêîâîé ãëîáóëû â ìåìáðàíå, êîíôîðìàöèîííûõ èçìå-

íåíèé â ìåìáðàííûõ áåëêàõ è äð.  [10]. 

Åñëè ñîáëþäàåòñÿ óñëîâèå ðåçîíàíñà, à äîíîð è àêöåïòîð ðàñïîëàãàþòñÿ 

íà åùå ìåíüøèõ ðàññòîÿíèÿõ, íå ïðåâûøàþùèõ 1– 2 íì,  òî âåðîÿòåí áåçûçëó-

÷àòåëüíûé ïåðåíîñ ýíåðãèè ïî îáìåííî -ðåçîíàíñíîìó ìåõàíèçìó. Â îòëè÷èå 

îò ôåðñòåðîâñêîãî (èíäóêòèâíî -ðåçîíàíñíîãî) ïåðåíîñà, çäåñü òðåáóåòñÿ ïðÿ-

ìîé êîíòàêò ýëåêòðîííûõ îáëàêîâ äîíîðà è àêöåïòîðà è èìååò ìåñòî îáìåí 

ýëåêòðîíàìè ìåæäó ìîëåêóëàìè [ 17]. 
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Ðàçëè÷íàÿ ïðèðîäà è ñêîðîñòü ïðîòåêàíèÿ ìíîãîîáðàçèÿ ðàññìîòðåííûõ 

ôîòîïðîöåññîâ ôîðìèðóþò ñëîæíóþ êàðòèíó äèíàìèêè íàñåëåííîñòåé ñëîæ-

íîé ìîëåêóëû, çàâèñÿùóþ îò ñâîéñòâ îêðóæåíèÿ. Ïîíèìàíèå ýòèõ ìåõàíèçìîâ 

â êîíå÷íîì èòîãå îïðåäåëÿåò íàó÷íóþ áàçó äëÿ ñîçäàíèÿ ìåòîäîâ ôëóîðåñ-

öåíòíîãî çîíäèðîâàíèÿ.  

1.2. Ôëóîðåñöåèí è åãî ñòðóêòóðíûå ìîäèôèêàöèè  

Ôëóîðåñöåèí áûë âïåðâûå ñèíòåçèðîâàí â 1871 ã. íåìåöêèì õèìèêîì 

Èîãàííîì Ôðèäðèõîì Âèëüãåëüìîì Àäîëüôîì ôîí Áàéåðîì, âïîñëåäñòâèè 

Íîáåëåâñêèì ëàóðåàòîì, ïóòåì êîíäåíñàöèè ôòàëåâîãî àíãèäðèäà è ðåçîðöèíà 

ïðè ïîâûøåííîé òåìïåðàòóðå â óñëîâèÿõ êèñëîòíîãî êàòàëèçà.  Â êà÷åñòâå êà-

òàëèçàòîðà ìîãóò èñïîëüçîâàòüñÿ êàê êèñëîòû Áðåíñòåäà (ñåðíàÿ, ôîñôîðíàÿ, 

ìåòàíñóëüôîíîâàÿ), òàê è êèñëîòû Ëüþèñà (õëîðèä öèíêà). Ñèíòåç â ñðåäå ìå-

òàíñóëüôîíîâîé êèñëîòû ïðîõîäèò â áîëåå ìÿãêèõ óñëîâèÿõ, ÷åì â ðàñïëàâå 

èñõîäíûõ âåùåñòâ ïðè èñïîëüçîâàíèè õëîðèäà öèíêà [ 18]. 

Ôëóîðåñöåèí ÿâëÿåòñÿ ñëàáîé êèñëîòîé è îáðàçóåò ñîëè, äèññîöèèðóþ-

ùèå â âîäíûõ ðàñòâîðàõ. Òàê, äèíàòðèåâàÿ ñîëü ôëóîðåñöåèíà (óðàíèí) äèññî-

öèèðóåò â âîäíûõ ñðåäàõ ñ pH>7 ñ îáðàçîâàíèåì äèàíèîíà ôëóîðåñöåèíà, êî-

òîðûé èìååò èíòåíñèâíóþ íåñèììåòðè÷íóþ  ïîëîñó ïîãëîùåíèÿ íà ïåðâîì 

ñèíãëåò-ñèíãëåòíîì ïåðåõîäå ñ ìàêñèìóìîì îêîëî 488  íì, à òàêæå ðÿä êîðîò-

êîâîëíîâûõ ïîëîñ, îòíîñÿùèõñÿ ê áîëåå âûñîêèì ñèíãëåòíûì óðîâíÿì âîç-

áóæäåíèÿ (ðèñ. 1.7). Ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè çåðêàëüíî ïîâòîðÿåò ôîðìó äëèí-

íîâîëíîâîãî êîíòóðà ïîãëîùåíèÿ, à åãî ìàêñèìóì ñäâèíóò ïðèìåðíî íà 27 íì 

â ñòîðîíó äëèííûõ âîëí. Ïîìèìî ïðèìåíåíèÿ â êà÷åñòâå ôëóîðåñöåíòíîé 

ìåòêè/çîíäà, óðàíèí èñïîëüçóþò äëÿ ñîçäàíèÿ àêòèâíûõ ñðåä ïåðåñòðàèâàå-

ìûõ ëàçåðîâ [19] è â êà÷åñòâå ñòàíäàðòà äëÿ èçìåðåíèÿ êâàíòîâîãî âûõîäà ëþ-

ìèíåñöåíöèè  [20].  
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Ðèñóíîê 1.7. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ è ôëóîðåñöåíöèè äèàíèîíà ôëóîðåñöåèíà  

Ñòðóêòóðà äèàíèîíà ôëóîðåñöåèíà äîñòàòî÷íî õîðîøî èçó÷åíà. Ïëîñêî-

ñòè êñàíòåíîâîãî ÿäðà (òðåõöèêëè÷åñêîé àðîìàòè÷åñêîé ñòðóêòóðû ñ êèñëîðî-

äîì â öåíòðàëüíîì ïèðàíîâîì êîëüöå) è áåíçîëüíîãî êîëüöà (ðèñ.  1.8) â îñ-

íîâíîì ñîñòîÿíèè ìîëåêóëû ðàñïîëîæåíû ïðàêòè÷åñêè îðòîãîíàëüíî äðó ã 

äðóãó (b»0). Ïðè âîçáóæäåíèè óãîë b ìåíÿåòñÿ çíà÷èòåëüíî: íà 17° â âîäíîì 

ðàñòâîðå [21], íà 25° â ìåòàíîëå [2 2]. Ïðè ýòîì íåçíà÷èòåëüíî íàðóøàåòñÿ ïëà-

íàðíîñòü êñàíòåíîâîãî òðèöèêëà  – óãîë a ìåíÿåòñÿ íà 1–2 ãðàäóñà. Â ðàáîòàõ 

[21, 22] îáñóæäàåòñÿ ñóùåñòâîâàíèå êîíôîðìåðîâ ôëóîðåñöåèíà, îáóñëîâëåí-

íûõ äâóìÿ ðàçíûìè çíà÷åíèÿìè óãëà g. 

Ïðè ñíèæåíèè pH äî íåéòðàëüíîãî ( ~6¸ 7) è êèñëîãî (£5), ôëóîðåñöåèí 

ñòóïåí÷àòî äèññîöèèðóåò, ÷òî áóäåò ïîäðîáíî ðàññìîòðåíî â ñëåäóþùåé 

ãëàâå. Ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ ïðè ïåðåõîäå èç îñíîâíîãî â âîçáóæäåííûå ñî -

ñòîÿíèÿ íàáëþäàþòñÿ êàê ó ðàçëè÷íûõ ôîðì  íåéòðàëüíîé ìîëåêóëû, òàê è ó 

àíèîííîé è êàòèîííîé ôîðì ôëóîðåñöåèíà [2 1]. 

Ñ îäíîé ñòîðîíû, âîçìîæíîñòü ìîäóëÿöèè ñïåêòðàëüíûõ ñâîéñòâ çîíäà 

â çàâèñèìîñòè îò pH îòêðûâàåò øèðîêèå ïåðñïåêòèâû äëÿ åãî èñïîëüçîâàíèÿ 

â áèîâèçóàëèçàöèè è ñåíñîðèêå. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, âûñîêàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü 

ìåòêè ê ðàçëè÷íûì ïàðàìåòðàì îêðóæàþùåé ñðåäû ÿâëÿåòñÿ îñëîæíÿþùèì 
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ôàêòîðîì. Äëÿ ýôôåêòèâíîé âèçóàëèçàöèè ðàñïðåäåëåíèÿ àíàëèòà è óñòàíîâ-

ëåíèÿ îäíîçíà÷íîé êîððåëÿöèè ìåæäó åãî êîíöåíòðàöèåé è èíòåíñè âíîñòüþ 

ñâå÷åíèÿ íåîáõîäèìî, ÷òîáû ñèãíàë áûë íå òîëüêî ñòàáèëüíûì è âîñïðîèçâî-

äèìûì, íî è îäíîçíà÷íî èíòåðïðåòèðóåìûì. Â ïðîòèâíîì ñëó÷àå íåâîçìî æíî 

îïðåäåëèòü, êàêîé èìåííî ôàêòîð ñðåäû âûçâàë èçìåíåíèå àíàëèòè÷åñêîãî 

ñèãíàëà. Ïîýòîìó íàèáîëüøóþ öåííîñòü ïðåäñòàâëÿþò âûñîêîñïåöèôè÷íûå 

çîíäû.  

"  9 

  

Ðèñóíîê 1.8. Ñòðóêòóðíàÿ ôîðìóëà äèàíèîíà ôëóîðåñöåèíà (à)  
è âçàèìíîå ðàñïîëîæåíèå ïëîñêîñòåé êñàíòåíîâîãî ÿäðà  
è áåíçîëüíîãî êîëüöà ñ êàðáîêñèëüíîé ãðóïïîé ÑÎÎ - (á) 

Ïîâûñèòü ñïåöèôè÷íîñòü çîíäà ìîæíî çà ñ÷åò åãî õèìè÷åñêîé ìîäèôè-

êàöèè, íàïðàâëåííîé íà áëîêèðîâêó ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê íåæåëàòåëüíûì ïàðà-

ìåòðàì îêðóæåíèÿ, ëèáî èçìåðåíèÿ äîëæíû ïðîâîäèòüñÿ â óñëîâèÿõ ñòðîãîã î 

êîíòðîëÿ áîëüøèíñòâà âíåøíèõ ôàêòîðîâ.  

Èçâåñòíû óñïåøíûå ïðèìåðû õèìè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè ôëóîðåñöåèíà 

â öåëÿõ èçìåíåíèÿ åãî ïðîòîëèòè÷åñêèõ ñâîéñòâ ïóòåì âàðèàöèè ÷èñëà âîç-

ìîæíûõ èîííûõ ñîñòîÿíèé è çíà÷åíèé êîíñòàíò äèññîöèàöèè. Òàê, â êà÷åñòâ å 

íîâûõ ïåðñïåêòèâíûõ ôëóîðîôîðîâ áûë ïðåäëîæåí Orego n Green 488, OG 488 

(ðèñ. 1.9 à), Tokyo Green, Granada Green (ðèñ. 1.9 á) [23]. 
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a 9 

 

Ðèñóíîê 1.9. Ïåðñïåêòèâíûå ôëóîðåñöåèíîâûå êðàñèòåëè: 
" ) 2', 7'-äèôòîðôëóîðåñöåèí  (Oregon Green 488, OG 488); 

9)  9-1-2-ìåòèë-4-ìåòîêñèôåíèë) -6-ãèäîêñè-3H-êñàíòåí-3-îí  
(ñåðèÿ Tokyo Green, 2-Me-4-OMe TG), R1 = OMe, R2 = Me;  

9 [1 (4 òðåò áóòèë 2 ìåòîêñèôåíèë)] 6 ãèäðîêñè 3H êñàíòåí-3-îí  
(Granada Green, GG), R1 = t-Bu, R2 = OMe 

Â òî âðåìÿ êàê ñïåêòðû âîçáóæäåíèÿ è èçëó÷åíèÿ OG 488 ïðàêòè÷åñêè 

ñîâïàäàþò ñî ñïåêòðàìè ôëóîðåñöåèíà, áèîêîíúþãàòû, ïðèãîòîâëåííûå íà 

åãî îñíîâå, îáëàäàþò âàæíûìè ïðåèìóùåñòâàìè, à èìåííî áîëüøåé ôîòîñòà-

áèëüíîñòüþ, áîëåå íèçêèì çíà÷åíèåì p Ka (4,7 ïðîòèâ 6,4 äëÿ ôëóîðåñöåèíà), 

áîëåå âûñîêèì êâàíòîâûì âûõîäîì ôëóîðåñöåíöèè è ìåíüøèì òóøåíèåì ïðè 

ñîïîñòàâèìûõ ñòåïåíÿõ ìå÷åíèÿ â áåëêàõ. Åùå îäíîé îñîáåííîñòüþ ïðîòîëè-

òè÷åñêèõ ñâîéñòâ OG 488 ÿâëÿåòñÿ ñòèìóëÿöèÿ ðåàêöèè ïåðåíîñà ïðîòîíîâ â 

âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè ìåæäó íåéòðàëüíîé, ìîíî - è äèàíèîííîé ôîðìàìè 

àöåòàòíûì áóôåðîì. Â òî  æå âðåìÿ êàòèîí âåäåò ñåáÿ êàê «ñóïåð-ôîòîêèñ-

ëîòà», äåìîíñòðèðóÿ î÷åíü âûñîêóþ ñêîðîñòü äåïðîòîíèðîâàíèÿ. Òàêèå ñâîé-

ñòâà OG 488 îêàçûâàþòñÿ âåñüìà âîñòðåáîâàííûìè â ðàçëè÷íûõ ôëóîðèìåò-

ðè÷åñêèõ ìåòîäàõ äëÿ çàäà÷ áèîìåäèöèíû è áèîõèìèè. 

Ãàëîãåíçàìåùåííûå ãîìîëîãè ôëóîðåñöåèíà (ðèñ.  1.10) – ýîçèí  

(2´, 4´, 5´, 7´ – òåòðàáðîìôëóîðåñöåèí), ýðèòðîçèí (2#, 4´, 5´, 7´ – òåòðàéîäôëó-

îðåñöåèí), áåíãàëüñêèé ðîçîâûé (4, 5, 6, 7 – òåòðàõëîð-2´, 4´, 5´, 7´ – òåòðàéîä-

ôëóîðåñöåèí) – òàê æå, êàê è ôëóîðåñöåèí, èìåþò âîäîðàñòâîðèìûå ñîëåâûå 
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ôîðìû. Êðîìå ïåðå÷èñëåííûõ ãàëîãåíçàìåùåííûõ ôëóîðåñöåèíîâ ñóùå-

ñòâóåò ðÿä äðóãèõ ñèíòåòè÷åñêèõ êñàíòåíîâûõ êðàñèòåëåé (2#, 7´ – äèõëîðôëó-

îðåñöåèí, 4#, 5´ – äèáðîìôëóîðåñöåèí, òåòðàáðîì -äèõëîðôëóîðåñöåèí è äð.) ñ 

åùå áîëåå ïëàâíûì èçìåíåíèåì ñâîéñòâ â çàâèñèìîñòè îò ÷èñëà çàìåùàþùèõ 

ãàëîãåíîâ, îäíàêî íå âñå èç íèõ ðàñòâîðÿþòñÿ â âîäíûõ ñðåäàõ. Êîëè÷åñòâî è 

ìåñòîïîëîæåíèå òÿæåëûõ àòîìîâ ãàëîãåíîâ âëèÿåò íà ïåðåðàñïðåäåëåíèå âå-

ðîÿòíîñòåé ïðîöåññîâ, îáîçíà÷åííûõ íà ðèñ.  1.1. Â ÷àñòíîñòè, ïðîèñõîäèò 

óñèëåíèå èíòåðêîìáèíàöèîííîãî ïåðåõîäà, óìåíüøåíèå êâàíòîâîãî âûõî äà 

ôëóîðåñöåíöèè è áàòîõðîìíîå ñìåùåíèå ñïåêòðîâ [11]. Ãîìîëîãè ôëóîðåñöå-

èíà èñïîëüçóþòñÿ â êà÷åñòâå âíåøíèõ ôëóîðåñöåíòíûõ è ôîñôîðåñöåíòíûõ 

ìåòîê äëÿ äåòåêòèðîâàíèÿ ðàñòâîðåííîãî êèñëîðîäà, èçó÷åíèÿ ôóíêöèîíàëü-

íûõ ñâîéñòâ áåëêîâ [24, 25]. Òàêæå âîçìîæíî ïðèìåíåíèå ôëóîðåñöåèíîâûõ 

êðàñèòåëåé â ïîëèìåðíîé ìàòðèöå â êà÷åñòâå ðåãèñòðèðóþùèõ ñðåä äëÿ îïòè-

÷åñêîé çàïèñè èíôîðìàöèè  [26]. 

 
Ðèñóíîê 1.10. Ñõåìà ìîëåêóëÿðíîé ñòðóêòóðû ãàëîãåíçàìåùåííûõ ôëóîðåñöåèíà:  

4, 5 – äèáðîìôëóîðåñöåèí ( R1=R2=H; R3=Br; Cat=H),  
ýîçèí ( R1= H; R2=R3=Br; Cat=Na, K), ýðèòðîçèí (R1= H; R2=R3=I; Ñat=Na),  

áåíãàëüñêèé ðîçîâûé (R1= Cl; R2=R3=I; Cat=Na) 

Ôëóîðåñöåèí-5-èçîòèîöèàíàò (ÔÈÒÖ) $ ýòî ïðîèçâîäíîå ôëóîðåñöåèíà, 

ñîäåðæàùåå ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó $N=C=S  â áåíçîëüíîì êîëüöå  

(ðèñ. 1.11). Áëàãîäàðÿ ýòîé ãðóïïå ÔÈÒÖ ìîæåò êîâàëåíòíî (à ýòî îáû÷íî 
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îçíà÷àåò «ñïåöèôè÷íî» è «ýôôåêòèâíî») ñâÿçûâàòüñÿ ñ àìèíîãðóïïàìè ðàç-

ëè÷íûõ ìîëåêóë, ïðèäàâàÿ èì  ñïîñîáíîñòü ê ÿðêîé çåë¸íîé ôëóîðåñöåíöèè.  

 
Ðèñóíîê 1.11. Ñòðóêòóðíàÿ ôîðìóëà ÔÈÒÖ 

Ïåðå÷èñëåííûå ïðèìåðû ëèøü â ìàëîé ñòåïåíè èëëþñòðèðóþò ìíîãî-

îáðàçèå ñèíòåçèðîâàííûõ íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ãîìîëîãîâ ôëóîðåñöåèíà, 

÷èñëî êîòîðûõ ðàñòåò äåíü îòî äíÿ. 

1.3. Ïðèìåðû èñïîëüçîâàíèÿ ôëóîðåñöåèíà  

äëÿ ñîçäàíèÿ ôëóîðåñöåíòíûõ ìåòîê, çîíäîâ è ñåíñîðîâ  

Â ðàáîòå [27] ñ ïîìîùüþ  ôëóîðåñöåèíà íàáëþäàëè ðåíàòóðàöèþ íóêëå-

èíîâîé êèñëîòû. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçîâàëè ÄÍÊ E. coli ñ N-4-àìèíîýòèë -ìîäè-

ôèöèðîâàííûìè îñòàòêàìè öèòîçèíà, ñïîñîáíûìè îáðàçîâûâàòü ñâÿçü ñ ìîëå-

êóëàìè ôëóîðåñöåèíà (äîëÿ êîíúþãàòîâ îêîëî  4% îò îáùåãî ÷èñëà öèòîçèíî-

âûõ îñòàòêîâ). Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî èíòåíñèâíîñòü èñïóñêàíèÿ ôëóîðåñöå-

èíà, ïðèêðåïëåííîãî ê îäíîöåïî÷å÷íîé ÄÍÊ, óìåíüøàåòñÿ ïðè âîññòàíîâëå-

íèè äî äâóõöåïî÷å÷íîé. Ñíèæåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ñâÿçàíî  ñî 

ñäâèãîì ìîíîàíèîí -äèàíèîííîãî ðàâíîâåñèÿ ôëóîðåñöåèíà èç -çà èçìåíåíèé 

ðÍ â îêðóæåíèè ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêè [11].  

Ôîñôàò-èîíû èãðàþò âàæíóþ ðîëü â ïåðåäà÷å ñèãíàëà è íàêîïëåíèè 

ýíåðãèè â áèîëîãè÷åñêèõ ñèñòåìàõ, îäíàêî îïðåäåëåíèå èõ ïðîñòðàíñòâåííîãî 
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ðàñïðåäåëåíèÿ âî âíóòðèêëåòî÷íîé ñðåäå ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñëîæíóþ ïðî-

áëåìó. Êðàñèòåëü Tokyo Green (ðèñ. 1.9 á) äåìîíñòðèðóåò õàðàêòåðíûé ïåðå-

íîñ ïðîòîíà â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè ïðè ôèçèîëîãè÷åñêèõ çíà÷åíèÿõ  pH è 

ïðè ýòîì ïðîÿâëÿåò âûðàæåííóþ çàâèñèìîñòü âðåìåíè æèçíè ôëóîðåñöåíöèè  

îò êîíöåíòðàöèè ôîñôàòíîãî áóôåðà. Îáúÿñíÿåòñÿ ýòà çàâèñèìîñòü òåì, ÷òî â 

âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè êðàñèòåëü ïîäâåðãàåòñÿ ðåàêöèè ôîñôàò-îïîñðåäî-

âàííîãî ïåðåíîñà ïðîòîíîâ, ïðèâîäÿùåé ê èçìåíåíèþ èíòåíñèâíîñòè ôëóî-

ðåñöåíöèè, êîòîðàÿ â èòîãå çàâèñèò êàê îò êîíöåíòðàöèè ôîñôàòà, òàê è îò 

ðÍ  ñðåäû. Òàê, âûøåóêàçàííàÿ ìåòîäèêà ïîçâîëèëà óñòàíîâèòü âðåìåííîé õîä 

êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè ïðåîñòåîáëàñòîâ ìûøåé [2 3]. 

Äëÿ àíàëîãè÷íûõ öåëåé áûë èñïîëüçîâàí êðàñèòåëü ñåðèè Granada Green 

(ðèñ. 1.9 á) ñ «ïåðåêëþ÷àåìîé» õàðàêòåðèñòèêîé ñïàäà ôëóîðåñöåíöèè  

on/off-òèïà. Îñîáåííîñòüþ äàííîãî êðàñèòåëÿ ÿâëÿåòñÿ áîëåå âûñîêîå çíà÷å-

íèå êîíñòàíòû àíèîí -íåéòðàëüíîãî ðàâíîâåñèÿ (ñì. 2 ãëàâó), ÷åì ó ôëóîðåñöå-

èíà, ïðè ýòîì åãî íåéòðàëüíàÿ ôîðìà íå ôëóîðåñöèðóåò. Èñïîëüçîâàíèå 

Granada Green äëÿ âûÿâëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ôîñôàòîâ â æèâûõ ïðåîñòåîáëà-

ñòàõ ìûøåé ïðè pH 7,35 ïðîäåìîíñòðèðîâàëî ïðåèìóùåñòâà äàííîãî êð àñè-

òåëÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ åãî ïðåäøåñòâåííèêàìè [ 28]. 

Àìèí -ðåàêòèâíûå ïðîèçâîäíûå ôëóîðåñöåèíà (â ÷àñòíîñòè, ÔÈÒÖ) ÿâ-

ëÿþòñÿ íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûìè ôëóîðåñöåíòíûìè ðåàãåíòàìè äëÿ êîâ à-

ëåíòíîé ìàðêèðîâêè áèîìàêðîìîëåêóë. Ýòè çîíäû èñïîëüçóþòñÿ äëÿ ìîäèôè -

êàöèè áåëêîâ, ïåïòèäîâ, ëèãàíäîâ, ñèíòåòè÷åñêèõ îëèãîíóêëåîòèäîâ è äðóãèõ 

áèîìîëåêóë. Òàê, îëèãîíóêëåîòèäíûå  êîíúþãàòû ÔÈÒÖ ÷àñòî ïðèìåíÿþò â 

êà÷åñòâå ãèáðèäèçàöèîííûõ çîíäîâ. Ïåïòèäíûå êîíúþãàòû ÔÈÒÖ è äðó ãèõ 

ôëóîðåñöåíòíûõ èçîòèîöèàíàòîâ ïîäâåðæåíû äåãðàäàöèè Ýäìàíà, ÷òî äåëàåò 

èõ ïîëåçíûìè äëÿ âûñîêî÷óâñòâèòåëüíîãî ñåêâåíèðîâàíèÿ àìèíîêèñëîò. 

Àìèíîêèñëîòû è ïåïòèäû, ìå÷åííûå ÔÈÒÖ, áûëè ðàçäåëåíû êàïèëëÿðíûì 

ýëåêòðîôîðåçîì ñ ïðåäåëîì îáíàðóæåíèÿ ìåíåå 1000 ìîëåêóë. ÔÈÒÖ òàêæå 

èñïîëüçîâàëñÿ äëÿ îáíàðóæåíèÿ áåëêîâ â ãåëÿõ è íà íèòðîöåëëþëîçíûõ ìåì-
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áðàíàõ. Êðîìå òîãî, ïåðåíîñ ýíåðãèè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ ìåæäó ì îëå-

êóëàìè ôëóîðåñöåèíà ïðèâîäèò ê òóøåíèþ ôëóîðåñöåíöèè, ÷òî ïîçâîëèëî 

ó÷åíûì ïðîñëåäèòü ñáîðêó ôëóîðåñöåèí -ìå÷åíîãî áåëêà èç ñóáúåäèíèö [29]. 

Îäíîé èç ãëàâíûõ ïðîáëåì ïðè èñïîëüçîâàíèè ôëóîðåñöåèíà äëÿ èçìå-

ðåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî pH ÿâëÿåòñÿ åãî âûñîêàÿ ñêîðîñòü óòå÷êè èç êëåòîê 

(âûñîêàÿ ñïîñîáíîñòü ê òðàíñìåìáðàííîìó ïåðåíîñó). Ýòî çàòðóäíÿåò òî÷íîå  

êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå êèñëîòíîñòè ñðåäû âíóòðè æèâîé êëåòêè. Ýô-

ôåêòèâíûì ðåøåíèåì ýòîé çàäà÷è ñòàëî ïðèìåíåíèå ïðîèçâîäíîãî ôëóî-

ðåñöåèíà $ êàðáîêñèôëóîðåñöåèí äèàöåòàòà (5(6)-CFDA). Â îòëè÷èå îò èñõîä-

íîãî êðàñèòåëÿ, êàðáîêñèôëóîðåñöåèí ïðè ôèçèîëîãè÷åñêèõ çíà÷åíèÿõ pH 

íåñåò äîïîëíèòåëüíûé îòðèöàòåëüíûé çàðÿä, ÷òî çíà÷èòåëüíî òîðìîçèò  åãî 

ìåæêëåòî÷íûé ïåðåíîñ. Ïðè ýòîì çîíä ñîõðàíÿåò êëþ÷åâîå ïðåèìóùåñòâî 

ôëóîðåñöåèíà: åãî ñïåêòðàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè çàâèñÿò îò óðîâíÿ pH ïðàê-

òè÷åñêè òàê æå, êàê è ó èñõîäíîãî ñîåäèíåíèÿ. Ýòî ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü òî÷-

íûå ðàòèîìåòðè÷åñêèå èçìåðåíèÿ, èñïîëüçóÿ îòíîøåíèÿ ñèãíàëîâ ôëóîðåñ-

öåíöèè, âîçáóæäàåìûõ íà äâóõ ðàçíûõ äëèíàõ âîëí $ 490 íì è 450 íì. Ýôôåê-

òèâíîñòü ïîäîáíûõ ìîäèôèêàöèé ôëóîðåñöåèíà áûëà ïîäòâåðæäåíà íà ïð àê-

òèêå, îíè óñïåøíî ïðèìåíÿëèñü äëÿ èçìåðåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî pH â ñàìûõ 

ðàçíîîáðàçíûõ áèîëîãè÷åñêèõ îáúåêòàõ, âêëþ÷àÿ ãëàäêèå ìûøöû, êëåòêè ñîè, 

ïðîêñèìàëüíûå êàíàëüöû ïî÷åê êðîëèêà è ìíîãèå äðóãèå òèïû êëåòîê [29]. 

Ôëóîðåñöåèí øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ â êà÷åñòâå ôëóîðîôîðà ïðè ñîçäàíèè 

ôëóîðåñöåíòíûõ ñåíñîðîâ äëÿ îáíàðóæåíèÿ íåîðãàíè÷åñêèõ èîíîâ, â ÷à ñòíî-

ñòè – ìåòàëëîâ. Èçâåñòíî áîëüøîå ÷èñëî ïðèìåðîâ ñåíñîðîâ íà îñíîâå ôëóî-

ðåñöåèíà äëÿ îáíàðóæåíèÿ êàòèîíîâ òàêèõ ìåòàëëîâ, êàê ìåäü, ðòóòü, öèíê, 

ñåðåáðî, çîëîòî, æåëåçî, ïàëëàäèé, êàäìèé, ñâèíåö, ìàãíèé è äð., à òàêæå àíè-

îíîâ (íàïðèìåð, ôòîðèä -àíèîíîâ F- èëè ãèïîõëîðèò-àíèîíîâ  OCl-) [30]. Â ðÿäå 

ñëó÷àåâ ñåíñîðíàÿ ñèñòåìà äîïóñêàåò íåñêîëüêî ðàçíîâèäíîñòåé àíàëèòè÷å-

ñêîãî ñèãíàëà îäíîâðåìåííî, ïðåäîñòàâëÿÿ âîçìîæíîñòü ìíîãîôàêòîðíîãî 

àíàëèçà. Òàê, ñîîáùàëîñü î âîçìîæíîñòè îäíîâðåìåííîãî îáíàðóæåíèÿ äâóõ 
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êàòèîíîâ, íàïðèìåð, Cu2+ è Al3+, Zn2+ è Al3+, Cd2+ è Co2+, à òàêæå àíèîí-êàòè-

îííûõ ïàð ( Al 3+ è F$, Hg2+ è F$) [30]. Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî ðàññìàòðèâàåìûå 

ìåòîäû îãðàíè÷åííî ïðèìåíèìû äëÿ îáíàðóæåíèÿ ìàëûõ ìîëåêóë, ñ ïîìî -

ùüþ ôëóîðåñöåèíà óäàåòñÿ äåòåêòèðîâàòü öèñòåèí, ÑÎ (êîñâåííî, ñ ïîìîùüþ 

ìåäèàòîðîâ), NO, àäåíîçèíòðèôîñôàò è äð. [30]. 

Îñíîâûâàÿñü íà ïðèâåäåííûõ ïðèìåðàõ, ìîæíî âûäåëèòü äâà îñíîâíûõ 

ïîäõîäà ê êîíñòðóèðîâàíèþ ôëóîðåñöåíòíî -÷óâñòâèòåëüíûõ ñèñòåì. 

(i) Ìîäóëÿöèÿ ñîñòîÿíèÿ õðîìîôîðà. Â îñíîâå ýòîé ñòðàòåãèè ëåæèò ñïî-

ñîáíîñòü ìîëåêóëû ôëóîðåñöåèíà îáðàòèìî ïåðåõîäèòü ìåæäó äâóìÿ õèì è÷å-

ñêèìè ôîðìàìè. Îäíà èç íèõ, ëàêòîííàÿ (áåñöâåòíàÿ), íå îáëàäàåò ôëóîðåñ-

öåíöèåé, òîãäà êàê äðóãàÿ, îòêðûòàÿ (îêðàøåííàÿ), îáëàäàåò ÿðêîé ôëóîðåñ-

öåíöèåé, à ïåðåêëþ÷åíèå ìåæäó íèìè ÿâëÿåòñÿ îòêëèêîì íà âçàèìîäåéñòâèå ñ 

àíàëèòîì (íàïðèìåð, èîíîì ìåòàëëà ïðè õåëàòèðîâàíèè). Îäíèì èç ìîëåêó-

ëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ òàêîãî «ïåðåêëþ÷åíèÿ» ÿâëÿåòñÿ ôîòîèíäóöèðîâàíí ûé 

âíóòðèìîëåêóëÿðíûé ïåðåíîñ ïðîòîíà èëè ýëåêòðîíà.  

(ii ) Èñïîëüçîâàíèå FRET (ðèñ. 1.6). Ýòîò ïîäõîä îñíîâàí íà âêëþ÷åíèè 

â ñòðóêòóðó ñåíñîðà äâóõ õðîìîôîðîâ, ñïîñîáíûõ ê áåçûçëó÷àòåëüíîìó  ïåðå-

íîñó ýíåðãèè. Êëþ÷åâîå ïðåèìóùåñòâî òàêîé êîíñòðóêöèè çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, 

÷òî ôðàãìåíòû ìîëåêóëû óæå ðàñïîëîæåíû â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè äð óã 

îò äðóãà. Ýòî àâòîìàòè÷åñêè îáåñïå÷èâàåò ñáëèæåíèå õðîìîôîðîâ íà ðàññòî-

ÿíèå, ñîïîñòàâèìîå ñ ôåðñòåðîâñêèì ðàäèóñîì, ÷òî ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì 

óñëîâèåì äëÿ ýôôåêòèâíîãî ïåðåíîñà ýíåðãèè. Âçàèìîäåéñòâèå îäíîãî èç 

ôðàãìåíòîâ ñ àíàëèòîì èçìåíÿåò âçàèìíîå ðàñïîëîæåíèå èëè ýëåêòðîííûå 

ñâîéñòâà õðîìîôîðîâ. Ýòî ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ ôàêòîðà îðèåíòàöèè è/èëè 

ðàññòîÿíèÿ ìåæäó íèìè, ÷òî, â ñâîþ î÷åðåäü, óñèëèâàåò èëè îñëàáëÿåò ýôôåê-

òèâíîñòü FRET. 
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Çàêëþ÷åíèå ê 1 ãëàâå 

Ñòðóêòóðà ìîëåêóëû ôëóîðåñöåèíà îêàçàëàñü êðàéíå óäà÷íîé êàê ñ 

òî÷êè çðåíèÿ åå ñïîñîáíîñòè ê ÿðêîé ôëóîðåñöåíöèè, òàê è ñ òî÷êè çðåíèÿ âîç-

ìîæíîñòè åå õèìè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè äëÿ ïðèäàíèÿ íîâûõ ñâîéñòâ. Íà îñ-

íîâå ïðîèçâîäíûõ ôëóîðåñöåèíà ñîçäàþò àìèí -ðåàêòèâíûå êðàñèòåëè, êîòî-

ðûå ñïîñîáíû èçáèðàòåëüíî ñâÿçûâàòüñÿ ñ àìèíîãðóïïàìè áåëêîâ è äðóãèõ 

áèîìîëåêóë. Áëàãîäàðÿ ýòîìó îíè øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ äëÿ ïîëó÷åíè ÿ áèî-

êîíúþãàòîâ äëÿ èììóíîõèìèè, ôëóîðåñöåíòíîé ãèáðèäèçàöèè in situ, îòñëå-

æèâàíèÿ êëåòîê, ìàðêèðîâêè ðåöåïòîðîâ è ôëóîðåñöåíòíîé àíàëîãîâîé öè òî-

õèìèè.  

Óâåëè÷åíèå ôîòîñòàáèëüíîñòè, îãðàíè÷åíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê pH, 

óìåíüøåíèå ñêîðîñòè óòå÷êè ôëóîðåñöåèíà èç êëåòîê – âîò äàëåêî íå ïîëíûé 

ïåðå÷åíü çàäà÷ äëÿ íàïðàâëåííîãî õèìè÷åñêîãî ñèíòåçà ñòðóêòóð íà îñíîâå 

ôëóîðåñöåèíà. Áîëåå óñëîæíåííûå ìîäèôèêàöèè ìîëåêóëû ñïîñîáíû ïðåâ ðà-

òèòü åå â ïîëíîöåííóþ ñåíñîðíóþ ïëàòôîðìó íà îñíîâå ñëîæíûõ ôèçèêî -õè-

ìè÷åñêèõ ïðîöåññîâ, òàêèõ êàê áåçûçëó÷àòåëüíûé ïåðåíîñ ýíåðãèè, ïåðåíîñ 

çàðÿäà â îñíîâíîì è âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèÿõ. Òàêèå ñåíñîðû îáëàäàþò â û-

ñîêîé ñïåöèôè÷íîñòüþ, ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ, âûñîêèì ïðîñòðàíñòâåííûì è 

âðåìåííûì ðàçðåøåíèåì  – ñâîéñòâàìè, çà êîòîðûå âûñîêî öåíÿò âñå ñîâðå-

ìåííûå ôëóîðåñöåíòíûå ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ.  
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ÃËÀÂÀ 2.

ÑÏÅÊÒÐÀËÜÍÛÅ È ÔÎÒÎÔÈÇÈ×ÅÑÊÈÅ

ÑÂÎÉÑÒÂÀ ÈÎÍÍÛÕ ÔÎÐÌ ÔËÓÎÐÅÑÖÅÈÍÀ

2.1. Ïåðåíîñ ïðîòîíà â îñíîâíîì

è âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèÿõ ìîëåêóë

Ñ òî÷êè çðåíèÿ ïðîòîëèòè÷åñêîé òåîðèè, ïåðåíîñ ïðîò îíà (H  ) îò ìî-

ëåêóëû-äîíîðà (êèñëîòû) ê ìîëåêóëå -àêöåïòîðó (îñíîâàíèþ) òðàêòóåòñÿ êàê 

êèñëîòíî -îñíîâíàÿ ðåàêöèÿ, â ðåçóëüòàòå êîòîðîé ïðîèñõîäèò îáðàçîâàíèå 

ñîïðÿæ¸ííîé ïàðû «êèñëîòà -îñíîâàíèå». Ïåðåíîñ ïðîòîíà ïðîòåêàåò êàê â 

ïðÿìîì (äèññîöèàöèÿ), òàê è â îáðàòíîì (àññîöèàöèÿ)  íàïðàâëåíèÿõ, ÷òî 

ïðèâîäèò ê ðàâíîâåñèþ ìåæäó ïðîòîíèðîâàííûìè è äåïð îòîíèðîâàííûìè 

ôîðìàìè ñîåäèíåíèÿ â îñíîâíîì ýëåêòðîííîì ñîñòîÿíèè . Â ýòîì ïðîöåññå 

ìîãóò ó÷àñòâîâàòü õðîìîôîðíûå ãðóïïû ìîëåêóë (ïðÿìî èëè êîñâåííî –

íàïðèìåð, ÷åðåç ñèñòåìó ñîïðÿæåííûõ ! -ñâÿçåé), âñëåäñòâèå ÷åãî êèñëîòíî-

îñíîâíûå ïðåâðàùåíèÿ îòðàæàþòñÿ íà èõ ñïåêòðàëüíûõ è ôîòîôèçè÷åñêèõ 

õàðàêòåðèñòèêàõ.

Ðàâíîâåñèå ìåæäó èîííûìè ôîðìàìè ñîåäèíåíèÿ â âîäíîì ðàñòâîðå 

îïèñûâàåòñÿ óðàâíåíèåì:

MH M H- ++M H- +M HM HM HM HM HM H , (2.1)

ãäå MH ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïðîòîíèðîâàííóþ (êèñëîòíóþ) ôîðìó, M& – äå-

ïðîòîíèðîâàííóþ (îñíîâíóþ) ôîðìó ñîåäèíåíèÿ, à H' – êàòèîí âîä îðîäà, ïðî-

òîí, âûñâîáîæäàþùèéñÿ ïðè äèññîöèàöèè.

Ñîãëàñíî êëàññè÷åñêîé òåîðèè ýëåêòðîëèòè÷åñêîé äèññîöèàöèè Àððå-

íèóñà, êîíñòàíòà ðàâíîâåñèÿ ðåàêöèè Ka, ðàâíàÿ îòíîøåíèþ ñêîðîñòåé ïðÿìîé 

è îáðàòíîé ðåàêöèè (2.1), ìîæåò áûòü âûðàæåíà ÷åðåç ðàâíîâåñíûå êîíöåíòðà-

öèè ó÷àñòâóþùèõ â ðåàêöèè ñîåäèíåíèé:
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[ ]
M H

MH

- +é ù é ùë û ë û=aK , 

(2.2) 

[ ]
M H

p lg
MH

- +æ öé ù é ùë û ë ûç ÷= -
ç ÷
è ø

aK . 

Êîíñòàíòà ðàâíîâåñèÿ èñïîëüçóåòñÿ â óðàâíåíèè Õåíäåðñîíà-Õàññåëü-

áàõà, êîòîðîå ïîçâîëÿåò ðàññ÷èòàòü êîíöåíòðàöèþ ïðîòîíèðîâàííûõ è ä åïðî-

òîíèðîâàííûõ ôîðì ñîåäèíåíèÿ â çàâèñèìîñòè îò pH:  

[ ]
M

pH p lg
MH

-é ùë û= +aK . (2.3) 

Çàâèñèìîñòü êîíöåíòðàöèè êàæäîé ôîðìû îò pH áóäåò îïèñûâàòüñÿ ñèã-

ìîèäàëüíîé ôóíêöèåé  [1]. Áëàãîäàðÿ ñî÷åòàíèþ ïðîòÿæåííûõ îáëàñòåé ïîñòî-

ÿííîãî çíà÷åíèÿ ñ óçêîé çîíîé ðåçêîãî èçìåíåíèÿ, îáåñïå÷èâàþùåé âûñîêóþ  

÷óâñòâèòåëüíîñòü ê èçìåíåíèþ pH (ðèñ. 2.1), ýòà ôóíêöèÿ óäîáíà äëÿ ïðàêòè-

÷åñêîãî èñïîëüçîâàíèÿ. Êðîìå òîãî, ïîäîáíûå çàâèñèìîñòè õîðîøî îïèñ ûâà-

þòñÿ ïðîñòûìè àíàëèòè÷åñêèìè óðàâíåíèÿìè, ÷òî ñóùåñòâåííî óïðîùàåò êî-

ëè÷åñòâåííóþ îáðàáîòêó ðåçóëüòàòîâ èçìåðåíèé. 

 
Ðèñóíîê 2.1. Ðåçóëüòàò ðàñ÷åòà êîíöåíòðàöèè [M –]  

ïî ôîðìóëå Õåíäåðñîíà -Õàññåëüáàõà. pKa âçÿòî ðàâíûì 4,2  
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Ïðè íàëè÷èè â ñîñòàâå ñîåäèíåíèÿ íåñêîëüêèõ ôóíêöèîíàëüíûõ ãðóïï, 

ïðîÿâëÿþùèõ êèñëîòíî -îñíîâíûå ñâîéñòâà, äèññîöèàöèÿ áóäåò ïðîèñõîäèòü 

ñòóïåí÷àòî, ïðè ýòîì êàæäîé ñòóïåíè äèññîöèàöèè áóäåò ñîîòâåòñòâîâàòü 

ñâîÿ êîíñòàíòà ðàâíîâåñèÿ. Èìåííî ê òàêèì ñîåäèíåíèÿì è îòíîñèòñÿ ôëóî-

ðåñöåèí. 

Â ïðåäûäóùåé ãëàâå áûëè ïåðå÷èñëåíû ïðîöåññû, ïðîèñõîäÿùèå ïîñëå 

ôîòîâîçáóæäåíèÿ îðãàíè÷åñêîé ìîëåêóëû (ðèñ. 1.1). Â ñëó÷àå ñîåäèíåíèé ñ 

âûðàæåííûìè êèñëîòíî -îñíîâíûìè ñâîéñòâàìè â ýòîò ñïèñîê íåîáõîäèìî äî-

áàâèòü ìåæìîëåêóëÿðíûé ïåðåíîñ ïðîòîíà [2–5], ìåíÿþùèé èîííîå ñîñòîÿ-

íèå ñîåäèíåíèÿ. Òàê, ïðè âîçáóæäåíèè íåéòðàëüíîé (MH) ìîëåêóëû (ðèñ. 2.2) 

âîçìîæåí ïîñëåäóþùèé ïåðåõîä â àíèîííóþ (M&) ôîðìó. Äàííûé ïðîöåññ 

îáóñëîâëåí îòùåïëåíèåì ïðîòîíà H+, ñîïðîâîæäàåìûì ïîñëåäóþùèì èñïóñ-

êàíèåì èçëó÷åíèÿ ñ âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ óæå àíèîííîé M& (à íå èñõî ä-

íîé íåéòðàëüíîé) ôîðìû. Ïðè óñëîâèè, ÷òî ðàâíîâåñèå â âîçáóæäåííîì ñîñòî-

ÿíèè óñïåâàåò óñòàíîâèòüñÿ çà âðåìÿ æèçíè ïîñëåäíåãî, ïî àíàëîãèè ñ óðàâíå-

íèåì (2.2) ìîæíî ââåñòè êîíñòàíòó èîííîãî ðàâíîâåñèÿ Ka
*, õàðàêòåðèçóþùóþ 

âîçáóæäåííîå ñîñòîÿíèå.  

 
Ðèñóíîê 2.2. Ñõåìàòè÷åñêîå ïðåäñòàâëåíèå ïðîöåññà  

ìåæìîëåêóëÿðíîãî ôîòîïåðåíîñà ïðîòîíà îò MH ñ îáðàçîâàíèåì M–ôîðìû  

Çíà÷åíèÿ äåñÿòè÷íûõ ëîãàðèôìîâ êîíñòàíò ðàâíîâåñèÿ â îñíîâíîì ( pKa) 

è âîçáóæäåííîì ( pKa
*) ñîñòîÿíèÿõ ìîãóò ñèëüíî ðàçëè÷àòüñÿ. Âïåðâûå íà ýòîò 

ôàêò óêàçàë Âåáåð [6] â 1931 ãîäó, ïðîäåìîíñòðèðîâàâ çàâèñèìîñòü çíà÷åíèé 
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êîíñòàíò ðàâíîâåñèÿ îò ïðèìåíåííîãî ìåòîäà èññëåäîâàíèÿ  – àáñîðáöèîííîãî 

èëè ôëóîðåñöåíòíîãî. Â 1949 ãîäó Ô¸ðñòåð [7] èíòåðïðåòèðîâàë äàííûé ôå-

íîìåí ñ ïîçèöèè ìåæìîëåêóëÿðíîãî ïåðåíîñà ïðîòîíà è âïîñëåäñòâèè ïð åä-

ëîæèë ìåòîäèêó êîëè÷åñòâåííîãî îïèñàíèÿ ýôôåêòà. Ýòîò ïîäõîä, ïîëó÷èâ-

øèé íàçâàíèå «öèêëà Ô¸ðñòåðà», ñî÷åòàåò òåðìîäèíàìè÷åñêèå ñîîòíîøåíèÿ 

ñî ñïåêòðîñêîïè÷åñêèìè äàííûìè äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîíñòàíòû èîííîãî ðàâíî-

âåñèÿ èññëåäóåìîãî âåùåñòâà â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè (ðèñ. 2.3).  

 
Ðèñóíîê 2.3. Ýëåêòðîííûå ýíåðãåòè÷åñêèå óðîâíè êèñëîòíîé (MH) è îñíîâíîé (M $) 

ôîðì â îñíîâíîì è âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèÿõ (öèêë Ô¸ðñòåðà) è èçìåíåíèÿ ýíòàëüïèè 
îñíîâíîãî (* rH) è âîçáóæäåííîãî (* rH*) ñîñòîÿíèé  

Äëÿ ïðîöåññà ïåðåíîñà ïðîòîíà, ñîïðîâîæäàåìîãî èçìåíåíèåì ìîëÿð-

íîé ýíòàëüïèè êèñëîòíî -îñíîâíîé ðåàêöèè ïðè ïåðåõîäå èç îñíîâíîãî (çíà÷å-

íèå ýíòàëüïèè ðåàêöèè *rH) â âîçáóæäåííîå (* rH*) ñîñòîÿíèå, ñïðàâåäëèâî 

ñëåäóþùåå ýíåðãåòè÷åñêîå ñîîòíîøåíèå: 

* M MH
r r 0 0 0 0( )

-

- -D - D = n - nAH H N h , (2.4) 

ãäå h – ïîñòîÿííàÿ Ïëàíêà, MH
0 0-n  è 

M
0 0

-

-n  – ÷àñòîòû ÷èñòî ýëåêòðîííîãî (0-0) 

ïåðåõîäà MH è M– ôîðì. Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå, ÷òî ðàçíèöà èçìåíåíèÿ ýí-

òàëüïèé ðåàêöèè â îñíîâíîì è âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèÿõ áëèçêà ê ðàçíèöå 
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ñòàíäàðòíûõ ýíåðãèé Ãèááñà (*G0): * rH*–* rH+* G*0–* G0, ñîîòíîøåíèå (2.4) 

ïðèíèìàåò âèä: 

M MH
0 0 0 0( )

p
2,303

-

- -n - n
D = A

a

N h
K

RT
, (2.5)

ãäå *pKa – ðàçíèöà ïîêàçàòåëåé êîíñòàíò ðàâíîâåñèÿ â âîçáóæäåííîì (pKa
*) è 

îñíîâíîì ( pKa) ñîñòîÿíèÿõ, R– óíèâåðñàëüíàÿ ãàçîâàÿ ïîñòîÿííàÿ, @– òåìïå-

ðàòóðà. Óðàâíåíèå (2.5) ïðè ïåðåâîäå ñïåêòðàëüíûõ ïàðàìåòðîâ â âîëíîâûå 

÷èñëà âûãëÿäèò ñëåäóþùèì îáðàçîì:

M MH
0 0 0 0  

!p ,
2,303

-

- --
=

M MH
0 0 0 0  M MHM MH
0 0 00 0 0 ,0 0 0 0  0 0 00 0 0
M MHM MH
0 0 0 00 0 0 0    

 K hc
kT

(2.6)

ãäå k – ïîñòîÿííàÿ Áîëüöìàíà, MH
0 0-nMH
0 00 00 0n è 

M
0 0

-

-nM
0 0

-

0 00 0n – âîëíîâûå ÷èñëà 0-0 ïåðåõîäîâ 

MH è M– ôîðì ñîåäèíåíèÿ.

Öèêë Ô¸ðñòåðà ïðèìåíèì ïðè ñëåäóþùèõ äîïóùåíèÿõ:

– ðàçíîñòü ýíòàëüïèé ðåàêöèè ïåðåíîñà ïðîòîíà * rH äîëæíà ñîâïàäàòü ñ 

ðàçíîñòüþ ñòàíäàðòíûõ ýíòàëüïèé ñîîòâåòñòâóþùèõ ñîñòîÿíèé;

– ýíòðîïèÿ ïðîòîíèðîâàíèÿ/äåïðîòîíèðîâàíèÿ â îñíîâíîì è âîçáóæäåí -

íîì ñîñòîÿíèÿõ ïðåäïîëàãàåòñÿ îäèíàêîâîé.

Êîððåêòíîå îïðåäåëåíèå âîëíîâûõ ÷èñåë 0 -0 ïåðåõîäîâ íà îñíîâå àíà-

ëèçà ñïåêòðîâ ìîæåò îêàçàòüñÿ íåïðîñòîé çàäà÷åé âñëåäñòâèå çíà÷èòåëüíûõ 

øèðèíû è ïåðåêðûòèÿ ñïåêòðàëüíûõ ïîëîñ, òåì íå ìåíåå ñóùåñòâóþò ïîä-

õîäû, ïîçâîëÿþùèå óñïåøíî ðåøèòü ýòó ïðîáëåìó. Îíè áóäóò ðàññìîòðåíû â 

ïîñëåäóþùèõ ðàçäåëàõ.

Ðàáîòû Âåáåðà [6], Ô¸ðñòåðà [7] è Âåëëåðà [8] ïîëîæèëè íà÷àëî ñèñòå-

ìàòè÷åñêîìó èññëåäîâàíèþ ìîëåêóëÿðíûõ ñèñòåì ñ ïåðåíîñîì ïðîòîíà â âîç-

áóæäåííîì ñîñòîÿíèè. Ýôôåêòèâíîñòü è íàïðàâëåíèå äàííîãî ïðîöåññà õà-

ðàêòåðèçóþòñÿ ðàçíîñòüþ *pKa, (2.6), îòðèöàòåëüíîå çíà÷åíèå êîòîðîé óêàçû-

âàåò íà ôîòîêèñëîòíûé õàðàêòåð âåùåñòâà, â òî âðåìÿ êàê ïîëîæèòåëüíîå, 



40 

íàïðîòèâ, ñîîòâåòñòâóåò ôîòîîñíîâàíèÿì. Â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè ìîëå-

êóëû ôîòîêèñëîò âûñòóïàþò â ðîëè äîíîðà ñâîáîäíîãî (ñîëüâàòèðîâàííîãî ) 

ïðîòîíà, óâåëè÷èâàÿ êèñëîòíîñòü ñðåäû, ôîòîîñíîâàíèÿ æå â âîçáóæäåííîì 

ñîñòîÿíèè ïðèñîåäèíÿþò ïðîòîíû ê ñâîåé ñòðóêòóðå.  

Ðåàêöèè îòðûâà è ïðèñîåäèíåíèÿ ïðîòîíà â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèÿõ, 

êàê ïðàâèëî, ÿâëÿþòñÿ îáðàòèìûìè. Åñëè äëÿ ìîëåêóëû õàðàêòåðíû êèñëîò-

íûå ñâîéñòâà â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè, òî ïîñëå ðåëàêñàöèè â îñíîâíîå ñî-

ñòîÿíèå ïðîèñõîäèò îáðàòíîå ïðèñîåäèíåíèå ïðîòîíà, è öèêë Ô¸ðñò åðà äëÿ 

íåå çàìûêàåòcÿ (ðèñ. 2.3). 

2.2. Èîííûå ðàâíîâåñèÿ ôëóîðåñöåèíà â îñíîâíîì ñîñòîÿíèè  

è èõ ñïåêòðàëüíûå ïðîÿâëåíèÿ  

Ôëóîðåñöåèí, áóäó÷è äâóõîñíîâíîé êèñëîòîé, ñïîñîáåí ê ñòóïåí÷àòîé 

äèññîöèàöèè, ïðè ýòîì íåéòðàëüíàÿ ôîðìà ïðåäñòàâëåíà ðàçíûìè òàóòîìåð-

íûìè ñîñòîÿíèÿìè. Ìíîãîîáðàçèå ñâîéñòâ èîííûõ è òàóòîìåðíûõ ôîðì êðà-

ñèòåëÿ íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü, âûáèðàÿ ñòðàòåãèþ åãî ïðèìåíåíèÿ â êà÷åñòâå 

ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêè èëè çîíäà.  

Â âîäíîé ñðåäå ôëóîðåñöåèí ìîæåò ñóùåñòâîâàòü â âèäå ÷åòûðåõ îñíîâ-

íûõ ìîëåêóëÿðíî -èîííûõ ôîðì, îòëè÷àþùèõñÿ çàðÿäîì: êàòèîí C (<1), 

íåéòðàëüíàÿ ìîëåêóëà N (0), ìîíîàíèîí M (–1) è äèàíèîí D (–2). Í åéòðàëüíàÿ 

ôîðìà N, â ñâîþ î÷åðåäü, ïðåäñòàâëåíà òðåìÿ òàóòîìåðíûìè ôîðìàìè: õèíî -

èäíîé Q (0), ëàêòîííîé L (0) è öâèòòåðèîííîé Z (0) (ðèñ.  2.4). Ïðåäïîëàãàåòñÿ, 

÷òî ïåðåõîäû ïðîèñõîäÿò ïðåèìóùåñòâåííî ìåæäó èîííûìè è ìîëåêóëÿð -

íûìè ôîðìàìè, çàðÿäû êîòîðûõ îòëè÷àþòñÿ íà åäèíèöó. Òàê, êàòèîííàÿ 

ôîðìà C ïîñëå äèññîöèàöèè ïðîòîíà ìîæåò îáðàòèìî ïåðåõîäèòü â ðàçëè÷í ûå 

òàóòîìåðû íåéòðàëüíîé ôîðìû N (Q, L, Z), à ìîíîàíèîííàÿ ôîðìà M ñïîñ îáíà 

îáðàòèìî ïåðåõîäèòü â Q è Z ôîðìû [9].  

Â ðàáîòàõ [9–12] áûëè èçìåðåíû ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ôëóîðåñöåèíà â 

øèðîêîì äèàïàçîíå pH, àíàëèç êîòîðûõ ïîçâîëèë ïîëó÷èòü èíôîðìàöèþ î 
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ñïåêòðàõ ïîãëîùåíèÿ îòäåëüíûõ èîííûõ ôîðì. Êðîìå òîãî, ìåòîäîì ñïåêòðî-

ôîòîìåòðè÷åñêîãî òèòðîâàíèÿ áûëè ïîëó÷åíû çíà÷åíèÿ êîíñòàíò pKa äëÿ âñåõ 

ñòóïåíåé äèññîöèàöèè. Ïðîòîíèðîâàíèå è äåïðîòîíèðîâàíèå  ìîëåêóëû ìîæåò 

âëèÿòü íà õðîìîôîðíóþ ãðóïïó êðàñèòåëÿ (êñàíòåíîâûé òðèöèêë), ÷òî ïðè -

äàåò êàæäîé èîííîé ôîðìå óíèêàëüíûå ñïåêòðàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè 

(ðèñ. 2.5). 

 
Ðèñóíîê 2.4. Ñòðóêòóðíûå ôîðìóëû èîííûõ è òàóòîìåðíûõ ôîðì ôëóîðåñöåèíà  

Â öåëîì ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ âñåõ îêðàøåííûõ ôîðì ïðå äñòàâëÿþò ñîáîé 

øèðîêóþ áåññòðóêòóðíóþ ïîëîñó è ñóùåñòâåííî ïåðåêðû âàþòñÿ ìåæäó ñîáîé 

(ðèñ. 2.5). Ñïåêòð ïîãëîùåíèÿ D ôîðìû ôëóîðåñöåèíà èìååò íàèáîëüøèé êîýô-
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ôèöèåíò ýêñòèíêöèè ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè ôîðìàìè ( 88000 M–1ñì –1 â ìàêñè-

ìóìå ïîãëîùåíèÿ â ðàéîíå 488 íì). Ôîðìû M è Qèìåþò íåðàçëè÷èìî áëèçêèå 

ñïåêòðû ñ äâîéíûìè ìàêñèìóìàìè îêîëî 453 è 475 íì è êîýôôèöèåíòîì ýêñ-

òèíêöèè 32200 M–1ñì –1, ÷òî îáúÿñíÿåòñÿ îäèíàêîâûìè õðîìîôîðíûìè ãðóï-

ïàìè . Z è C ôîðìû èìåþò ñõîæèå ïî ôîðìå, íî ðàçðåøèìûå ñïåêòðû ïîãëî-

ùåíèÿ è ìîëÿðíûé êîýôôèöèåíò 55000 M–1ñì –1 â ìàêñèìóìàõ ñïåêòðà 437 è 

434 íì, ñîîòâåòñòâåííî. L ôîðìà íå ïîãëîùàåò â âèäèìîì äèàïàçîíå äëèí 

âîëí [9].

Ðèñóíîê 2.5.Ñïåêòðû ýêñòèíêöèè èîííûõ ôîðì ôëóîðåñöåèíà. Àäàïòèðîâàíî èç [9]

Èîííûå ðàâíîâåñèÿ ôëóîðåñöåèíà íà òðåõ ñòóïåíÿõ åãî äèññîöèàöèè 

ìîæíî çàïèñàòü ñëåäóþùèì îáðàçîì:

MDM D H (p )++M D H (+H (H ( aK ,

NMN M H (p )++N M H ( aK , (2.7)

CNC N H (p )++C N H (+H (H ( aK .

Â òàáë.2.1ïðåäñòàâëåíû îïóáëèêîâàííûå ðàíåå çíà÷åíèÿ êîíñòàíò èîí-

íîãî ðàâíîâåñèÿ ôëóîðåñöåèíà â îñíîâíîì ñîñòîÿíèè.
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Òàáëèöà 2.1. Èîííûå ðàâíîâåñèÿ ôëóîðåñöåèíà â îñíîâíîì ñîñòîÿíèè  

Êîíñòàíòà 
ðàâíîâåñèÿ 

Ëèòåðàòóðíûå èñòî÷íèêè 

[9] [10] [11] [12] 

pKa
MD 6,31 6,8 6,7 6,43 

pKa
NM 

Q-M 3,27 
4,45 4,4 4,31 

Z-M 3,46 

pKa
CN 

C-Q 3,20 

2,14 2,2 2,08 C-L  2,38 

C-Z  3,01 

Ðàñõîæäåíèÿ â óñòàíîâëåííûõ çíà÷åíèÿõ çàâèñÿò îò òîãî, ó÷èòûâàëîñü 

ëè òàóòîìåðíîå ðàâíîâåñèå èëè àâòîðû îãðàíè÷èëèñü ðàññìîòðåíèåì òîëüêî 

èîííûõ ðàâíîâåñèé. Êðîìå òîãî, ðàñõîæäåíèÿ ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ èñïîëü çî-

âàíèåì ðàçëè÷íûõ ñîñòàâîâ áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ. Âëèÿíèå ñîñòàâà áóôåðà íà 

èîííîå ðàâíîâåñèå ôëóîðåñöåèíà áóäåò ðàññìîòðåíî â ãëàâå 3. 

 
Ðèñóíîê 2.6. Ñõåìà èîííûõ è òàóòîìåðíûõ ðàâíîâåñèé  

âîäíûõ ðàñòâîðîâ ôëóîðåñöåèíà (íàä ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíû çíà÷åíèÿ  
ìèêðîêîíñòàíò ðàâíîâåñèÿ). Àäàïòèðîâàíî èç [9]  

Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå Êëîíèñîì ñ ñîàâòîðàìè [9], ïî -âèäèìîìó, ñëå-

äóåò ñ÷èòàòü íàèáîëåå äåòàëüíûìè, ïîñêîëüêó àâòîðû ðàññìîòðåëè èîííîå 

ðàâíîâåñèå ñ ó÷åòîì òàóòîìåðîâ íåéòðàëüíîé ôîðìû ôëóîðåñöåèíà ( Q, L, Z). 

Áûëè ïîëó÷åíû òàê íàçûâàåìûå ìèêðîêîíñòàíòû ðàâíîâåñèÿ, ÷òî äàëî áîëåå 

ïîëíóþ êàðòèíó ðàñïðåäåëåíèÿ âñåõ èîííûõ è òàóòîìåðíûõ ôîðì ôëóîðåñ öå-

èíà â îñíîâíîì ñîñòîÿíèè â øèðîêîì äèàïàçîíå pH (ðèñ. 2.6). 
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Çàïèñàâ óðàâíåíèå (2.3) äëÿ êàæäîãî èç âîçìîæíûõ ðàâíîâåñèé ìåæäó 

ðàçëè÷íûìè ôîðìàìè ôëóîðåñöåèíà â îñíîâíîì ñîñòîÿíè è, à òàêæå óñëîâèå 

ñîõðàíåíèÿ îáùåãî êîëè÷åñòâà ôëóîðåñöåèíà, ïîëó÷èì ñèñòåìó óðàâíåíèé 

äëÿ íîðìèðîâàííûõ ðàâíîâåñíûõ êîíöåíòðàöèé ðàçëè÷íû õ ôîðì ôëóî-

ðåñöåèíà: 
MD [M] [H ][D] 0+- =aK  

(2.8) 

QM[Q] [H ][M] 0+- =aK  

ZM [Z] [H ][M] 0+- =aK  

CQ[C] [H ][Q] 0+- =aK  

CZ[C] [H ][Z] 0+- =aK  

CL[C] [H ][L] 0+- =aK  

[D]+[M]+[Q]+[Z]+[L]+[C]=1.  

Ðåøàÿ ñèñòåìó óðàâíåíèé äëÿ ðàçíûõ çíà÷åíèé êîíöåíòðàöèè èîíîâ âî-

äîðîäà [ H+], ìîæíî îïðåäåëèòü çàâèñèìîñòü êîíöåíòðàöèè èîííûõ è òàóòî-

ìåðíûõ ôîðì ôëóîðåñöåèíà â îñíîâíîì ñîñòîÿíèè â øèðîêîì äèàïàçîíå pH 

(ðèñ. 2.7). Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì äàííûì, â äèàïàçîíå pH îò 0 äî 7 ôëóî-

ðåñöåèí ñóùåñòâóåò â âèäå ñìåñè äâóõ-øåñòè ðàçëè÷íûõ ôîðì. Ñïåêòðû ïî-

ãëîùåíèÿ îòäåëüíûõ èîííûõ ôîðì óäàåòñÿ ðåãèñòðèðîâàòü ëèøü â ïðåäåëüíî 

êèñëûõ (pH + 0) è ùåëî÷íûõ ( pH>8) óñëîâèÿõ, ïðè êîòîðûõ ïðåèìóùåñòâåííî 

ñóùåñòâóþò ñîîòâåòñòâåííî C è D ôîðìû ôëóîðåñöåèíà. Â îáëàñòè pH 1,5?2,5 

çàìåòíûé âêëàä â ðàâíîâåñèå âíîñÿò íåéòðàëüíûå ôîðìû ôëóîðåñöåèíà  

(L, Q, Z). Ïðè pH 3?4 ñóììàðíàÿ äîëÿ íåéòðàëüíîãî ñîñòîÿíèÿ äîñòèãàåò ìàê-

ñèìóìà è ïðåèìóùåñòâåííî ïðåäñòàâëåíà L  ôîðìîé (îêîëî 70@%) ïðè ìåíüøèõ 

âêëàäàõ Q è Z ôîðì (ïîðÿäêà 15@% êàæäàÿ). Â èíòåðâàëå pH 4,5?6,4 â ñèñòåìå 

óæå ïðåîáëàäàþò M è D ôîðìû.  
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Ðèñóíîê 2.7. Çàâèñèìîñòü êîíöåíòðàöèè èîííûõ ôîðì ôëóîðåñöåèíà  

îò pH â îñíîâíîì ñîñòîÿíèè  [9,13] 

2.3. Òðóäíîñòè, âîçíèêàþùèå ïðè ðàññìîòðåíèÿõ  

èîííûõ ðàâíîâåñèé ôëóîðåñöåèíà â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè  

Ïðè ðàññìîòðåíèè èîííûõ ðàâíîâåñèé â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè íåîá -

õîäèìî âûÿâèòü  ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè «÷èñòûõ» èîííûõ ôîðì, à òàêæå 

ìåðó èõ èíòåíñèâíîñòè  – êâàíòîâûå âûõîäû, äëÿ ÷åãî èñïîëüçóþò ìåòîä ôëó-

îðèìåòðè÷åñêîãî òèòðîâàíèÿ. Îäíàêî èíòåðïðåòàöèÿ ðåçóëüòàòîâ, ïîëó÷åí-

íûõ ýòèì ìåòîäîì, çàòðóäíåíà âñëåäñòâèå ðÿäà îáñòîÿòåëüñòâ: 

(i) â äèàïàçîíå pH 0̧ 7 ïðîèñõîäèò îäíîâðåìåííîå âîçáóæäåíèå ñðàçó 

íåñêîëüêèõ èîííûõ ôîðì ôëóîðåñöåèíà (ðèñ.  2.7); 

(ii) ñåëåêòèâíîå âîçáóæäåíèå îòäåëüíîé ôîðìû íåâîçìîæíî íåçàâèñèìî 

îò âûáîðà äëèíû âîëíû, ïîñêîëüêó ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ñèëüíî ïåðåê ðûâà-

þòñÿ (ðèñ. 2.5); 

(iii ) âñëåäñòâèå âîçìîæíîãî ïåðåíîñà ïðîòîíà â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿ-

íèè ïîãëîùàòü è èñïóñêàòü áóäóò ðàçëè÷íûå èîííûå ñîñòîÿíèÿ. Ýôôåêòèâ-

íîñòü ýòîãî ïðîöåññà çàâèñèò êàê îò ðàçíîñòè êîíñòàíò ðàâíîâåñèÿ â îñíîâíî ì 

è âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèÿõ (òåðìîäèíàìè÷åñêèé àñïåêò), òàê è îò êîíêóð åí-

öèè ñêîðîñòåé ðåàêöèè ïðîòîíèðîâàíèÿ/äåïðîòîíèðîâàíèÿ è ôëóîðåñöåí òíûõ 

âðåìåí æèçíè ýòèõ ñîñòîÿíèé (êèíåòè÷åñêèé àñïåêò). 
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Ïåðâîå çàòðóäíåíèå äëÿ íåêîòîðûõ ôîðì ìîæíî óñòðàíèòü âûáîðîì îï-

òèìàëüíîãî äèàïàçîíà pH çà ïðåäåëàìè çíà÷åíèé 0̧ 7. Òàê, ñïåêòð ôëóîðåñöåí-

öèè, êâàíòîâûé âûõîä (0,93) è ôëóîðåñöåíòíîå âðåìÿ æèçíè (4,1 íñ) äèàíèîí-

íîãî ñîñòîÿíèÿ â ùåëî÷íîé ñðåäå ñ÷èòàþòñÿ íàäåæíî óñòàíîâëåííûìè  [9]. Îä-

íàêî,  êàê áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî â [ 14], äàæå ïðè èñïîëüçîâàíèè ýêñòðå-

ìàëüíî êèñëûõ ñðåä, âïëîòü äî 6,7 Ì ðàñòâîðà ñåðíîé êèñëîòû, íå óäàåòñÿ ïî-

ëó÷èòü ÷èñòûé êîíòóð ôëóîðåñöåíöèè êàòèîíà (ðèñ. 2.8). Â ñëåäóþùåì ðàç-

äåëå áóäåò ïîêàçàíî, ÷òî ïîëó÷àåìûé â ýòèõ óñëîâèÿõ ñïåêòð ñîñòîèò èç ñó-

ïåðïîçèöèè êîíòóðîâ êàòèîííîé è õèíîèäíîé ôîðì, ïîñëåäíÿÿ èç êî òîðûõ îá-

ðàçóåòñÿ èìåííî çà ñ÷åò ïåðåíîñà ïðîòîíà â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè.  

 
Ðèñóíîê 2.8. Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè âîäíûõ ðàñòâîðîâ ôëóîðåñöåèíà  

ñ ðàçëè÷íûì çíà÷åíèåì pH íà äëèíå âîëíû âîçáóæäåíèÿ 400 íì â êèñëîé ñðåäå  
(îò pH 3,5 äî 6,7 Ì ðàñòâîðà ñåðíîé êèñëîòû)  

Îòäåëüíî ñëåäóåò óïîìÿíóòü, ÷òî îïðåäåëåíèå êâàíòîâûõ âûõîäîâ â îò-

ñóòñòâèå èíôîðìàöèè î òèïå âîçáóæäàåìîé è èçëó÷àþùåé ìîëåêóë îòíîñè-

òåëüíûì ìåòîäîì (÷åðåç ñðàâíåíèå ïîäûíòåãðàëüíîãî çíà÷åíèÿ êðèâîé  èñïóñ-

êàíèÿ è äîëè ïîãëîùåííîé ýíåðãèè ïî îòíîøåíèþ ê àíàëîãè÷íûì ïàðàìåòð àì 

âåùåñòâà ñ èçâåñòíûì êâàíòîâûì âûõîäîì) äàåò èñêàæåííóþ õàðàêòåðèñòèêó 

êîíêðåòíîé èîííîé ôîðìû.  
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Íåäîñòàòî÷íûé ó÷åò óêàçàííûõ ôàêòîðîâ ïðèâåë ê ðàñõîæäåíèþ â çíà-

÷åíèÿõ êâàíòîâûõ âûõîäîâ ðàçëè÷íûõ èîííûõ ôîðì, ïîëó÷åííûõ ðàçíûìè àâ-

òîðàìè [ 9, 11–12, 15], òàáë. 2.2, çà èñêëþ÷åíèåì D ôîðìû. Ðÿä àâòîðîâ ïîëà-

ãàëè, ÷òî íåéòðàëüíàÿ ôîðìà èìååò íóëåâîé êâàíòîâûé âûõîä, ò. å. íå ôëóî-

ðåñöèðóåò. Íåêîòîðûå àâòîðû ñ÷èòàëè, ÷òî C ôîðìà íå ôëóîðåñöèðóåò, òîãäà 

êàê äðóãèå óòâåðæäàëè, ÷òî åå ýôôåêòèâíîñòü ñîïîñòàâèìà ñ êâàíòîâûì âûõî-

äîì D ôîðìû. Ïðèìå÷àòåëüíî, ÷òî áîëüøèíñòâî èññëåäîâàòåëåé íå ðàçäåëÿëè 

ôëóîðåñöåíöèþ ôîðìû N íà âêëàäû îòäåëüíûõ òàóòîìåðîâ, è òîëüêî Êëî íèñ 

ñ ñîàâòîðàìè [9] ñâÿçàëè íàáëþäàåìóþ ôëóîðåñöåíöèþ ñ èçëó÷åíèåì 

Q ôîðìû.  

Òàáëèöà 2.2. Êâàíòîâûå âûõîäû èîííûõ ôîðì ôëóîðåñöåèíà (ëèòåðàòóðíûå äàííûå)  

Èñòî÷íèê  
Èîííûå ôîðìû ôëóîðåñöåèíà  

C N M D 
[9] 0,9-1 0,29 0,36 0,93 
[11] 0,9-1 0,20-0,25 0,25-0,35 - 
[12] 0 0 0,37 0,93 
[15] 0,39 0 0,26 0,93 

Èìåþùèåñÿ ðàçëè÷èÿ â çíà÷åíèÿõ êâàíòîâûõ âûõîäîâ ôëóîðåñöåíöèè 

îáúÿñíÿþòñÿ êàê ñïîñîáîì ïîëó÷åíèÿ è èíòåðïðåòàöèè äàííûõ, òàê è â ûñîêîé 

÷óâñòâèòåëüíîñòüþ ñïåêòðîâ èñïóñêàíèÿ ê óñëîâèÿì ñðåäû (pH, òåìïåðàòóðà, 

èîíû áóôåðà), îïîñðåäîâàííî âëèÿþùèìè íà ýôôåêòèâíîñòü ôîòîïåðåíîñà 

ïðîòîíà. Ýòè ýôôåêòû áóäóò ðàññìîòðåíû â ñëåäóþùåé ãëàâå. 

2.4. Ïîäõîäû ê îïðåäåëåíèþ èîííûõ ðàâíîâåñèé ôëóîðåñöåèíà  

â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè  

Äëÿ ðåøåíèÿ çàäà÷è îïðåäåëåíèÿ ñïåêòðàëüíûõ õàðàêòåðèñòèê èîííûõ 

è òàóòîìåðíûõ ôîðì ôëóîðåñöåèíà â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè íàìè èñïîëü-

çîâàëîñü ñî÷åòàíèå ìåòîäà Àëåíöåâà-Ôîêà è ìîäåëèðîâàíèÿ êèíåòèêè ôîòî-

èíäóöèðîâàííûõ êèñëîòíî -îñíîâíûõ ðåàêöèé â óñëîâèÿõ íåïðåðûâíîãî ôîòî-

âîçáóæäåíèÿ. Íèæå ìû ïîäðîáíî ðàññìîòðèì êàæäûé èç óêàçàííûõ ïîäõîäîâ.  
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G.<H*1/4<I#*&=*0"->/,"<4#;<+"34*#*&%;<B*+*,+50"E7%C-;<-B*,1+"#:A

&5C<,/&1?+/0. 

Ìåòîä Àëåíöåâà -Ôîêà [16] ïðèìåíÿåòñÿ äëÿ ðàçäåëåíèÿ ïåðåêðûâàþ-

ùèõñÿ êîíòóðîâ ñïåêòðàëüíûõ ïîëîñ ïðîèçâîëüíîé, íåèçâåñòíîé çàðàíåå 

ôîðìû, íà äâå ñîñòàâëÿþùèå B 1 è B2, ñîîòâåòñòâóþùèå äâóì ðàçíûì ôëóîðî-

ôîðàì. Óñëîâèåì ïðèìåíèìîñòè äàííîãî ìåòîäà ÿâëÿåòñÿ ÷àñòè÷íàÿ ðàçíåñåí-

íîñòü èñêîìûõ ñïåêòðîâ, ò.  å. ñóùåñòâîâàíèå ñïåêòðàëüíûõ îáëàñòåé, ñâîáîä-

íûõ îò ïåðåêðûòèÿ (ðèñ. 2.8). Äëÿ àíàëèçà ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ ïàðà ñïåê-

òðîâ f1(I) è f2(I), çàðåãèñòðèðîâàííûõ ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH (ðèñ. 2.8), 

ãäå âêëàäû äâóõ ôëóîðåñöèðóþùèõ ôîðì çàìåòíî ðàçëè÷àþòñÿ. Èñêîìûå êîí-

òóðû B1 è B2 âû÷èñëÿëèñü ïî ôîðìóëàì:  

( ) ( ) ( )2 2 1
1

1 2

l - l
c l =

-

f a f

a a
, (2.9) 

( ) ( ) ( )2 1 1c l = l - c lf . (2.10) 

Ïîýòàïíàÿ ïðîöåäóðà ðàçäåëåíèÿ ñïåêòðîâ ïðèâåäåíà íà ðèñ. 2.9, èç íåå 

ìîæíî ëåãêî óÿñíèòü ñìûñë ïàðàìåòðîâ a1 è a2. 

Â ðàññìîòðåííîì ïðèìåðå êîìïîíåíòà B 1 ñ ìàêñèìóìîì îêîëî 478 íì 

áûëà èäåíòèôèöèðîâàíà êàê ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè C ôîðìû. Êîìïîíåíòà 

B2 ñ ìàêñèìóìîì íà 517 íì è âûðàæåííûì ïëå÷îì îêîëî 55 0 íì îòíîñèòñÿ 

ê ñïåêòðó Q ôîðìû ôëóîðåñöåèíà. Ìàêñèìóì ñïåêòðà ôë óîðåñöåíöèè 

Ñ ôîðìû â îáëàñòè 475 íì ñîâïàäàåò ñ ðåçóëüòàòàìè êâàíòîâî -õèìè÷åñêèõ 

ðàñ÷åòîâ [17]. 

Ðåçóëüòàò ïðèìåíåíèÿ ìåòîäà íå çàâèñèò îò âûáîðà ïàðû èñõîäíûõ 

êîíòóðîâ, à ñìåùåíèå ðàâíîâåñèÿ äâóõ èñêîìûõ ôîðì ì îæåò ðåãóëèðî-

âàòüñÿ íå òîëüêî pH, íî è äðóãèìè âíåøíèìè âîçäåéñòâèÿìè (íàïðèìåð, 

òåìïåðàòóðîé). 

 



49 

 
Ðèñóíîê 2.9. Ýòàïû ðàçäåëåíèÿ (à-ã) ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè ìåòîäîì Àëåíöåâà -Ôîêà. 

Äëÿ ïðèìåðà âçÿòû ñïåêòðû ïðè pH ~ 0 è pH 0,7, ïðè êîòîðûõ  
ôëóîðåñöèðóþò ïðåèìóùåñòâåííî C è Q ôîðìû [ 14]  

J.< H/4*#%+/0"&%*< ,%&*1%,%< D/1/%&4?=%+/0"&&5C< ,%-#/1&/-/-&/0&5C<

+*",=%2<0<?-#/0%;C<&*B+*+50&/6/<D/1/0/39?K4*&%;. 

Â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè  ôëóîðåñöåèíà ñóùåñòâóåò êîíêóðåíöèÿ 

ìåæäó ïåðåíîñîì ïðîòîíà è äðóãèìè ïðîöåññàìè äåçàêòèâàöèè, êîòîðûå õà-

ðàêòåðèçóþòñÿ êîíñòàíòîé ñêîðîñòè ~108 ñ–1 [18]. Äëÿ àíàëèçà ïîäîáíûõ ñè-

ñòåì ýôôåêòèâåí êèíåòè÷åñêèé ïîäõîä, ïðåäëîæåííûé Âåëëåðîì [8]. Â ðàì-

êàõ êèíåòè÷åñêîé ìîäåëè îäíîâðåìåííî ó÷èòûâàþòñÿ âåðîÿòíîñòè ïîãëîùå-

íèÿ, èçëó÷åíèÿ, ïðîòîíèðîâàíèÿ è äåïðîòîíèðîâàíèÿ. Ïðèìåíåíèå ýòî ãî ìå-

òîäà, îäíàêî, áûëî îãðàíè÷åí o èç-çà íåîáõîäèìîñòè òî÷íîãî îïðåäåëåíèÿ 

ìíîæåñòâà ñêîðîñòåé ðåàêöèé, êîòîðîå âñëåäñòâèå êîðîòêîãî âðåìåíè æèçíè 

ñèíãëåòíûõ ñîñòîÿíèé òðåáîâàëî èíñòðóìåíòàëüíûõ ìåòîäîâ ñ âûñîêèì âð å-

ìåííûì ðàçðåøåíèåì. Ýòè ìåòîäû ñòàëè  äîñòóïíû ëèøü ñ ñåðåäèíû 1980-õ 

ãîäîâ. Ñõåìà, îñíîâàííàÿ íà óïðîùåííîé äèàãðàììå ßáëîíñêîãî è îáîç íà÷å-

íèÿ êîíñòàíò , ïðåäñòàâëåíà íà ðèñóíêå 2.10. 
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Ðèñóíîê 2.10. Êèíåòè÷åñêàÿ ñõåìà, îñíîâàííàÿ íà äèàãðàììå ßáëîíñêîãî,  

äëÿ îïèñàíèÿ êîíöåíòðàöèè èîííûõ ôîðì â îñíîâíîì âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèÿõ   

Âåðîÿòíîñòü ïîãëîùåíèÿ ýëåêòðîìàãíèòíîãî èçëó÷åíèÿ èîííûìè ôîð-

ìàìè ôëóîðåñöåèíà îïðåäåëÿåòñÿ ïàðàìåòðîì ñå÷åíèÿ ïîãëîùåíèÿ J I  (ñì 2) 

(1.1). Âåðîÿòíîñòü èçëó÷àòåëüíûõ ïðîöåññîâ kôë (ñ–1) ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé âåëè-

÷èíó, îáðàòíóþ ôëóîðåñöåíòíîìó âðåìåíè æèçíè (K ôë) äëÿ êàæäîé ôîðìû 

(2.11).  

$%
$%

1
.=

t
k  (2.11) 

Èíäåêñû C, Z, Q, L, M è D óêàçûâàþò íà ïðèíàäëåæíîñòü ñîîòâåòñòâóþ-

ùèõ êîíñòàíò ê êîíêðåòíîé ïðîòîëèòè÷åñêîé ôîðìå êðàñèòåëÿ. Âåðîÿòíîñòè 

ïðîöåññîâ äåïðîòîíèðîâàíèÿ/ïðîòîíèðîâàíèÿ èîííûõ ôîðì ôëóîðåñö åèíà 

ó÷èòûâàþòñÿ ÷åðåç ñîîòâåòñòâóþùèå êîíñòàíòû ñêîðîñòåé M MH-k (ñ–1) è 

MH M -k (ñ–1·Ì –1). Äåñÿòè÷íûé ëîãàðèôì îòíîøåíèÿ ýòèõ êîíñòàíò ðàâåí ïîêà-

çàòåëþ êîíñòàíòû èîííîãî ðàâíîâåñèÿ p Ka íà ñîîòâåòñòâóþùåé ñòóïåíè äèñ-

ñîöèàöèè: 

MH M

M MH

p lg
-

-

æ ö
ç ÷= -
ç ÷
è ø

 

k
K

k . (2.12) 
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Óñëîâèÿ ýêñïåðèìåíòà çàäàþòñÿ èíòåíñèâíîñòüþ ïàäàþùåãî èçëó÷å-

íèÿ  I, êîòîðàÿ ñ ó÷åòîì õàðàêòåðèñòèê èñïîëüçóåìîãî èñòî÷íèêà èçëó÷åíèÿ 

ìîæåò áûòü ðàññ÷èòàíà ïî ôîðìóëå:  

v
=

E
I

Yh
, (2.13) 

ãäå E – ìîùíîñòü èçëó÷åíèÿ, ïîïàäàþùåãî íà îáðàçåö (Âò), Y – ïëîùàäü ùå-

ëåâîãî ïÿòíà (ñì 2); n – ÷àñòîòà âîçáóæäàþùåãî èçëó÷åíèÿ (ñ-1). Òèïè÷íîå çíà-

÷åíèå âåëè÷èíû I ñîñòàâëÿåò ïîðÿäêà 1020 ñì –2ñ–1. 

Âëèÿíèå pH ðàñòâîðèòåëÿ íà ðàñïðåäåëåíèå êîíöåíòðàöèè èîííûõ è òà-

óòîìåðíûõ ôîðì ôëóîðåñöåèíà êàê â îñíîâíîì, òàê è â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿ-

íèÿõ ó÷èòûâàåòñÿ â ìîäåëè â âèäå ñîìíîæèòåëÿ [H+] (ðèñ. 2.10, 2.11). 

Äëÿ íàõîæäåíèÿ îòíîñèòåëüíûõ êîíöåíòðàöèé â îñíîâíîì è âîçáóæäåí -

íîì ñîñòîÿíèÿõ ôëóîðåñöåèíà â øèðîêîì äèàïàçîíå pH íåîáõîäèìî ó÷åñòü 

ïîëíûé êîìïëåêò èîííûõ è òàóòîìåðíûõ ôîðì êðàñèòåëÿ, à òàêæå ïðîöåññû  

èõ âçàèìíîãî ïðåâðàùåíèÿ. Â îñíîâíîì ñîñòîÿíèè ñóùåñòâóþò âñå øåñòü 

ôîðì  – C, Z, Q, L, M è D. Â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè ôëóîðåñöåèí ïðåäñòàâ-

ëåí ïÿòüþ èîííûìè ôîðìàìè  – C*, Z*, Q*, M* è D*, ñðåäè êîòîðûõ Q* è Z* ïðåä-

ñòàâëÿþò ñîáîé òàóòîìåðû íåéòðàëüíîé ôîðìû. Ëàêòîííàÿ ôîðìà íå ïîãëî-

ùàåò â âèäèìîì äèàïàçîíå, ïîýòîìó åå âîçáóæäåííîå ñîñòîÿíèå  íå ó÷èòûâà-

åòñÿ. Òåì íå ìåíåå â îñíîâíîì ñîñòîÿíèè âêëàä L ôîðìû â îáùóþ êàðòèíó 

ïðîòîëèòè÷åñêèõ ïðåâðàùåíèé çíà÷èòåëåí (ðèñ. 2.7). 

Äëÿ êàæäîé èîííîé ôîðìû ôëóîðåñöåèíà ñîñòàâëåíû êèíåòè÷åñêèå 

óðàâíåíèÿ, îïèñûâàþùèå ïðîöåññû àêòèâàöèè è äåçàêòèâàöèè. Íàïðèìåð, 

êîíöåíòðàöèÿ âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ C* ôîðìû îïðåäåëÿåòñÿ ïîãëîùåíèåì 

ñâåòà èç îñíîâíîãî ñîñòîÿíèÿ C (óâåëè÷åíèå), èçëó÷àòåëüíûì ïåðåõîäîì â îñ-

íîâíîå ñîñòîÿíèå C *VC (óìåíüøåíèå) è áåçûçëó÷àòåëüíûìè  ïåðåõîäàìè 

âñëåäñòâèå ïåðåíîñà ïðîòîíà â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè C *V Z* è C*V Q* 

(óìåíüøåíèå), à òàêæå îáðàòíûìè ïåðåõîäàìè Z *V C* è Q*V C* (óâåëè÷åíèå) 

(ðèñ. 2.11).  
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Ðèñóíîê 2.11. Ñõåìà óðîâíåé è êèíåòè÷åñêàÿ ñõåìà ïðîöåññîâ,  

ïðîèñõîäÿùèõ â ñìåñè èîííûõ ôîðì ôëóîðåñöåèíà   

Ðåøåíèå ïîëó÷åííîé ñèñòåìû óðàâíåíèé äàåò íàáîð ñòàöèîíàðíûõ êîí-

öåíòðàöèé ïðè íåïðåðûâíîì âîçáóæäåíèè íà çàäàííîé äëèíå âîëíû. Âëèÿíè å 

ñðåäû – òåìïåðàòóðà, ïðîòîííûå äîíîðíûå/ïðîòîíàêöåïòîðíûå äîáàâêè  – îò-

ðàæåíî â ñäâèãàõ èîííîãî ðàâíîâåñèÿ ÷åðåç èçìåíåíèå êîíñòàíò ïðîòîíèðî âà-

íèÿ/äåïðîòîíèðîâàíèÿ (2.12). Ìîäåëü îáåñïå÷èâàåò ñîõðàíåíèå îáùåé íîð ìè-

ðîâàííîé êîíöåíòðàöèè ôëóîðåñöåèíà âî âñåì äèàïàçîíå pH (2.14).  

* * * * *C+C +Z+Z +Q+Q +L+M+M +D+D =1. (2.14) 

Ïðè ìîäåëèðîâàíèè áûëè èñïîëüçîâàíû äàííûå, ïðèâåäåííûå â ðàáîòàõ  

[18, 19]. Ñîîòâåòñòâóþùèå êîíñòàíòû ïðîòîíèðîâàíèÿ/äåïðîòîíèðîâàíèÿ 

áûëè ïåðåñ÷èòàíû ñîãëàñíî âûðàæåíèþ (2.12) ñ ó÷åòîì èîííûõ ðàâíîâåñèé,  

îïèñàííûõ â òàáëèöå 2.3. Ôëóîðåñöåíòíûå âðåìåíà æèçíè (Kôë) äëÿ ðàñ÷åòà 
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êîíñòàíò èçëó÷àòåëüíûõ ïðîöåññîâ áûëè âçÿòû èç [9, 14, 20]. Çíà÷åíèÿ ìîëÿð-

íûõ äåñÿòè÷íûõ êîýôôèöèåíòîâ ýêñòèíêöèè WI  áûëè âçÿòû èç [9] è ïåðåâåäåíû 

â çíà÷åíèÿ ñå÷åíèÿ ïîãëîùåíèÿ J I  (1.1). 

Òàáëèöà 2.3 Êîíñòàíòû èîííîãî ðàâíîâåñèÿ, ïðîòîíèðîâàíèÿ, äåïðîòîíèðîâàííèÿ  
â îñíîâíîì è âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèÿõ äëÿ ðàçëè÷íûõ ñòóïåíåé äèññîöèàöèè 

ôëóîðåñöåèíà (ïîëóæèðíûì øðèôòîì âûäåëåíû ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå âïåðâûå)  

Ñòóïåíü 
äèññîöèàöèè 

Îñíîâíîå ñîñòîÿíèå  Âîçáóæäåííîå ñîñòîÿíèå  
Ñèìâîë  Çíà÷åíèå Ñèìâîë  Çíà÷åíèå 

MX D 
pKa

MD 6,31 [9] pK*
a
MD 5,470 

kDM (ñ–1) 1,27 a k*
DM (ñ–1) 2,31·103 a 

kMD (ñ–1·Ì –1) 2,60·106 [18] k*
MD (ñ–1·Ì –1) 9,20·108 [18] 

QX M 
pKa

QM 3,27 [9] pK*
a
QM 3,30 [14] 

kMQ (ñ–1) 3,90·105 9  k*
MQ (ñ–1) 3,90·107 [19] 

kQM (ñ–1·Ì –1) 7,26·108 a k*
QM (ñ–1·Ì –1) 7,26·1010 a 

ZX M 
pKa

ZM 3,46 [9] pK*
a
ZM –0,50 [14] 

kMZ (ñ–1) 1,87·105 a k*
MZ (ñ–1) 1,04·1011 [19] 

kZM (ñ–1·Ì –1) 5,40·108 9 k*
ZM (ñ–1·Ì –1) 3,29·1010 a 

CX Q 
pKa

CQ 3,20 [9] pK*
a
CQ –0,60 [14] 

kQC (ñ–1) 1,07·104 a k*
QC (ñ–1) 1,04·1011 [19] 

kCQ (ñ–1·Ì –1) 1,70·107 9  k*
CQ (ñ–1·Ì –1) 2,61·1010 a 

CX Z 
pKa

CZ 3,01 [9] pK*
a
CZ 3,10 [14] 

kZC (ñ–1) 1,66·104 a k*
ZC (ñ–1) 1,04·1011 [19] 

kCZ (ñ–1·Ì –1) 1,70·107 9 k*
CZ (ñ–1·Ì –1) 1,31·1014 a 

CX L 
pKa

CL 2,38[9]  - 
kLC(ñ–1) 7,09·104 a  - 

kCL (ñ–1·Ì –1) 1,70·107 9  - 

a – ðàñ÷åò ïî ôîðìóëå (2.12);  
9 – çíà÷åíèå, íà äâà ïîðÿäêà ìåíüøåå, ÷åì ïîëó÷åííîå â [ 18] äëÿ âîçáóæäåííîãî ñî-

ñòîÿíèÿ;  
0 – ïîëó÷åíî ÷åðåç öèêë Ô¸ðñòåðà (2.6). 

Èíäèâèäóàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè èññëåäóåìîãî âåùåñòâà çàäàâàëèñü ïó-

òåì ââîäà ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ èîííûõ ôîðì, êîíñòàíò èîííîãî ðàâíîâåñèÿ  â 

îñíîâíîì è âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèÿõ è ôëóîðåñöåíòíûõ âðåìåí æèçíè. Óñëî-

âèÿ ýêñïåðèìåíòà îïðåäåëÿëèñü äâóìÿ íåçàâèñèìûìè  (âàðüèðóåìûìè) ïàðà-

ìåòðàìè: äëèíîé âîëíû âîçáóæäåíèÿ (äâà ôèêñèðîâàííûõ çíà÷åíèÿ) è è íòåí-

ñèâíîñòüþ èçëó÷åíèÿ èñòî÷íèêà. Ìîäåëèðîâàíèå îñóùåñòâëÿëîñü ñ ïîìîùüþ 
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ïðîãðàììû [21], îáåñïå÷èâàâøåé âûâîä ðåçóëüòàòîâ â âèäå ãðàôè÷åñêèõ çàâè-

ñèìîñòåé îòíîñèòåëüíîé êîíöåíòðàöèè èîííîé ôîðìû â îñíîâíîì è âîçá óæ-

äåííîì ñîñòîÿíèÿõ îò pH, à òàêæå â ôîðìàòå ÷èñëåííûõ äàííûõ äëÿ çàäàííûõ 

çíà÷åíèé pH. 

Â ñëó÷àå ôëóîðåñöåèíà ñêîðîñòü ïåðåíîñà ïðîòîíà ñóùåñòâåííî çàâèñèò 

îò ñòóïåíè äèññîöèàöèè. Òàê, ïðè äèññîöèàöèè êàòèîííîé ôîðìû îíà çíà÷è-

òåëüíî ïðåâûøàåò ñêîðîñòü äåçàêòèâàöèè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ (1011ñ–1) 

[19], â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïåðåíîñ ïðîòîíà ïðîòåêàåò ýôôåêòèâíî è ñîïðîâîæäà-

åòñÿ èíòåíñèâíûì èçëó÷åíèåì îáðàçîâàâøåéñÿ íåéòðàëüíîé ôîðìû.  Ïðè äèñ-

ñîöèàöèè æå ìîíîàíèîííîé ôîðìû ñêîðîñòü ïåðåíîñà ïðîòîíà îêàçûâàåòñÿ 

ñðàâíèìîé ñ êîíñòàíòîé ñêîðîñòè èçëó÷åíèÿ (10 8 ñ–1) [18], ÷òî îòêðûâàåò øè-

ðîêèå âîçìîæíîñòè äëÿ óïðàâëåíèÿ ïðîöåññîì ïåðåíîñà ïðîòîíà ïðè ðåøå íèè 

ðàçëè÷íûõ çàäà÷ õèìè÷åñêîãî àíàëèçà. 

Òàáëèöà 2.4. Çíà÷åíèÿ ôëóîðåñöåíòíûõ âðåìåí æèçíè Kôë è âåðîÿòíîñòè  
èçëó÷àòåëüíîãî ïðîöåññà kôë äëÿ ðàçíûõ èîííûõ ôîðì ôëóîðåñöåèíà   
(ïîëóæèðíûì øðèôòîì âûäåëåíû ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå âïåðâûå)  

Ôîðìà  Çíà÷åíèå Kôë (·10-9 ñ)  Ñèìâîë êîíñòàíòû  Çíà÷åíèå kôë (108 ñ-1)* 

Ñ 3,55 [14] C
$%k  2,82 

Q 3,00 [14] Q
$%k  3,33 

Z 3,55 [14] Z
$%k  2,82 

M 3,30 [20] M
$%k  3,03 

D 4,10 [9] D
$%k  2,44 

Çàâèñèìîñòü ðàñïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè âîçáóæäåííûõ ñîñòîÿíèé îò 

äëèíû âîëíû âîçáóæäåíèÿ ìîæíî ïðîèëëþñòðèðîâàòü ðåçóëüòàòàìè ðàñ÷åòà 

äëÿ äâóõ äëèí âîëí âîçáóæäåíèÿ: 488 íì, íà êîòîðîé ïîãëîùàåò ïðå èìóùå-

ñòâåííî D ôîðìà, è 435 íì, íà êîòîðîé ïîãëîùàþò ïðåèìóùåñòâåííî M è Q 

ôîðìû (ðèñ. 2.12). 
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Ðèñóíîê 2.12. Ðåçóëüòàò ìîäåëèðîâàíèÿ êîíöåíòðàöèè èîííûõ è òàóòîìåðíûõ ôîðì  

â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè ïðè äëèíàõ âîëí âîçáóæäåíèÿ 435 è 488 íì [20]  

Âñëåäñòâèå ñåëåêòèâíîñòè âîçáóæäåíèÿ â èçáðàííîì ñïåêòðàëüíîì äèà-

ïàçîíå (ðèñ.  2.5), à òàêæå ïåðåíîñà ïðîòîíà â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè , ñîîò-

íîøåíèå êîíöåíòðàöèé èîííûõ ôîðì â âîçáóæäåííîì è îñíîâíîì ñîñòî ÿíèÿõ 

ïðè ôèêñèðîâàííîì pH ðàçëè÷àåòñÿ (ðèñ. 2.7). Ïðè ýòîì ñîîòíîøåíèå êîíöåí-

òðàöèé äëÿ D è Ì ôîðì çàâèñèò íå òîëüêî îò pH, íî è îò äëèíû âîëíû âîçáóæ-

äåíèÿ. Áûëè íàéäåíû çíà÷åíèÿ pH, ïðè êîòîðûõ ïîñëå óñòàíîâëåíèÿ ðàâíîâå-

ñèÿ èçëó÷àþò òîëüêî «÷èñòûå» èîííûå ôîðìû. Îíè óêàçàíû âåðòèêàëüíûìè 

ïóíêòèðíûìè ëèíèÿìè íà ðèñóíêå  2.12 è ñîñòàâëÿþò 6,7 Ì HYSO\ (äëÿ âûñî-

êîêîíöåíòðèðîâàííûõ ñèëüíûõ êèñëîò îïðåäåëåíèå çíà÷åíèÿ pH ëèáî çàòðóä-

íåíî, ëèáî íåâîçìîæíî ïî ðÿäó ïðè÷èí), pH 1,3, pH 4,4 è pH 9,0 äëÿ C, Q, M è 

D ôîðì ñîîòâåòñòâåííî. Óêàçàííûå çíà÷åíèÿ ñïðàâåäëèâû äëÿ îáåèõ äëèí 

âîëí âîçáóæäåíèÿ – 435 è 488 íì, ÷òî ïðåäîñòàâëÿåò âîçìîæíîñòü êîëè÷å-

ñòâåííîé îöåíêè ïàðàìåòðîâ îêðóæåíèÿ êðàñèòåëÿ, âëèÿþùèõ íà åãî ôëóîðåñ-

öåíöèþ, ïóòåì àíàëèçà ðàçëè÷èé ñïåêòðîâ, ïîëó÷åííûõ äëÿ ýòèõ äëèí âîëí  

âîçáóæäåíèÿ. 
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2.5. Èîííûå ðàâíîâåñèÿ ôëóîðåñöåèíà  

è ïåðåíîñ ïðîòîíà â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè  

Áëàãîäàðÿ îïèñàííûì ïîäõîäàì, ãëàâíûì îáðàçîì ìîäåëèðîâàíèþ ðàñ-

ïðåäåëåíèÿ èîííûõ è òàóòîìåðíûõ ôîðì ôëóîðåñöåèíà â âîçáóæäåííîì ñî-

ñòîÿíèè, óäàëîñü ïîäîáðàòü óñëîâèÿ (pH 1,3 è pH 4,4) ðåãèñòðàöèè ñïåêòðîâ 

äâóõ «÷èñòûõ» ôîðì ôëóîðåñöåèíà (ðèñ. 2.13). Ïðè îáåñïå÷åíèè ýòèõ çíà÷å-

íèé pH äîëæíà íàáëþäàòüñÿ íåçàâèñèìîñòü ôîðìû ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè îò  

äëèíû âîëíû âîçáóæäåíèÿ, ÷òî áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî ýêñïåðèìåí òàëüíî 

(ðèñ. 2.14). 

 
Ðèñóíîê 2.13. Íîðìèðîâàííàÿ êîíöåíòðàöèÿ èîííûõ è òàóòîìåðíûõ ôîðì ôëóîðåñöåèíà 

â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè (ëèíèè) è ñðåäíèå ôëóîðåñöåíòíûå âðåìåíà æèçíè  
(ñèìâîëû) â øèðîêîì äèàïàçîíå pH [20] íà äëèíå âîëíû âîçáóæäåíèÿ 453 íì  

Äåéñòâèòåëüíî, ôîðìà ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè ïðè pH 1,3 íå çàâèñèò 

äëèíû âîëíû âîçáóæäåíèÿ â äèàïàçîíå 435?490 íì, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, 

÷òî â ðàñòâîðå ïîñëå ïðîòåêàíèÿ âñåõ áûñòðûõ ïðîöåññîâ ñôîðìèðîâàëñÿ èç-

ëó÷àòåëü îäíîãî òèïà (Q ôîðìà ôëóîðåñöåèíà) â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè 

(ðèñ. 2.14 à). Àíàëîãè÷íî, äëÿ M ôîðìû ïðè pH 4,4 çàðåãèñòðèðîâàíà ñëàáàÿ 

çàâèñèìîñòü îò äëèíû âîëíû âîçáóæäåíèÿ â ýòîì äèàïàçîíå (ðèñ. 2.14 á). Íå-
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áîëüøîå âëèÿíèå äëèíû âîëíû âîçáóæäåíèÿ íà ôîðìó ñïåêòðà ñâÿçàíî c âë è-

ÿíèåì D ôîðìû, êîòîðàÿ èìååò âûñîêèé êâàíòîâûé âûõîä è äàæå â ìèíèìàëü-

íûõ êîíöåíòðàöèÿõ âíîñèò âîçìóùåíèå. Îêîí÷àòåëüíî ñïåêòð ôëóîðåñöåíö èè 

M ôîðìû ôëóîðåñöåèíà áûë ïîëó÷åí çà âû÷åòîì âêëàäà D ôîðìû.  

  

"  9 

Ðèñóíîê 2.14. Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ðàñòâîðà ôëóîðåñöåèíà ïðè pH 1,3(à)  
è pH 4,4(á) ïðè äëèíàõ âîëí âîçáóæäåíèÿ 435÷490 íì  

Ñîãëàñíî ðåçóëüòàòàì ìîäåëèðîâàíèÿ (ðèñ. 2.13), èçìåðèòü ÷èñòûé êîí-

òóð êàòèîíà áåç ïðèìåñè õèíîèäà íåâîçìîæíî äàæå â ýêñòðåìàëüíî êèñëîé 

ñðåäå, îäíàêî ïðèìåíåíèå ìåòîäà Àëåíöåâà -Ôîêà ïîçâîëèëî óñïåøíî ðåøèòü 

ýòó çàäà÷ó è ïîëó÷èòü ðàçäåëüíî âêëàäû õèíîèäíîé è êàòèîííîé ôîðì. Ôîðìà  

ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè õèíîèäà, ïîëó÷åííàÿ ìåòîäîì Àëåíöåâà -Ôîêà è èçìå-

ðåííàÿ  ïðè pH 1,3, ïîëíîñòüþ ñîâïàäàåò, ïîäòâåðæäàÿ êîððåêòíîñòü èñïîëü-

çîâàííîãî ïîäõîäà.  

Íà ðèñ. 2.15 ïðèâåäåíû ñïåêòðû âñåõ ÷åòûðåõ ôëóîðåñöèðóþùèõ ôîðì 

ôëóîðåñöåèíà, òðè èç êîòîðûõ (äëÿ êàòèîííîé, õèíîèäíîé è ìîíîàíèîíí îé 

ôîðì) áûëè ïîëó÷åíû íàìè âïåðâûå, à ñïåêòð äèàíèîíà ïðåäñòàâëåí  ïðè 

pH>8. Èç ðèñóíêà âèäíî, ÷òî ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè äèàíèîííîé ôîðìû ñóùå-

ñòâåííî ïåðåêðûâàåòñÿ ñïåêòðàìè M è Q ôîðì. Ìàêñèìóìû ñïåêòðîâ ôëóî-

ðåñöåíöèè M è D ôîðì íàáëþäàþòñÿ íà äëèíå âîëíû 513 íì, òîãäà êàê äëÿ 

ôîðìû Q ïîëîæåíèå ìàêñèìóìà ñìåùåíî äî 518 íì. Êîíòóðû ñïåêòðîâ ôîðì 
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Q è M â öåëîì ñõîæè, íàáëþäàåìîå ðàñõîæäåíèå â êðàñíîé îáëàñòè ñïåêòðà 

îòðàæàåò ðàçëè÷èÿ â âèáðîííîé ñòðóêòóðå ýíåðãåòè÷åñêèõ óðîâíåé (ðèñ. 2.4). 

Ìàêñèìóì ôëóîðåñöåíöèè C ôîðìû ðàñïîëîæåí íà 478 íì. Ñèëüíîå ïåðåêðû-

òèå ïîëó÷åííûõ ñïåêòðîâ îòäåëüíûõ ôîðì åùå ðàç ïîä÷åðêèâàåò ñëîæíîñòü 

çàäà÷è èõ ðàçäåëåíèÿ â ñëó÷àå îäíîâðåìåííîãî ïðèñóòñòâèÿ íåñêîëüêèõ ôîðì 

è íåÿâíûõ óñëîâèé íàáëþäåíèÿ «÷èñòûõ» êîíòóðîâ.  

 
Ðèñóíîê 2.15. Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè èîííûõ ôîðì ôëóîðåñöåèíà  

Â óñëîâèÿõ, äîïóñêàþùèõ ïîëó÷åíèå «÷èñòûõ» ñïåêòðàëüíûõ êîíòóðîâ 

èîííûõ ôîðì, äëÿ ïîñëåäíèõ áûëè èçìåðåíû ñïàäû ôëóîðåñöåíöèè è îö åíåíû 

ñðåäíèå ôëóîðåñöåíòíûå âðåìåíà æèçíè, ÷òî ïîñëóæèëî îòïðàâíîé òî÷ êîé 

äëÿ ðàñ÷åòà êâàíòîâûõ âûõîäîâ íà îñíîâå ôîðìóëû (1.6). Äëÿ ýòîãî äîïî ëíè-

òåëüíî ïî ôîðìóëå Ñòðèêëåðà -Áåðãà ñ ó÷åòîì èçâåñòíûõ êîíòóðîâ ïîãëîùåíèÿ 

è ïîëó÷åííûõ íàìè ñïåêòðîâ èñïóñêàíèÿ áûëè ðàññ÷èòàíû ðàäèàöèîííû å âðå-

ìåíà æèçíè t ðàä (òàáë. 2.5). 
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Òàáëèöà 2.5. Ôîòîôèçè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè èîííûõ ôîðì ôëóîðåñöåèíà 

 
Èîííûå ôîðìû â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè  

C*(pH<0) Q*(pH 1,3) M*(pH 4,4) D*(pH>8) 
^Kôë>, íñ 3,55±0,10 3,00±0,10 3,30±0,10 4,10±0,10 

t ðàä, íñ 3,85 7,13 7,17 4,41 

Ôôë 0,92±0,07 0,42±0,04 0,46±0,05 0,93±0,06 

Ôëóîðåñöåíòíûå âðåìåíà æèçíè èîííûõ ôîðì ôëóîðåñöåèíà ëåæàò â 

äèàïàçîíå 3,00÷4,10 íñ. Çíà÷åíèå äëÿ Q ôîðìû áëèçêî ê îïóáëèêîâàííûì äàí-

íûì [9], òîãäà êàê äëÿ C ôîðìû ôëóîðåñöåíòíîå âðåìÿ K ôë áûëî óòî÷íåíî: 

íàéäåííûå ðàíåå çíà÷åíèÿ áûëè ðàâíû 3,5 è 4,4 íñ [9, 11]. Èçìåðåííîå ñðåäíåå 

ôëóîðåñöåíòíîå âðåìÿ æèçíè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ D ôîðìû ñîñòàâèë î 

4,1 íñ (ðèñ. 2.14), ÷òî òàêæå ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè [9]. Íàéäåííîå äëÿ 

M ôîðìû çíà÷åíèå ôëóîðåñöåíòíîãî âðåìÿ æèçíè 3,3 íñ ëåæèò â ïðåäåëàõ âà-

ðüèðîâàíèÿ èìåþùèõñÿ ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ îò 3,0  äî 3,7 íñ [9, 12, 16]. Ñðàâ-

íèâàÿ òàáë. 2.5 è òàáë. 2.2, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî íàèëó÷øåå ñîîòâåòñòâèå äî-

ñòèãíóòî ñ äàííûìè ðàáîòû [9], ãäå ïðè èíòåðïðåòàöèè ðåçóëüòàòîâ ó÷èòûâà-

ëèñü ýôôåêòû òàóòîìåðèè íåéòðàëüíîé ôîðìû ôëóîðåñöåèíà.  

×òîáû ïåðåéòè ê íàõîæäåíèþ êîíñòàíò èîííûõ ðàâíîâåñèé â âîçáóæ-

äåííîì ñîñòîÿíèè ÷åðåç öèêë Ô¸ðñòåðà (2.6), íåîáõîäèìî îïðåäåëèòü âîëíî-

âûå ÷èñëà 0-0 ïåðåõîäîâ èîííûõ ôîðì, çàðÿä êîòîðûõ îòëè÷àåòñÿ íà åäèíèöó. 

Äëÿ ýòîãî êîíòóðû ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ è èñïóñêàíèÿ íîðìèðóþò [2 2]. Âîë-

íîâîå ÷èñëî ÷èñòî ýëåêòðîííîãî ïåðåõîäà ñîîòâåòñòâóåò ñïåêòðàëüíîìó ïîëî-

æåíèþ ïåðåñå÷åíèÿ êîíòóðîâ ïîãëîùåíèÿ è ôëóîðåñöåíöèè (ðèñ. 2.16).  

Âîëíîâûå ÷èñëà ÷èñòî ýëåêòðîííîãî ïåðåõîäà è ðåçóëüòàò ðàñ÷åòà çíà-

÷åíèÿ pK*
a ÷åðåç öèêë Ô¸ðñòåðà (2.6) äëÿ âñåõ ñòóïåíåé äèññîöèàöèè ïðåäñòàâ-

ëåíû â òàáë. 2.6. * pKa ïðèíèìàåò  ðàçëè÷íûå çíà÷åíèÿ: êàê îòðèöàòåëüíûå  

(C-Q, Z-M, M-D ðàâíîâåñèÿ), òàê è ïîëîæèòåëüíûå (C-Z ðàâíîâåñèå), èëè æå 

áëèçêèå ê íóëþ (Q-M ðàâíîâåñèå). Âåëè÷èíà è çíàê *pKa ïîëíîñòüþ îïðåäå-

ëÿåòñÿ ðàçíîñòüþ âîëíîâûõ ÷èñåë 0-0 ïåðåõîäîâ è óêàçûâàåò íà íàïðàâëåíèå 

ïåðåíîñà ïðîòîíà (ôîòîîòðûâ èëè ôîòîïðèñîåäèíåíèå).  
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Ðèñóíîê 2.16. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ è ôëóîðåñöåíöèè C(à), Q(á), M(â)  
è D(ã) èîííûõ ôîðì ôëóîðåñöåèíà â çàâèñèìîñòè îò âîëíîâîãî ÷èñëà  

Òàáëèöà 2.6. Ïîëîæåíèå 0 -0 ïåðåõîäîâ äëÿ ðàçëè÷íûõ èîííûõ ôîðì  
è çíà÷åíèå ïîêàçàòåëåé êîíñòàíò èîííîãî ðàâíîâåñèÿ â îñíîâíîì  

è âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèÿõ äëÿ ðàçíûõ ñòóïåíåé äèññîöèàöèè ôëóîðåñöåèíà  

Èîííàÿ 
ôîðìà  

Ïîëîæåíèå 0 -0 ïåðåõîäà, 
104 ñì –1 

Ðàâíîâåñèå pKa [9] * pKa
 9 pKa

* 

C 2,21 C-Q 3,20 –3,80 –0,60 
Q 2,03 Q-M 3,27 0,03 3,30 
Z 2,21 a C-Z 3,01 0,09 3,10 
M 2,03 a Z-M 3,46 –3,96 –0,50 
D 1,99 M-D 6,31 –0,84 5,47 

a âîëíîâûå ÷èñëà 0-0 ïåðåõîäîâ Z è M- ôîðì áûëè ïîëó÷åíû â ïðåäïîëîæåíèè ïî-
äîáèÿ õðîìîôîðíûõ ãðóïï Z è C -ôîðì, à òàêæå Q è Ì -ôîðì [9] ; 

9 ðàññ÷èòàíî èç öèêëà Ô¸ðñòåðà (2.6). 
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Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ìîæíî ïðåäñòàâèòü ãðàôè÷åñêè â âèäå ñõåìû 

ðàâíîâåñèé ìåæäó èîííûìè è òàóòîìåðíûìè ôîðìàìè ôëó îðåñöåèíà â âîçáóæ-

äåííîì ñîñòîÿíèè ñ óêàçàíèåì * pKa êàê ìåðû ýôôåêòèâíîñòè ïåðåíîñà ïðîòîíà 

(ðèñ. 2.17). Â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè ïðîèñõîäèò ôîòîîòðû â ïðîòîíà: îò 

C ôîðìû ñ îáðàçîâàíèåì Q ôîðìû, îò Z ôîðìû ñ îáðàçîâà íèåì M  ôîðìû è îò 

M ôîðìû ñ îáðàçîâàíèåì D ôîðìû ôëóîðåñöåèíà. Ýòî ïð èâîäèò ê óìåíüøåíèþ 

êîíñòàíò èîííîãî ðàâíîâåñèÿ: çíà÷åíèÿ pKa â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè äëÿ óêà-

çàííûõ ñòóïåíåé äèññîöèàöèè ïî ñðàâíåíèþ ñ îñíîâíûì  ñîñòîÿíèåì óìåíüøà-

þòñÿ íà âåëè÷èíó îò 0,84 äî 3,96. Òåì ñàìûì íà óêàçàííûõ ñòóïåíÿõ ôëóî-

ðåñöåèí ïðîÿâëÿåò âûðàæåííûå ôîòîêèñëîòíûå ñâîéñòâà. 

Íàèáîëüøàÿ ðàçíèöà * pKa âûÿâëåíà äëÿ C-Q ñòóïåíè äèññîöèàöèè. 

Èìåííî ïîýòîìó ïîëó÷åíèå ôëóîðåñöåíöèè «÷èñòîé» C ôîðìû ñóùåñòâåííî 

çàòðóäíåíî, â îòëè÷èå îò D ôîðìû, äëÿ êîòîðîé äîñòàòî÷íî îáåñïå÷èòü ùå-

ëî÷íóþ ñðåäó ñ pH>8. Ôëóîðåñöåíöèÿ Z ôîðìû íå íàáëþäàåòñÿ âñëåäñòâèå 

ýôôåêòèâíîãî ïåðåíîñà ïðîòîíà ñ îáðàçîâàíèåì Ñ è Ì ôîðì. Çíà÷åíèÿ êîí-

ñòàíò èîííîãî ðàâíîâåñèÿ â îñíîâíîì è âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèÿõ äëÿ  

Q-M ñòóïåíè äèññîöèàöèè îêàçûâàþòñÿ áëèçêèìè, ÷òî ðàâíîçíà÷íî îòñóò-

ñòâèþ ïåðåíîñà ïðîòîíà âî âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè.  

Ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ïðèâåäåííûå ÷èñëåííûå çíà÷åíèÿ pK*
a ïîëó-

÷åíû äëÿ ñòàíäàðòíûõ âîäíûõ ðàñòâîðîâ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå . Ïðè ïå-

ðåõîäå ê äðóãèì ðàñòâîðèòåëÿì èëè ê áîëåå ñëîæíûì áèîëîãè÷åñêèì ñðåäàì 

âîçìîæíû ñèñòåìàòè÷åñêèå ñäâèãè pKa è ñïåêòðàëüíûõ õàðàêòåðèñòèê. 

 
Ðèñóíîê 2.17. Íàïðàâëåíèå è ýôôåêòèâíîñòü ïåðåíîñà ïðîòîíà â âîçáóæäåííîì 

ñîñòîÿíèè èîííûõ è òàóòîìåðíûõ ôîðì ôëóîðåñöåèíà . Çåëåíûìè ñòðåëêàìè ïîêàçàíî 
íàïðàâëåíèå ñìåùåíèÿ ðàâíîâåñèÿ â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè  
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Çàêëþ÷åíèå ê 2 ãëàâå 

Áëàãîäàðÿ êîìïëåêñíîìó ðàññìîòðåíèþ âñåõ èîííûõ è òàóòîìåðíûõ 

ôîðì ôëóîðåñöåèíà â îñíîâíîì è âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèÿõ, îñíîâûâàÿñü íà 

èçâåñòíûõ ñïåêòðàõ ïîãëîùåíèÿ ýòèõ ôîðì è ïðèìåíÿÿ êëàññè÷åñêèå è ñîâðå-

ìåííûå ýêñïåðèìåíòàëüíûå è ðàñ÷åòíûå ìåòîäû , âïåðâûå óäàëîñü ñîñòàâèòü 

ïîëíóþ êàðòèíó èîííûõ ðàâíîâåñèé â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè ôëóîð åñöå-

èíà. Íà áîëüøèíñòâå ñòóïåíåé äèññîöèàöèè ôëóîðåñöåèí âåäåò ñåáÿ êàê ôî-

òîêèñëîòà, äåìîíñòðèðóÿ íàèáîëüøóþ ýôôåêòèâíîñòü íà C-Q ñòóïåíè. Ïîòåí-

öèàëüíî ôëóîðåñöèðóþùàÿ öâèòòåðèîííàÿ ôîðìà íå óñïåâàåò ñîâåðøèòü èç-

ëó÷àòåëüíûé ïåðåõîä èç-çà ýôôåêòèâíîãî ôîòîîòðûâà ïðîòîíà ñ ïåðåõîäîì â 

ìîíîàíèîííóþ ôîðìó.  

Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî ðÿä ôîðì ñóùåñòâóåò ëèøü â ðàâíîâåñèè ñ äðóãèìè 

(êàòèîííàÿ, õèíîèäíàÿ, ìîíîàíèîííàÿ), óäàëîñü âûÿñíèòü èõ èíäèâè äóàëüíûå 

ôëóîðåñöåíòíûå ñâîéñòâà, õàðàêòåðèçóþùèåñÿ äîñòàòî÷íî âûñîêèìè çíà÷å-

íèÿìè êâàíòîâîãî âûõîäà (0,42 ÷0,93) è ôëóîðåñöåíòíîãî âðåìåíè æèçíè 

(3,0?4,1 íñ). Ïðè ýòîì íàèáîëåå èíòåíñèâíóþ ôëóîðåñöåíöèþ ïðîÿâëÿþò êà-

òèîííàÿ è äèàíèîííàÿ ôîðìû. Ïîñëåäíÿÿ ê òîìó æå ìîæåò áûòü èçó÷åíà â ÷è-

ñòîì âèäå â ùåëî÷íîé ñðåäå ñ pH>8. 

Íà M-D ñòóïåíè äèññîöèàöèè êîíñòàíòà ñêîðîñòè ïåðåíîñà ïðîòîíà îêà-

çûâàåòñÿ ñðàâíèìîé ñ êîíñòàíòîé ñêîðîñòè èçëó÷àòåëüíîãî ïðîöåññà, ÷òî îò-

êðûâàåò âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ñïåêòðàëüíûõ è âðåìÿ -ðàçðåøåííûõ 

ôëóîðåñöåíòíûõ ïàðàìåòðîâ äëÿ ðåøåíèÿ àíàëèòè÷åñêèõ çàäà÷. 
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ÃËÀÂÀ 3. 

ÄÈÀÍÈÎÍ -ÌÎÍÎÀÍÈÎÍÍÎÅ ÐÀÂÍÎÂÅÑÈÅ  

ÔËÓÎÐÅÑÖÅÈÍÀ Ñ ÒÎ×ÊÈ ÇÐÅÍÈß ÑÏÅÊÒÐÎÑÊÎÏÈÈ: 

ÒÅÎÐÈß È ÀÍÀËÈÒÈ×ÅÑÊÈÅ ÏÐÈËÎÆÅÍÈß  

3.1. Îñîáåííîñòè ïðîòåêàíèÿ ôèçèêî -õèìè÷åñêèõ ïðîöåññîâ  

â ðàâíîâåñíîé ñèñòåìå «äèàíèîí -ìîíîàíèîí»  

Ðàâíîâåñèå ìåæäó äèàíèîííîé è ìîíîàíèîííîé ôîðìàìè ôëóîðåñöåèíà 

øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ â õèìè÷åñêîì àíàëèçå. Ýòî îáóñëîâëåíî ñëåäóþùèìè 

ïðè÷èíàìè : 

1. >%3%/#/6%L*-,";<3&"L%$/-1:. Ýòî ðàâíîâåñèå íàáëþäàåòñÿ â äèàïà-

çîíå pH 5÷8, â êîòîðîì ëåæàò òèïè÷íûå çíà÷åíèÿ äëÿ ðÿäà áèîëîãè÷åñêèõ æèä-

êîñòåé è áîëüøîãî ÷èñëà áèîìàêðîìîëåêóë . 

2. I&"#%1%L*-,%*<0/3$/K&/-1%. Äèàíèîí è ìîíîàíèîí ôëóîðåñöåèíà 

õàðàêòåðèçóþòñÿ ðàçíûìè ïî ôîðìå, àìïëèòóäå è ïîëîæåíèþ ñïåêòðàìè ïî-

ãëîùåíèÿ, à òàêæå êâàíòîâûìè âûõîäàìè ôëóîðåñöåíöèè. Ýòî ïîçâîëÿåò êî-

ëè÷åñòâåííî è êà÷åñòâåííî îòñëåæèâàòü ñîñòîÿíèå ðàâíîâåñèÿ. 

3. M%&"$%,"<B+/=*--/0.<Ñêîðîñòü óñòàíîâëåíèÿ èîííîãî ðàâíîâåñèÿ â 

âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè ôëóîðåñöåèíà ñîïîñòàâèìà ñî ñêîðîñòüþ åãî èçëó-

÷àòåëüíîãî ðàñïàäà (~108 ñ-1). Ýòî äåëàåò ôëóîðåñöåíöèþ èíñòðóìåíòîì, ÷óâ-

ñòâèòåëüíûì ê áûñòðûì ïðîöåññàì ïåðåíîñà ïðîòîíà: èõ óñêîðåíèå èëè çà-

ìåäëåíèå îòðàæàåòñÿ íà êèíåòè÷åñêèõ è ñïåêòðàëüíûõ õàðàêòåðèñòèêàõ ôëóî-

ðåñöåíöèè. 

Êèíåòè÷åñêàÿ ñõåìà âûäåëåííîé ñòóïåíè äèññîöèàöèè ñ óêàçàíèåì îáî-

çíà÷åíèÿ êîíñòàíò ñêîðîñòåé ïðîöåññîâ ïðèâåäåíà íà ðèñ. 3.1. 
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Ðèñóíîê 3.1. Êèíåòè÷åñêàÿ ñõåìà ôîòîïðîöåññîâ, ïðîòåêàþùèõ â ñìåñè ìîíîàíèîííûõ 
è äèàíèîííûõ ôîðì ôëóîðåñöåèíà ñ óêàçàíèåì  îáîçíà÷åíèÿ  êîíñòàíò ñêîðîñòåé  

è íóìåðàöèåé îáñóæäàåìûõ â òåêñòå ïðîöåññîâ 

Ýêñïåðèìåíòàëüíî ðåãèñòðèðóåìûå ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ è ôëóîðåñ-

öåíöèè ïðè pH 5̧ 8 ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé ñóïåðïîçèöèþ êîíòóðîâ ìîíîàíè-

îííîé è äèàíèîííîé ôîðì, âêëàä êîòîðûõ â îáùåì ñëó÷ àå îáóñëîâëåí ñëå-

äóþùèìè êîíêóðèðóþùèìè ïðîöåññàìè è õàðàêòåðèçóþùèì è èõ êîíñòàí-

òàìè ñêîðîñòåé: 

I. Èîííîå ðàâíîâåñèå â îñíîâíîì ñîñòîÿíèè ñ êîíñòàíòîé pKa. Êîíñòàíòà 

èîííîãî ðàâíîâåñèÿ îïðåäåëÿåòñÿ îòíîøåíèåì êîíñòàíò ñêîðîñòåé ïðîòîíè -

ðîâàíèÿ/äåïðîòîíèðîâàíèÿ â îñíîâíîì ñîñòîÿíèè (2.12) . 

II. Èîííîå ðàâíîâåñèå â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè ñ êîíñòàíòîé pKa
*. 

Êîíñòàíòà èîííîãî ðàâíîâåñèÿ îïðåäåëÿåòñÿ îòíîøåíèåì êîíñòàíò ñêîðîñòåé 

ïðîòîíèðîâàíèÿ/äåïðîòîíèðîâàíèÿ â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè . 

III. Ñêîðîñòü äåçàêòèâàöèè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ. Ñîãëàñíî (1.7) 

è (2.11), kôë îáðàòíî ïðîïîðöèîíàëüíà âðåìåíè æèçíè ôëóîðåñöåíòíîãî âîç-

áóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ t ôë è êâàíòîâîìó âûõîäó ôëóîðåñöåíöèè Ô ôë. 

IV. Âåðîÿòíîñòü ïîãëîùåíèÿ lsI . 

Ýôôåêòèâíîñòü ïåðå÷èñëåííûõ ïðîöåññîâ â çíà÷èòåëüíîé ìåðå îïðåäå-

ëÿåòñÿ âíåøíèìè âîçäåéñòâèÿìè, êîòîðûå ìîãóò ïðèâîäèòü ê çàìåòíûì èçìå-

íåíèÿì â ñïåêòðàõ ïîãëîùåíèÿ è ôëóîðåñöåíöèè.  Â êà÷åñòâå ïðèìåðîâ ïîäîá-

íûõ âîçäåéñòâèé áûëè ðàññìîòðåíû âëèÿíèå ôîñôàò-èîíîâ, òåìïåðàòóðû è äî-

áàâëåíèå ñîðàñòâîðèòåëåé ðàçëè÷íîé ïðèðîäû. Âàðüèðóÿ ýòè ïàðàìåòðû, 
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ìîæíî îïðåäåëèòü òåðìîäèíàìè÷åñêèå âåëè÷èíû, òàêèå êàê èçìåíåíèå ýí-

òàëüïèè ðåàêöèè äåïðîòîíèðîâàíèÿ, à òàêæå ñìîäåëèðîâàòü ïîâåäåíèå ôèçèî-

ëîãè÷åñêèõ æèäêîñòåé ïðè èçìåíåíèè âÿçêîñòè è êîíöåíòðàöèè ýëåêòðîëèòîâ. 

3.2. Ñïåêòðàëüíàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ôëóîðåñöåèíà  

ê ôîñôàò -èîíàì â âîäíûõ ðàñòâîðàõ  

Èñïîëüçîâàíèå ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäèðîâàíèÿ äëÿ îïðåäåëåíèÿ êî í-

öåíòðàöèè ôîñôàò-èîíîâ îáóñëîâëåíî êàê âàæíîé ðîëüþ ïîñëåäíèõ â ôóíêöè-

îíèðîâàíèè æèâûõ ñèñòåì, òàê è çàìåòíûì èõ âëèÿíèåì íà ðàâíîâåñèå ôëóî-

ðåñöåèíà. Ôîñôàò-èîíû ïîääåðæèâàþò ãîìåîñòàç, ñëóæàò êëþ÷åâûìè ó÷àñò-

íèêàìè êëåòî÷íîãî ýíåðãåòè÷åñêîãî îáìåíà, âõîäÿò â ñîñòàâ ÀÒÔ, ÀÄÔ, êðå-

àòèíôîñôàòà, íóêëåèíîâûõ êèñëîò è ôîñôîëèïèäîâ, à òàêæå ó÷àñòâóþò â ïå-

ðåðàñïðåäåëåíèè ìåòàáîëè÷åñêèõ ïîòîêîâ â êëåòêå [1, 2]. Ïðåäïîëîæèòåëü-

íûé ìåõàíèçì âîçäåéñòâèÿ ôîñôàò -èîíîâ íà ðàâíîâåñèå ôëóîðåñöåèíà çàêëþ-

÷àåòñÿ â óñêîðåíèè ðåàêöèè äåïðîòîíèðîâàíèÿ àíèîíà (ïðîöåññû I è II, 

ðèñ. 3.1). 

Äëÿ âûÿâëåíèÿ ñâÿçè ìåæäó ñïåêòðàëüíî íàáëþäàåìûì ðàâíîâåñèåì 

ôëóîðåñöåèíà è êîíöåíòðàöèåé ìîíî - è äèãèäðîôîñôàò-èîíîâ  ( 4HPO-   

è 2 4H PO-  ) áûëè èñïîëüçîâàíû  ðàñòâîðû ôîñôàòíîãî  áóôåðà â õàðàêòåðíîì  

äëÿ íåãî  äèàïàçîíå  pH ñ êîíöåíòðàöèåé èîíîâ  0,1 M, 0,5 Ì , 1 Ì . Äëÿ êîëè÷å-

ñòâåííîé îöåíêè êîíñòàíò èîííîãî ðàâíîâåñèÿ ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ è ôë óî-

ðåñöåíöèè, èçìåðåííûå ïðè ðàçëè÷íûõ çíà÷åíèÿõ pH, áûëè ðàçëîæåíû íà êîì-

ïîíåíòû, ñîîòâåòñòâóþùèå D è M ôîðìàì [3,  4], ñ îïðåäåëåíèåì àìïëèòóä  

P1 è P2, ñêîððåêòèðîâàííûõ ñ ó÷åòîì ðàçëè÷èé â ìîëÿðíîì êîýôôèöèåíòå ýêñ-

òèíêöèè è êâàíòîâîì âûõîäå ôëóîðåñöåíöèè Ô ôë äèàíèîíà  è ìîíîàíèîíà  

(ðèñ. 3.2). 
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Ðèñóíîê 3.2. Ïðèìåð ðàçëîæåíèÿ ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ (à) è ôëóîðåñöåíöèè (á)  
íà ñîñòàâëÿþùèå M è D ôîðì, èç êîòîðîãî áûëè  íàéäåíû àìïëèòóäû  

P1 è P2. m – èñõîäíûé ýêñïåðèìåíòàëüíî ðåãèñòðèðóåìûé ñïåêòð  

N/&&/*<+"0&/0*-%*<0</-&/0&/$<-/-1/;&%% 

Ïîëó÷åííûå çíà÷åíèÿ îòíîñèòåëüíîé êîíöåíòðàöèè ( P1) äèàíèîííîé 

ôîðìû íîðìèðîâàëèñü íà åå ìàêñèìàëüíîå çíà÷åíèå, à çàâèñèìîñòü îò pH àï-

ïðîêñèìèðîâàëàñü ôóíêöèåé Áîëüöìàíà. Êàæóùèåñÿ êîíñòàíòû ðàâíîâåñèÿ 

(ñ èíäåêñîì « app» îò «apparent») îïðåäåëÿëèñü êàê çíà÷åíèÿ pH, ñîîòâåòñòâó-

þùèå òî÷êå ïåðåãèáà çàâèñèìîñòè, ñëåäóþùåé èç óðàâíåíèÿ Õåíäåðñîíà-Õàñ-

ñåëüáàõà (2.3) (ðèñ. 3.3). Â îòëè÷èå îò òåðìîäèíàìè÷åñêèõ çíà÷åíèé êîíñòàíò 

ðàâíîâåñèÿ, êîòîðûå ñëåäóåò ðàññìàòðèâàòü êàê ïðåäåëüíî äîñòèæèìûå, êàæó-

ùèåñÿ êîíñòàíòû õàðàêòåðèçóþò ñèñòåìó ñ ó÷åòîì êèíåòè÷åñêîãî ôàêòîðà, 

ó÷èòûâàþùåãî êîíêóðèðóþùèå ïðîöåññû çàñåëåíèÿ è ðåëàêñàöèè óðîâíåé. 

Âûÿâèëèñü ìàëûå ïî âåëè÷èíå, íî äîñòîâåðíûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó pKa
app äëÿ 

ïðåäåëüíûõ çíà÷åíèé èñïîëüçîâàííûõ êîíöåíòðàöèé  ôîñôàò-èîíîâ 

(òàáë. 3.1). 

Íàéäåííîå çíà÷åíèå pKa
app (6,52) ïðè ìàêñèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè ôîñ-

ôàò-èîíîâ 1  M ñîãëàñóåòñÿ ñ îïóáëèêîâàííûìè ðàíåå äàííûìè [5]. Ôîñôàò -

èîíû ñìåùàþò äèàíèîí -àíèîííîå ðàâíîâåñèå â ùåëî÷íóþ ñòîðîíó: ïðè pH 6,3 

ðàçíèöà â êîíöåíòðàöèè D ôîðìû ìåæäó ðàñòâîðàìè, ñîäåðæàùèìè 0,1 è 1  M 

ôîñôàò-èîíîâ, äîñòèãàåò ïðèìåðíî 15%. Ôàêò âëèÿíèÿ ýëåêòðîëèòîâ íà èîí-
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íîå ðàâíîâåñèå õîðîøî èçâåñòåí, îäíàêî õàðàêòåð ýòîãî âëèÿíèÿ â çàâèñèìî-

ñòè îò ïðèðîäû ýëåêòðîëèòà ìîæåò áûòü äîñòàòî÷íî ñëîæíûì. Òàê, ïðè óâå-

ëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè `Cl äî " 0,7 M äèàíèîí -àíèîííîå  ðàâíîâåñèå ôëóî-

ðåñöåèíà ñìåùàåòñÿ ñíà÷àëà â îáëàñòü ìîíîàíèîíà, à ïðè äàëüíåéøåì óâåëè-

÷åíèè – â îáëàñòü äèàíèîíà [6]. 

 

Ðèñóíîê 3.3. Êàëèáðîâî÷íàÿ êðèâàÿ äëÿ íàõîæäåíèÿ êîíñòàíòû äèàíèîí -àíèîííîãî 
ðàâíîâåñèÿ â îñíîâíîì ñîñòîÿíèè .  

N/&&/*<+"0&/0*-%*<0<0/39?K4*&&/$<-/-1/;&%% 

Êàê áûëî ïîêàçàíî âî âòîðîé ãëàâå, îòíîñèòåëüíûå êîíöåíòðàöèè èîí-

íûõ ôîðì â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè çàâèñÿò îò äëèíû âîëíû âîçáóæäåíèÿ,  

÷òî îòðàæàåòñÿ íà âåëè÷èíå êàæóùåéñÿ êîíñòàíòû èîííîãî ðàâíîâåñèÿ pKa
app*, 

ïîëó÷åííîé äåêîìïîçèöèåé ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè (ðèñ.  3.4). Ýòî ïðåäïî-

ëîæåíèå ïîëíîñòüþ ïîäòâåðäèëîñü äëÿ äëèí âîëí âîçáóæäåíèÿ 488 è 4 35 íì, 

êîòîðûå âûáèðàëèñü èñõîäÿ èç óñëîâèé ïðåèìóùåñòâåííîãî âîçáóæäåíèÿ â 

ïîëîñå  ìîíîàíèîíîâ è äèàíèîíîâ ôëóîðåñöåèíà (òàáë.  3.1). Ìàêñèìàëüíîå 

çíà÷åíèå pKa
app* (6,34) áûëî äîñòèãíóòî  ïðè ìèíèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè ôîñ-

ôàò-èîíîâ è âîçáóæäåíèè  â ïîëîñå  ìîíîàíèîíîâ. Ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðà-

öèè ôîñôàò-èîíîâ êàæóùàÿñÿ êîíñòàíòà èîííîãî ðàâíîâåñèÿ èìååò òåíäåí-

öèþ ê óìåíüøåíèþ íà äëèíå âîëíû âîçáóæäåíèÿ 435 íì è ê óâåëè÷åíèþ ï ðè 

âîçáóæäåíèè íà 488 íì . 
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Òàáëèöà 3.1. Êàæóùèåñÿ êîíñòàíòû ðàâíîâåñèÿ ôëóîðåñöåèíà â îñíîâíîì  
è âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèÿõ  ïðè ðàçíûõ êîíöåíòðàöèÿõ ôîñôàò -èîíîâ  

[Cp], Ì  p app
aK  

*p app
aK  pD app

aK  
*p app

aK  pD app
aK  

43523l =exc  48823l =exc  

0,1 6,35 ± 0,03 6,34 ± 0,04 –0,01 ± 0,05 5,42 ± 0,04 –0,93 ± 0,07 
0,5 6,39 ± 0,03 5,99 ± 0,03 –0,40 ± 0,04 5,44 ± 0,04 –0,95 ± 0,08 
1 6,52 ± 0,04 5,92 ± 0,06 –0,60 ± 0,06 5,62 ± 0,04 –0,90 ± 0,09 

[Cp] – êîíöåíòðàöèè ôîñôàò!èîíîâ. Èçìåíåíèå êîíñòàíòû ðàâíîâåñèÿ ïðè âîçáóæ-
äåíèè pD app

aK  ðàññ÷èòàíî êàê ðàçíîñòü êîíñòàíò ðàâíîâåñèÿ â âîçáóæäåííîì è îñíîâíîì 
ñîñòîÿíèÿõ  

Îáíàðóæåííûå ðàçëè÷èÿ ëåãêî îáúÿñíèòü, åñëè ïðèíÿòü âî âíèìàíèå 

êîíêóðåíöèþ ïðîöåññîâ, îáîçíà÷åííûõ íà ðèñ.  3.2. Íàáëþäàåìàÿ çàâèñèìîñòü 

ïàðàìåòðà èîííîãî ðàâíîâåñèÿ îò äëèíû âîëíû âîçáóæäåíèÿ óêàçûâàåò íà òî, 

÷òî âðåìåíè  æèçíè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ íåäîñòàòî÷íî äëÿ äîñòèæåíèÿ 

èîííîãî ðàâíîâåñèÿ ñ ó÷àñòèåì âîçáóæäåííîé ôîðìû ôëóîðåñöåèíà.  

  
Ðèñóíîê 3.4. Êàëèáðîâî÷íàÿ êðèâàÿ äëÿ íàõîæäåíèÿ êîíñòàíò ðàâíîâåñèÿ  

M-D äèññîöèàöèè *p app
aK â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè ïðè äâóõ äëèíàõ  

âîëí âîçáóæäåíèÿ 435 (à) è 488 (á) íì 

Âñëåäñòâèå ìàëîé êîíöåíòðàöèè â äèàïàçîíå pH 5÷8 ãèäðîêñèë-àíèîíû 

OH$ íå ìîãóò â äîñòàòî÷íîé ìåðå ñâÿçûâàòü âûñâîáîæäàþùèåñÿ â ïðîöåññå 

ðåàêöèè èîíû âîäîðîäà ââèäó âûñîêîé ñêîðîñòè ïðîöåññà ðåëàêñàöèè âîçáóæ-

äåííîãî ñîñòîÿíèÿ (òàáë. 3.1, [5]). Â ýòèõ óñëîâèÿõ îñíîâíûìè àêöåïòîðàìè 
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ïðîòîíà ìîãóò âûñòóïàòü èîíû 2
4HPO -  – óâåëè÷åíèå èõ êîíöåíòðàöèè ñïîñîá-

ñòâóåò óñêîðåíèþ äåïðîòîíèðîâàíèÿ àíèîíà (ïðè âîçáóæäåíèè íà 435 í ì). Ýòî 

ïîäòâåðæäàåòñÿ è äàííûìè [5], ãäå ïîêàçàíî, ÷òî ïðè íèçêîì ñîäåðæàíèè ôîñ-

ôàò-èîíîâ ïåðåíîñ ïðîòîíà íå ðåàëèçóåòñÿ.  

Â êîíòåêñòå îáñóæäåíèÿ êîíêóðåíöèè ïðîöåññîâ ñ ó÷àñòèåì âîçáóæäåí-

íûõ ñîñòîÿíèé ôëóîðåñöåèíà áîëüøîé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿþò çíà÷åíèÿ ðàçíî -

ñòè êàæóùèõñÿ êîíñòàíò ðàâíîâåñèÿ â âîçáóæäåííîì è îñíîâíîì ñîñòîÿíèÿõ  

( pD app
aK ), âåëè÷èíû è çíàê êîòîðûõ óêàçûâàþò íà ýôôåêòèâíîñòü è íàïðàâëå-

íèå ïåðåíîñ ïðîòîíà â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè. Ïðè âîçáóæäåíèè 488  íì â 

ïîëîñå  äèàíèîíà  pD app
aK  íå  çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè ôîñôàò-èîíîâ è áëèçêî ê 

ñâîåìó ïðåäåëüíîìó çíà÷åíèþ –0,84 (ðèñ. 2.17), ãîâîðÿùåì î ôîòîêèñëîòíûõ 

ñâîéñòâàõ ôëóîðåñöåèíà íà ðàññìàòðèâàåìîé ñòóïåíè äèññîöèàöèè. Ïðè âîç-

áóæäåíèè â ïîëîñå ìîíîàíèîíîâ (435 íì) ôîòîêèñëîòíûå ñâîéñòâà ôëóîðåñöå-

èíà ïðîÿâëÿþòñÿ íå ñòîëü ÿðêî, íî  äîñòèãàþò ñâîåãî ïðåäåëüíîãî çíà÷åíèÿ 

ïðè êîíöåíòðàöèè ôîñôàò -èîíîâ îêîëî 1,5  Ì (ïîëó÷åíî  ïóòåì ýêñòðàïîëÿöèè 

çàâèñèìîñòè íà ðèñ. 3.5). Òàêèì îáðàçîì, íàëè÷èå ôîñôàò-èîíîâ ìîæåò ðàñ-

ñìàòðèâàòüñÿ êàê ôàêòîð, ïîçâîëÿþùèé ðåàëèçîâàòü òåðìîäèíàìè÷åñêè îáîñ-

íîâàííûé ôîòîïåðåíîñ ïðîòîíà â ñèñòåìå.  

 

Ðèñóíîê 3.5. pD app
aK  ïðè äëèíàõ âîëí âîçáóæäåíèÿ 435 è 488 íì ïðè âàðèàöèè 

êîíöåíòðàöèè ôîñôàò -èîíîâ. Ïóíêòèðîì íàíåñåíî ïðåäåëüíîå çíà÷åíèå * pKa = –0,84, 
ñïëîøíàÿ  – ýêñòðàïîëèðîâàííàÿ êðèâàÿ çíà÷åíèé äëÿ äëèíû âîëíû âîçáóæäåíèÿ 435 íì  



73 

3.3. Ñïåêòðàëüíàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ôëóîðåñöåèíà  

ê èçìåíåíèþ òåìïåðàòóðû  

Åùå îäíèì âàæíûì ôàêòîðîì, âëèÿþùèì íà èîííûå ðàâíîâåñèÿ, ÿâëÿ-

åòñÿ òåìïåðàòóðà, îò êîòîðîé íàïðÿìóþ çàâèñèò ýíåðãèÿ Ãèááñà ðåàêöèè äèñ-

ñîöèàöèè. Ïðè èçó÷åíèè òåðìîäèíàìè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê ðåàêöèè îòðûâà 

ïðîòîíà èñïîëüçîâàëèñü ôèêñèðîâàííûå çíà÷åíèÿ êîíöåíòðàöèè ôîñôàò -

èîíîâ íà óðîâíå 1  Ì è pH  6,0 è 6,5. Ýòè çíà÷åíèÿ pH ñîîòâåòñòâóþò îáëàñòè 

ïåðåãèáà ôóíêöèè êîíöåíòðàöèè èîííûõ ôîðì ïðè èçìåíåíèè êèñëîòíîñò è 

ðàñòâîðèòåëÿ. 

N/&&/*<+"0&/0*-%*<0</-&/0&/$<-/-1/;&%% 

  
"  9 

Ðèñóíîê 3.6. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ðàñòâîðîâ ôëóîðåñöåèíà  
ïðè pH 6,5 (à) è 6,0 (á) â äèàïàçîíå òåìïåðàòóð 283÷353Ê 

Ïðè ïîâûøåíèè òåìïåðàòóðû ðàñòâîðà ôëóîðåñöåèíà â äèàïàçîíå 

283÷353` â ñïåêòðàõ ïîãëîùåíèÿ íàáëþäàþòñÿ áàòîõðîìíûé ñäâèã è èçìåíå-

íèå ôîðìû ïîëîñ (ðèñ.  3.6). Äëÿ äåêîìïîçèöèè ýòèõ ñïåêòðîâ è íàõîæäåíèÿ 

òåìïåðàòóðíîé çàâèñèìîñòè êîíñòàíòû ðàâíîâåñèÿ ïðè ýòèõ æå òåìïåðàòóðàõ 

èçìåðåíû ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ïðè pH 5,0  è pH 11,0, ðàññìàòðèâàåìûå íàìè 

êàê ñïåêòðû äèàíèîííîé è ìîíîàíèîííîé ôîðì ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ.  3.7). 
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Ðèñóíîê 3.7. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ðàñòâîðîâ ôëóîðåñöåèíà  
ïðè pH 5,0 (M) è 11,0 (D) â äèàïàçîíå òåìïåðàòóð 283÷353 Ê 

Óñòàíîâëåíî, ÷òî ñ ïîâûøåíèåì òåìïåðàòóðû çíà÷åíèå  êîíñòàíòû ðàâ-

íîâåñèÿ óìåíüøàåòñÿ. Àíàëèç òåìïåðàòóðíîé çàâèñèìîñòè ñìåùåíèÿ èîííîãî 

ðàâíîâåñèÿ â îñíîâíîì ñîñòîÿíèè ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü òåïëîâîé ýôôåêò ðå-

àêöèè íà îñíîâå èçìåíåíèÿ ìîëÿðíîé ýíòàëüïèè ðåàêöèè * rH. Êîëè÷åñòâåííàÿ 

îöåíêà * rH áûëà âûïîëíåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì óðàâíåíèÿ Âàíò -Ãîôôà [7]:  

rd ln
d(1/ )

D
- =aK H

T R
. (3.1) 

Çíà÷åíèÿ * rH, âûÿâëåííûå íà îñíîâàíèè äâóõ ýêñïåðèìåíòîâ ïðè pH 6,5 

è 6,0, ñîñòàâèëè áëèçêèå çíà÷åíèÿ 7,4±0,4 è 7,3±0,4 êÄæ·ìîëü–1 ñîîòâåò-

ñòâåííî (ðèñ. 3.8). Ïîëîæèòåëüíûé çíàê èçìåíåíèÿ ìîëÿðíîé ýíòàëüïèè óêà-

çûâàåò íà ýíäîòåðìè÷åñêèé õàðàêòåð ðåàêöèè ïåðåíîñà ïðîòîíà â îñíîâíîì 

ñîñòîÿíèè. Ïîëó÷åííûå çíà÷åíèÿ íåñêîëüêî íèæå ðàíåå îïóáëèêîâàííîã î çíà-

÷åíèÿ (9,8 êÄæ·ìîëü  – 1 [8]), íàéäåííîãî áåç äåòàëèçàöèè ñîñòàâà áóôåðíîé ñè-

ñòåìû.  
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Ðèñóíîê 3.8. Ãðàôèê Âàíò-Ãîôôà äëÿ îïðåäåëåíèÿ èçìåíåíèÿ  

ìîëÿðíîé ýíòàëüïèè ðåàêöèè ïåðåíîñà ïðîòîíà ( * rH) ôëóîðåñöåèíà â áóôåðå  
ïðè pH 6,5 (êðóãëûå ñèìâîëû), ïðè pH 6,0 (êâàäðàòíûå ñèìâîëû) 

N/&&/*<+"0&/0*-%*<0<0/39?K4*&&/$<-/-1/;&%% 

Îöåíêà òåìïåðàòóðíîãî ñäâèãà êîíñòàíòû èîííîãî ðàâíîâåñèÿ â âîçáóæ-

äåííîì ñîñòîÿíèè (* pKa
*) áûëà ïðîâåäåíà íà îñíîâå öèêëà Ô¸ðñòåðà ñ èñïîëü-

çîâàíèåì òåìïåðàòóðíûõ çàâèñèìîñòåé pKa. Âîëíîâîå ÷èñëî 0 -0 ïåðåõîäà 

îïðåäåëÿëè îòäåëüíî äëÿ êàæäîé èîííîé ôîðìû (ðèñ.  3.9): äèàíèîí  –  

ïðè pH 11, ìîíîàíèîí  – ïðè pH 5,0 (ïîãëîùåíèå) è 4,4 (ôëóîðåñöåíöèÿ) 

(ñì.  ðàçäåë 2.5). 

  
"  9 

Ðèñóíîê 3.9. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ è ôëóîðåñöåíöèè D (à) è M (á) ôîðì ôëóîðåñöåèíà, 
ïðåäñòàâëåííûå â çåðêàëüíûõ êîîðäèíàòàõ â èíòåðâàëå òåìïåðàòóð 283÷353 K  
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Ñ ïîâûøåíèåì òåìïåðàòóðû â äèàïàçîíå 283 ÷353K ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ 

è ôëóîðåñöåíöèè ñìåùàþòñÿ â îáëàñòü ìåíüøèõ âîëíîâûõ ÷èñåë, ÷òî ñîïðî-

âîæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì ðàçíîñòè âîëíîâûõ ÷èñåë M D
0 0 0 0  - --M D
0 0 0 0  M DM D
0 0 0 00 0 0 00 0 0 00 0 0 0    â óðàâíåíèè öèêëà 

Ô¸ðñòåðà (2.6) ñ 400 äî 510 ñì$1. Ýòî ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ pKa
* ñ 5,86 äî 5,54. 

Âåëè÷èíà *pKa
*, îïðåäåëÿåìàÿ êàê ðàçíîñòü ïîêàçàòåëåé êîíñòàíò ðàâíîâåñèé 

â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè, ñîñòàâëÿåò 0,28±0,04 (pH 6,0) è 0,27±0,04 (pH 6,5), 

÷òî ñîïîñòàâèìî ñî çíà÷åíèÿìè äëÿ îñíîâíîãî ñîñòîÿíèÿ (0,26 ±0,01 

è 0,27±0,01). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î ñîãëàñîâàííîì òåì-

ïåðàòóðíîì ñäâèãå ðàâíîâåñèÿ â îñíîâíîì è âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèÿõ.

Ïîâûøåíèå òåìïåðàòóðû ìîæåò ñîïðîâîæäàòüñÿ ñíèæåíèåì êâàíòîâîãî 

âûõîäà ôëóîðåñöåíöèè âñëåäñòâèå óñèëåíèÿ áåçûçëó÷àòåëüíûõ êàíàëîâ äåç-

àêòèâàöèè, ÷òî ïðîÿâëÿåòñÿ â óìåíüøåíèè èíòåíñèâíîñòè èçëó÷åíèÿ è ñîêðà-

ùåíèè âðåìåíè æèçíè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ [9]. Îäíàêî äëÿ D ôîðìû 

ôëóîðåñöåèíà èçìåíåíèå ýòîãî ïàðàìåòðà ïðè íàãðåâàíèè íå ïðåâûøàåò 3% 

è íàõîäèòñÿ â ïðåäåëàõ ïîãðåøíîñòè åãî îïðåäåëåíèÿ [10, 11]. Àíàëîãè÷íîå 

ïîâåäåíèå, ïî -âèäèìîìó, õàðàêòåðíî è äëÿ äðóãèõ èîííûõ ôîðì.

3.4.Ïîíÿòèå ðàòèîìåòðè÷åñêîãî ñèãíàëà ôëóîðåñöåèíà

Ïðè ðàòèîìåòðè÷åñêîì ôëóîðåñöåíòíîì çîíäèðîâàíèè â êà÷åñòâå ñèã-

íàëà èñïîëüçóåòñÿ áåçðàçìåðíàÿ âåëè÷èíà – îòíîøåíèå èíòåíñèâíîñòåé ôëóî-

ðåñöåíöèè. Ýòî ìîãóò áûòü ïîëó÷åííûå ïðè äâóõ ðàçíûõ äëèíàõ â îëí âîçáóæ-

äåíèÿ èíòåãðàëüíûå èëè àññîöèèðîâàííûå ñ îïðåäåëåííîé äëèíîé âîë íû èñ-

ïóñêàíèÿ èíòåíñèâíîñòè, ëèáî æå èíòåíñèâíîñòè, ïîëó÷åííûå ïðè îäíîé 

äëèíå âîëíû âîçáóæäåíèÿ, íî èçìåðåííûå íà ðàçíûõ äëèíàõ âîëí èñïóñêàí èÿ. 

Ñïåêòðàëüíûå óñëîâèÿ ïîëó÷åíèÿ ðàòèîìåòðè÷åñêîãî ñèãíàëà ñïåöèôè÷íû ê 

ôëóîðîôîðó è îïðåäåëÿþòñÿ ìàêñèìàëüíîé ñïåêòðàëüíîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ 

ïîñëåäíåãî ê âíåøíåìó âîçäåéñòâèþ. Â áèîàíàëèòè÷åñêîé õèìèè, áèîôèçèêå 

è ñìåæíûõ äèñöèïëèíàõ òàêîé ïîäõîä ïîçâîëÿåò õàðàêòåðèçîâàòü ôèçèêî-õè-
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ìè÷åñêîå ñîñòîÿíèå èññëåäóåìûõ ñèñòåì ïðè ìèíèìàëüíîì âëèÿíèè èíñòðó-

ìåíòàëüíûõ ôàêòîðîâ (òàêèõ êàê êîíöåíòðàöèÿ ôëóîðîôîðà, íåñòàáèëüíîñòü 

èñòî÷íèêà âîçáóæäåíèÿ, ôîòîîáåñöâå÷èâàíèå), ÷òî â ñîâîêóïíîñòè ñóùå-

ñòâåííî ïîâûøàåò òî÷íîñòü è âîñïðîèçâîäèìîñòü èçìåðåíèé.  

Ïðè èñïîëüçîâàíèè ôëóîðåñöåèíà â ôèçèîëîãè÷åñêîì äèàïàçîíå pH ðà-

òèîìåòðè÷åñêèé ìåòîä ðåàëèçóåòñÿ ïóòåì ïîî÷åðåäíîãî âîçáóæäåíèÿ êðàñè-

òåëÿ íà äâóõ äëèíàõ âîëí, îáåñïå÷èâàþùèõ ïðåèìóùåñòâåííîå âîçáóæäåíèå 

ëèáî ìîíîàíèîííîé, ëèáî äèàíèîííîé ôîðì , è ïîñëåäóþùåãî ñðàâíåíèÿ ïî-

ëó÷åííûõ èíòåãðàëüíûõ èíòåíñèâíîñòåé èñïóñêàíèÿ. ×óâñòâèòåëüíîñòü ê èç-

ìåíåíèþ ñîîòíîøåíèÿ M è D ôîðì, îáóñëîâëåííàÿ ïî÷òè äâóêðàòíîé ðàçíè-

öåé â ñîîòâåòñòâóþùèõ çíà÷åíèÿõ êâàíòîâîãî âûõîäà ôëóîðåñöåíöèè, îáåñïå-

÷èâàåò âîçìîæíîñòü îïðåäåëåíèÿ pH è äðóãèõ ïàðàìåòðîâ [12]. Ñâÿçü ôàêòî-

ðîâ, îêàçûâàþùèõ  ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà ïåðåíîñ ïðîòîíà (òåìïåðàòóðà è 

ñîäåðæàíèå ñîðàñòâîðèòåëåé), ñ ðàòèîìåòðè÷åñêèì ôëóîðåñöåíòíûì ñèãíà-

ëîì ôëóîðåñöåèíà áóäåò ðàññìîòðåíà íèæå. 

Äëÿ âûáîðà îïòèìàëüíûõ äëèí âîëí âîçáóæäåíèÿ è ïîñëåäóþùåãî ïî-

ñòðîåíèÿ ðàòèîìåòðè÷åñêîãî ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà (S) áûëè ïðîàíàëèçè-

ðîâàíû ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ âîäíûõ ðàñòâîðîâ ôëóîðåñöåèíà äëÿ ðÿäà çíà÷å-

íèé pH â îêðåñòíîñòè çíà÷åíèÿ êîíñòàíòû ìîíîàíèîí -äèàíèîííîãî ðàâíîâå-

ñèÿ (pKa 6,3 [3]). 

Ïðè ñíèæåíèè pH (ðèñ. 3.10) ôîðìà ñïåêòðà è àìïëèòóäà èçìåíÿþòñÿ, 

÷òî îáóñëîâëåíî óâåëè÷åíèåì äîëè M è Q èîííûõ ôîðì ôëóîðåñöåèíà [3] . 

Íàèáîëåå ïîäõîäÿùèå äëèíû âîëí âîçáóæäåíèÿ ìîãóò áûòü íàéäåíû ÷åð åç ïî-

ñòðîåíèå ðàçíîñòíûõ ñïåêòðîâ, ïîëó÷åííûõ âû÷èòàíèåì ñïåêòðà äèàíèîíà 

ïðè pH 8 (ðèñ. 3.10 á). Íàèáîëüøàÿ âàðèàáåëüíîñòü èíòåíñèâíîñòè ñïåêòðîâ 

íàáëþäàëàñü íà äëèíàõ âîëí 488 è 435 íì, àññîöèèðîâàííûõ ñ ïðåèìó ùå-

ñòâåííûì ïîãëîùåíèåì D è M èîííûõ ôîðì ôëóîðåñöåèíà ñîîòâåòñòâåííî.  
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"  9 

Ðèñóíîê 3.10. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ (à) è ðàçíîñòíûå ñïåêòðû  ïîãëîùåíèÿ  (á)  
ðàñòâîðîâ ôëóîðåñöåèíà ïðè pH 4÷8  

Ðàòèîìåòðè÷åñêèé ñèãíàë ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îòíîøåíèå èíòåãðàëüíûõ 

èíòåíñèâíîñòåé ôëóîðåñöåíöèè ïðè âîçáóæäåíèè íà 488 íì ( I488) è 435 íì 

(I435): 

488

435
=

I
S

I
. (3.2) 

Îí òàêæå ìîæåò áûòü ðàññ÷èòàí íà îñíîâå çíàíèÿ êîíöåíòðàöèé ôëóî-

ðåñöèðóþùèõ ôîðì â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè (D *, M*) ïðè ñîîòâåòñòâóþùèõ 

äëèíàõ âîëí âîçáóæäåíèÿ è çíà÷åíèé êâàíòîâîãî  âûõîäà ôëóîðåñöåíöèè  

(
$%

& D , 
$%

& M ): 

M * D *488
$% 488 $% 488

435 M * D *
$% 456 $% 456

M D
.

M D

F + F
=

F + F
I
I  (3.3) 

Èñõîäíûìè ïàðàìåòðàìè äëÿ ðàñ÷åòà ÿâëÿþòñÿ ðåçóëüòàòû ìîäåëèðîâà-

íèÿ êèíåòèêè ôîòîèíäóöèðîâàííûõ êèñëîòíî -îñíîâíûõ ðåàêöèé â óñëîâèÿõ 

íåïðåðûâíîãî ôîòîâîçáóæäåíèÿ  (ñì. ðàçäåë 2.4), à òàêæå ýêñïåðèìåíòàëüíûå 

äàííûå (ñì. ðàçäåë 2.5). Èíñòðóìåíòàëüíûå ôàêòîðû, âëèÿþùèå íà èíòåíñèâ-

íîñòü ôëóîðåñöåíöèè (1.2), âûðàæàþòñÿ â âèäå ìíîæèòåëÿ, îäèíàêîâîãî äëÿ 
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÷èñëèòåëÿ è çíàìåíàòåëÿ ôîðìóëû (3.3), è, ñëåäîâàòåëüíî, íå âëèÿþò íà ðå-

çóëüòàò. Ïîëó÷åííàÿ ýêñïåðèìåíòàëüíî çàâèñèìîñòü S(pH) ñîâïàëà ñ ðàñ÷åò-

íîé (ðèñ.  3.11) ïðè çàäàíèè â êà÷åñòâå âõîäíûõ äàííûõ óñëîâèé ýêñïåðèìåíòà. 

 
Ðèñóíîê 3.11. Ýêñïåðèìåíòàëüíîå çíà÷åíèå íîðìèðîâàííîãî ðàòèîìåòðè÷åñêîãî 

ñèãíàëà ïðè êîíöåíòðàöèè ôîñôàò-èîíîâ 1  Ì è ðàññ÷èòàííîå ïî ôîðìóëå 3.2  

3.5. Òåðìîìåòðè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè 

ðàòèîìåòðè÷åñêîãî ñèãíàëà ôëóîðåñöåèíà  

Õàðàêòåð âëèÿíèÿ òåìïåðàòóðû â èíòåðâàëå 283?353` íà ñïåêòðû ôëó-

îðåñöåíöèè ïðè pH 6,5 è 6,0 äîñòàòî÷íî ñëîæåí (ðèñ. 3.12): ñ ïîâûøåíèåì òåì-

ïåðàòóðû íàáëþäàåòñÿ áàòîõðîìíûé ñäâèã ìàêñèìóìà èçëó÷åíèÿ; ïðè âîçáóæ-

äåíèè íà 488 íì èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè âîçðàñòàåò, òîãäà êàê ïðè 

435 íì åå èçìåíåíèå çàâèñèò îò pH – ïðè 6,5 îíà óìåíüøàåòñÿ, à ïðè 6,0  – óâå-

ëè÷èâàåòñÿ. Èçìåíåíèÿ íîñÿò îáðàòèìûé õàðàêòåð, ïðè îõëàæäåíèè ñïåêòðû 

âîçâðàùàþòñÿ ê èñõîäíîìó âèäó.  

Â òî æå âðåìÿ òåìïåðàòóðíîå ïîâåäåíèå ðàòèîìåòðè÷åñêîãî ñèãíàëà S äëÿ 

pH 6,0 è 6,5 â èíòåðâàëå òåìïåðàòóð 283÷353 ̀  èìååò ïðîñòîé õàðàêòåð ëèíåéíîé 

çàâèñèìîñòè ñ áëèçêèìè óãëîâûìè êîýôôèöèåíòàìè (1,5 3±0,03)·10–2K–1 

è (1,54±0,03)·10–2Ê–1 ñîîòâåòñòâåííî. Òàêàÿ ôóíêöèîíàëüíàÿ ñâÿçü õîðîøî 

ïîäõîäèò äëÿ ðåøåíèÿ çàäà÷ òåðìîìåòðèè. 
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à á 

Ðèñóíîê 3.12. Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ðàñòâîðîâ ôëóîðåñöåèíà ïðè pH 6,5 (à) è 6,0 (á)  
â äèàïàçîíå òåìïåðàòóð 283?353Ê ïðè âîçáóæäåíèè 488 íì è 435 íì.  
Ñïëîøíûå ëèíèè  – öèêë íàãðåâàíèÿ, ïóíêòèðíûå ëèíèè  – îõëàæäåíèÿ  

 
Ðèñóíîê 3.13. Òåìïåðàòóðíàÿ çàâèñèìîñòü ðàòèîìåòðè÷åñêîãî ñèãíàëà (S)  

â äèàïàçîíå òåìïåðàòóð 283?353Ê äëÿ pH 6,5 è 6,0  

Äëÿ îöåíêè âîçìîæíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ðàòèîìåòðè÷åñêîãî ñèãíàëà â 

êà÷åñòâå îïòè÷åñêîãî òåðìîìåòðè÷åñêîãî ïàðàìåòðà áûëè îïðåäåëåíû òåïëî-

âàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü (3.4), îòíîñèòåëüíàÿ òåïëîâàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü (3.5) è 

òåïëîâîå ðàçðåøåíèå (3.6): 

,=a

dS
S

dT  (3.4) 
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1
,=r

dS
S

S dT  (3.5) 

1
.

d
D =

r

S
T

S S  (3.6) 

Çíà÷åíèÿ ýòèõ ïàðàìåòðîâ ïðèâåäåíû â òàáë. 3.2. Äëÿ ñðàâíåíèÿ â íåé 

òàêæå ïðåäñòàâëåíû ðàòèîìåòðè÷åñêèå ñèãíàëû äðóãèõ ëþìèíîôîðîâ, ïðèìå-

íÿåìûõ äëÿ òåðìîìåòðèè â æèâûõ êëåòêàõ (HeLa) â ôèçèîëîãè÷åñêîì äèàïà-

çîíå òåìïåðàòóð 30–44° C. Ïðåäñòàâëåíû äàííûå äëÿ óãëåðîäíûõ êâàíòîâûõ 

òî÷åê ñ äâîéíîé (ñèíåé è êðàñíîé) ôëóîðåñöåíöèåé (dCDs) [13], êîìïë åêñîâ 

íàíî÷àñòèö ëàíòàíîèäîâ Eu 3+/Sm3+@PF-127 NPs [14] è êàòèîííîãî ïîðôèðèíà 

ôîñôîðà(j) MPyPP(OH) 2 [15]. 

Òàáëèöà 3.2. Òåðìîìåòðè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ðàòèîìåòðè÷åñêîãî ñèãíàëà  
ôëóîðåñöåèíà ïðè ôèêñèðîâàííûõ pH 6,0 è 6,5 è ëèòåðàòóðíûå äàííûå 

Ôëóîðåñöåíòíûé ñèãíàë Sa, 10–2 K–1 Sr, K–1 * T, K 

Ôëóîðåñöåèí, S, pH 6,0  1,54 0,35% 7 

Ôëóîðåñöåèí, S, pH 6,5 1,53 0,33% 7 

dCDs [13] 4,8 1,97% 0,4 

Eu3+/Sm3+@PF-127 NPs [14] 1,8 1,90% 0,1 

MPyPP(OH)2 [15] 2,30 0,61% 0,3–1,1 

Ïîëó÷åííûå äëÿ ôëóîðåñöåèíà çíà÷åíèÿ îêàçàëèñü íåñêîëüêî õóæå 

îïóáëèêîâàííûõ õàðàêòåðèñòèê. Ïîâûøåíèå òåìïåðàòóðíîãî ðàçðåøåíèÿ äëÿ 

ôëóîðåñöåèíà äî 2` âîçìîæíî çà ñ÷åò áîëåå òî÷íîãî êîíòðîëÿ pH ñðåäû è  îï-

òèìèçàöèè äëèíû âîëíû âîçáóæäåíèÿ ñ ó÷åòîì òåìïåðàòóðíîãî ñäâèãà ñïåê-

òðà ïîãëîùåíèÿ. Ïåðñïåêòèâû ïîâûøåíèÿ ìåòðîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê 

ìåòîäà âêóïå ñ íèçêîé òîêñè÷íîñòüþ êðàñèòåëÿ îòêðûâàþò âîçìîæíîñòü åãî 

ïðèìåíåíèÿ äëÿ ìîíèòîðèíãà òåìïåðàòóðû â ðåàëüíîì âðåìåíè.  
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3.6. Ìîäåëèðîâàíèå òåìïåðàòóðíîé çàâèñèìîñòè  

ðàòèîìåòðè÷åñêîãî ñèãíàëà  

Äëÿ îöåíêè òåìïåðàòóðíîãî âêëàäà â íàáëþäàåìûé ðàòèîìåòðè÷åñêèé 

ñèãíàë è ðàñêðûòèÿ ìåõàíèçìîâ ýòîãî âëèÿíèÿ áûëà èñïîëüçîâàíà ìîäåëü ôî-

òîèíäóöèðîâàííûõ êèñëîòíî -îñíîâíûõ ðåàêöèé â óñëîâèÿõ íåïðåðûâíîãî ôî-

òîâîçáóæäåíèÿ, ðàññìîòðåííàÿ â ðàçäåëå 2.4. Âîçìîæíûå ìåõàíèçìû ýòîãî 

âëèÿíèÿ îáîçíà÷åíû íà ðèñ.  3.1. 

Èçìåíåíèå ðàâíîâåñèÿ â îñíîâíîì (v) è âîçáóæäåííîì (vv) ñîñòîÿíèÿõ â 

ìîäåëè ó÷èòûâàåòñÿ ÷åðåç òåìïåðàòóðíóþ çàâèñèìîñòü êîíñòàíò äåïðîòîíè-

ðîâàíèÿ kDM è k*
DM. Äëÿ èõ ðàñ÷åòà èñïîëüçîâàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ pKa è pKa

* 

ïðè pH 6,0 è 6,5 ïðè ôèêñèðîâàííîé òåìïåðàòóðå. Êîíñòàíòû kDM è k*
DM îïðå-

äåëÿëèñü ïî ôîðìóëå (2.12) ïðè çàäàííûõ çíà÷åíèÿõ êîíñòàíò ïðîòîíè ðîâàíèÿ 

kMD è k*
MD (òàáë. 2.3). 

Ìåõàíèçì ( III ), ñâÿçàííûé ñî ñíèæåíèåì êâàíòîâîãî âûõîäà, íå ó÷è òû-

âàëñÿ â ìîäåëè, ïîñêîëüêó åãî èçìåíåíèå â èññëåäóåìîì òåìïåðàòóðíîì äèàïà-

çîíå íå ïðåâûøàåò ïîãðåøíîñòè èçìåðåíèé. Ôàêòîð ( IV), ñâÿçàííûé ñ òåìïåðà-

òóðíûì èçìåíåíèåì ôîðìû ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ M
ls  è D

ls  (ðèñ. 3.7), ó÷èòûâàåòñÿ 

÷åðåç óìåíüøåíèå ñîîòâåòñòâóþùèõ âåëè÷èí âñëåäñòâèå ñíèæåíèÿ îïòè÷åñêîé 

ïëîòíîñòè îòäåëüíûõ èîííûõ ôîðì ïðè íàãðåâàíèè [16] (ðèñ. 3.10). 

Òàáëèöà 3.3. Ïàðàìåòðû, èñïîëüçîâàííûå äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ ñèãíàëà  S  
ïðè âàðèàöèè òåìïåðàòóðû 

T, Ê 
M
ls , 10–17ñì 2

 [16] D
ls , 10–17ñì 2

 [16] 
p app

aK  $%
& M

 $%
& D

 
*p aK & 

k*
DMw103, 
ñ–1# 

kDM, ñ–1# 
435 íì  488 íì  435 íì  488 íì  

283 9,13 8,49 3,08 33,4 6,58$ 0,46 0,93 5,69 1,88 0,68 

298 8,81 7,91 2,98 33,1 6,52[17] 0,46 0,93 5,47 3,12 0,79 

353 8,73 10,1 3,04 30,9 6,31$ 0,43 0,90 5,41 3,58 1,24 

$ – ðàññ÷èòàíî êàê ñðåäíåå çíà÷åíèå äëÿ pH 6,0 è 6,5; & – ðàññ÷èòàíî ïî (2.6); x – ðàññ÷èòàíî ïî (2.12). 
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Êîíñòàíòû, èñïîëüçîâàííûå ïðè ìîäåëèðîâàíèè ðàòèîìåòðè÷åñêîãî 

ñèãíàëà (3.3), ïðèâåäåíû â òàáë. 3.3. 

Íèæå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ìîäåëèðîâàíèÿ ñèãíàëîâ S äëÿ äâóõ çíà-

÷åíèé pH 6,0 è 6,5 â äèàïàçîíå òåìïåðàòóð 283?353Ê ïðè ó÷åòå ðàçíûõ êîìáè-

íàöèé ìåõàíèçìîâ I–III (ðèñ. 3.1). 

 

Ðèñóíîê 3.14. Ìîäåëüíûé S ñèãíàë ôëóîðåñöåèíà äëÿ pH 6,0, 6,5.  
Íåçàêðàøåííûå ñèìâîëû  – îöåíêà ñ âêëàäîì ðàçëè÷íûõ ìåõàíèçìîâ.  

Ñïëîøíûå ñèìâîëû  – ñóììàðíûé âêëàä òðåõ ìåõàíèçìîâ  

Íà ðèñ. 3.14 ïîêàçàíî, ÷òî ìîäåëüíûå ñèãíàëû S, êàê è ýêñïåðèìåíòàëü-

íûå, ëèíåéíî çàâèñÿò îò òåìïåðàòóðû â èññëåäóåìîì äèàïàçîíå, îäíàêî óãîë  

íàêëîíà ýòèõ çàâèñèìîñòåé îïðåäåëÿåòñÿ ÷èñëîì è òèïîì ó÷òåííûõ ìåõàíèç-

ìîâ. Çíà÷åíèÿ òåïëîâîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ïðèâåäåíû â òàáë. 3.4. Îñíîâíîé 

âêëàä âíîñèò ñìåùåíèå ðàâíîâåñèÿ â îñíîâíîì ñîñòîÿíèè (v): ïðè èñêëþ÷åíèè  

ýòîãî ýôôåêòà òåïëîâàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ñòàíîâèòñÿ áëèçêîé ê íóëþ, è ñèã-

íàë S îñòàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè ïîñòîÿííûì âî âñåì òåìïåðàòóðíîì äèàïàçîíå.  

Òåìïåðàòóðíîå èçìåíåíèå ôîðìû ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ (vvv) ÿâëÿåòñÿ ñëåäóþ-



84 

ùèì ïî çíà÷èìîñòè ôàêòîðîì è ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ òåïëîâîé ÷óâñòâè-

òåëüíîñòè. Âêëàä èçìåíåíèÿ ðàâíîâåñèÿ â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè (vv) íåçíà-

÷èòåëåí. 

Äàííûå òàáë. 3.4 ïîêàçûâàþò, ÷òî òåïëîâàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ìîäåëü-

íîãî ñèãíàëà S, ó÷èòûâàþùåãî ñóììàðíûé âêëàä ìåõàíèçìîâ (v–vvv), í àèáî-

ëåå áëèçêà ê ýêñïåðèìåíòàëüíîìó çíà÷åíèþ. Óêàçàííîå  ñîîòâåòñòâèå 

íàáëþäàåòñÿ äëÿ îáîèõ çíà÷åíèé pH è ãîâîðèò î íàèáî ëåå ñóùåñòâåííûõ 

ìåõàíèçìàõ, ôîðìèðóþùèõ ëèíåéíóþ çàâèñèìîñòü ðàòèîìå òðè÷åñêîãî ñèã-

íàëà îò òåìïåðàòóðû. 

Òàáëèöà 3.4. Òåïëîâàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ðàòèîìåòðè÷åñêîãî ñèãíàëà ôëóîðåñöåèíà  
ïðè pH 6,0 è 6,5 (ïîëóæèðíûì øðèôòîì îáîçíà÷åíû çíà÷åíèÿ,  

íàèáîëåå áëèçêèå ê ýêñïåðèìåíòàëüíûì)  

 Ýêñïåðèìåíò  Ìîäåëèðîâàíèå  

Òåïëîâàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü Sa, 
10–2 Ê–1 

Ìåõàíèçì 
òåìïåðàòóðíîãî 

âëèÿíèÿ 

Òåïëîâàÿ 
÷óâñòâèòåëüíîñòü Sa , 

10–2 Ê–1 

pH 6,0 1,54±0,03 

I 2,09 

I+II 2,19 

II+III 0,25 

I+II+III 1,84 

pH 6,5 1,53±0,03 

I 2,29 

I+II 2,38 

II+III 0,07 

I+II+III 1,90 

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ãðàíèö ïðèìåíèìîñòè ôëóîðåñöåèíà â êà÷åñòâå òåðìî-

÷óâñòâèòåëüíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà  áûëà ðàññ÷èòàíà çàâèñèìîñòü ðàòèî-

ìåòðè÷åñêîãî ñèãíàëà îò pH ïî ôîðìóëå (3.3). Òåïëîâàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü 

èìååò íåíóëåâûå çíà÷åíèÿ â äèàïàçîíå pH 5÷7,5 è äîñòèãàåò íàèáîëüøåãî çíà-

÷åíèÿ âáëèçè pKa (6,31) [3]. Äàííàÿ çàâèñèìîñòü îïðåäåëÿåò äèàïàçîí àíàëè-

òè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ ðàòèîìåòðè÷åñêîãî ñèãíàëà. 
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Ðèñóíîê 3.15. Çàâèñèìîñòü òåïëîâîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ìîäåëüíîãî S ñèãíàëà îò pH  

3.7. Âëèÿíèå âÿçêèõ ñîðàñòâîðèòåëåé 

íà ôëóîðåñöåíòíûé ñèãíàë ôëóîðåñöåèíà  

Ïðèñóòñòâèå âÿçêèõ ñîðàñòâîðèòåëåé ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê ôàêòîð, âëèÿ-

þùèé íà ñïåêòðàëüíûå ñâîéñòâà ôëóîðåñöåèíà. Â ðàáîòå [18] áûëà èçó÷åíà 

÷óâñòâèòåëüíîñòü ðàòèîìåòðè÷åñêîãî ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà S ê âÿçêîñòè 

ñðåäû, êîòîðàÿ, êàê èçâåñòíî, âëèÿåò íà ñêîðîñòü (áèî)õèìè÷åñêèõ ðåàêöèé è 

êëåòî÷íûé ìåòàáîëèçì. Â ðàáîòå [19] äëÿ òåõ æå öåëåé âÿçêîñòü ðàñòâîðà âà-

ðüèðîâàëè â äèàïàçîíå 1?5 ñÏ ïóòåì äîáàâëåíèÿ ãëèöåðèíà è ñàõàðîçû, ìîäå-

ëèðóÿ óñëîâèÿ, áëèçêèå ê âíóòðèêëåòî÷íûì.  

!B*,1+5<B/6#/7*&%;<D#?/+*-=*%&"<%<,/&-1"&1"<%/&&/6/<+"0&/0*-%;  

0</-&/0&/$<-/-1/;&%% 

Ïðè ïîâûøåíèè âÿçêîñòè ñðåäû çà ñ÷åò äîáàâîê ñîðàñòâîðèòåëåé ðàç-

ëè÷íîé ïðèðîäû ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ñîõðàíÿþò ôîðìó, íî èñïûòûâàþò áà-

òîõðîìíûé ñäâèã (ðèñ. 3.16 à). Ïðè pH 6,5 ñïåêòðû ìîãóò áûòü ïðåäñòàâëåíû 

â âèäå ñóììû êîìïîíåíò, ñîîòâåòñòâóþùèõ M è D ôîðìàì, ïî ìåòîäèêå, îïè-

ñàííîé â ðàçäåëå 3.2. Â ïðèñóòñòâèè ãëèöåðèíà (40 âåñ. %) è ñàõàðîçû 

(30 âåñ. %) ïîëó÷åííûå çíà÷åíèÿ pKa ïðè òåìïåðàòóðå 298Ê îñòàþòñÿ áëèç-

êèìè ê òàêîâûì äëÿ áóôåðíîãî ðàñòâîðà (òàáë. 3.5). Ïîäîáíûå çíà÷åíèÿ 
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íàáëþäàþòñÿ è äëÿ âîäíûõ ðàñòâîðîâ íåêîòîðûõ íåèîííûõ ïîëèìåðîâ , íàïðè-

ìåð, äåêñòðàíà-70 è ñîïîëèìåðà  ñàõàðîçû è ýïèõëîðãèäðèíà (ôèêîëë 400) [20]. 

  
Ðèñóíîê 3.16. Ñïåêòðàëüíûå ñâîéñòâà ôëóîðåñöåèíà â âÿçêîé ñðåäå ïðè pH 6,5:  

(à) ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ â áóôåðå (÷åðíûé) , â ïðèñóòñòâèè 40% ñàõàðîçû (ðîçîâûé)   
è 50% ãëèöåðèíà (ôèîëåòîâûé); (á) ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè â áóôåðå (÷åðíûé)  

è â ïðèñóòñòâèè 30% ñàõàðîçû (ðîçîâûé) è 40% ãëèöåðèíà (ôèîëåòîâûé)  
ïðè äëèíàõ âîëí âîçáóæäåíèÿ 435 íì (ïóíêòèðíûå ëèíèè) è 488 íì (ñïëîøíûå ëèíèè)  

Òàáëèöà 3.5. Ïàðàìåòðû òåìïåðàòóðíîé çàâèñèìîñòè ðàòèîìåòðè÷åñêîãî ñèãíàëà 
ôëóîðåñöåèíà S è òåðìîäèíàìè÷åñêèå ïàðàìåòðû åãî ðàâíîâåñèÿ  

ïðè pH 6,5 â âÿçêèõ ñðåäàõ 

Ðàñòâîðèòåëü  

(áóôåðíûé ðàñòâîð pH 6,5) 
pKa

  ïðè 298 Ê * pKa $ 

Òåïëîâàÿ 

÷óâñòâèòåëüíîñòü Sa, 

10$2K$1 

* rH, êÄæ·ìîëü $1 

Áåç ñîðàñòâîðèòåëåé 6,45 ± 0,10 –0,71 ± 0,09 1,53 ± 0,03 7,4 ± 0,4 

Ñàõàðîçà (30 âåñ. %) 6,55 ± 0,11 –0,65 ± 0,08 1,01 ± 0,05 4,6 ± 0,4 

Ãëèöåðèí (40 âåñ. %) 6,43 ± 0,09 –0,69 ± 0,09 0,80 ± 0,04 3,7 ± 0,3 

z îïðåäåëÿåòñÿ ñ ïîìîùüþ óðàâíåíèÿ ( 2.6). 

!B*,1+5<D#?/+*-=*&=%%<%<,/&-1"&1"<%/&&/6/<+"0&/0*-%; 

0<0/39?K4*&&/$<-/-1/;&%%<D#?/+*-=*%&" 

Âëèÿíèå ñîðàñòâîðèòåëåé, ïîâûøàþùèõ âÿçêîñòü ðàñòâîðà, íà ôëóîðåñ-

öåíöèþ ïðè âîçáóæäåíèè íà äëèíàõ âîëí 435 è 488 íì ïðîÿâëÿ åòñÿ êàê â áà-

òîõðîìíîì ñäâèãå, òàê è ñíèæåíèè èíòåíñèâíîñòè ïðè íåèçìåííîé êîíöåíò ðà-

öèè êðàñèòåëÿ (ðèñ. 3.16 á). Èçìåíåíèÿ àáñîðáöèîííûõ è ôëóîðåñöåíòíûõ 
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ñâîéñòâ ôëóîðåñöåèíà â ðàñòâîðàõ ñ ðàçëè÷íîé âÿçêîñòüþ ïðèâîäÿò ê èçìåíå-

íèþ ðàòèîìåòðè÷åñêîãî ñèãíàëà (ðèñ. 3.17). 

 
Ðèñóíîê 3.17. Çàâèñèìîñòè ðàòèîìåòðè÷åñêîãî ñèãíàëà S ôëóîðåñöåèíà  

îò âÿçêîñòè ïðè òåìïåðàòóðå ñðåäû 298Ê è pH 6,5 â ïðèñóòñòâèè ãëèöåðèíà 
(ôèîëåòîâûå ñèìâîëû) è ñàõàðîçû (ðîçîâûå ñèìâîëû).  

×åðíûé ñèìâîë  – äàííûå, ïîëó÷åííûå áåç ñîðàñòâîðèòåëåé 

Çàâèñèìîñòü ðàòèîìåòðè÷åñêîãî ñèãíàëà S îò âÿçêîñòè ðàñòâîðà îïðåäå-

ëÿåòñÿ ïðèðîäîé ñîðàñòâîðèòåëÿ. Òàê, ïðè äîáàâëåíèè ãëèöåðèíà S âîçðàñòàåò 

íåëèíåéíî (ìàêñèìàëüíîå èçìåíåíèå ñîñòàâëÿåò 19%), òîãäà êàê â ñëó÷àå ñà-

õàðîçû ïðàêòè÷åñêè íå ìåíÿåòñÿ (ðèñ. 3.17). Äëÿ îáúÿñíåíèÿ âîçìîæíûõ ïðè-

÷èí òàêîãî ðàçëè÷èÿ ïðîàíàëèçèðóåì ôàêòîðû, âëèÿþùèå íà ðàòèîìåòðè÷å-

ñêèé ñèãíàë. 

I. Ñìåùåíèå ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ, îáóñëîâëåííîå èçìåíåíèåì ïîëÿðíî-

ñòè è âîäîðîäíîãî îêðóæåíèÿ êðàñèòåëÿ. 

Óñòàíîâëåíî, ÷òî ñíèæåíèå ïîëÿðíîñòè ñðåäû ñîïðîâîæäàåòñÿ áàòî-

õðîìíûì ñäâèãîì ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ äëÿ âñåõ èññëåäîâàííûõ ôîðì ôëóî-

ðåñöåèíà: ìîíîàíèîííîé (pH 5), äèàíèîííîé (pH 11) è èõ ð àâíîâåñíîé ñìåñè 

(pH 6,5) [16]. Ïðè pH 5 è 6,5 áàòîõðîìíûé ñäâèã ìåíåå âûðàæåí â ðàñòâîðàõ 

ñàõàðîçû, ÷òî ñâÿçàíî ñî ñïåöèôè÷åñêèì âçàèìîäåéñòâèåì ñ ìîíîàíèîííîé 

ôîðìîé. Ýòî îòðàæàåòñÿ íà ðàòèîìåòðè÷åñêîì ñèãíàëå (ðèñ. 3.17) ÷åðåç èçìå-

íåíèå  ýôôåêòèâíîñòè âîçáóæäåíèÿ ìîíîàíèîíà ïðè 435 íì.  
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Ìåòîäîì ìîëåêóëÿðíîé äèíàìèêè ïðîâåäåíî ìîäåëèðîâàíèå ïîâåäåíèÿ 

M è D ôîðì ôëóîðåñöåèíà â âîäå è âîäíûõ ñìåñÿõ ñ ãëèöåðèíîì (40  âåñ. %) è 

ñàõàðîçîé (30 âåñ. %) [16]. Íà îñíîâå ôóíêöèé ðàñïðåäåëåíèÿ ìèíèìàëüíûõ 

ðàññòîÿíèé (MDDF) áûëè ðàññ÷èòàíû êîýôôèöèåíòû ïðåèìóùåñòâåííîãî âçà-

èìîäåéñòâèÿ ({) èîííûõ ôîðì ôëóîðåñöåèíà ñ âîäîé èëè ñîðàñòâîðèòåëåì  

(ðèñ. 3.18), êîòîðûå ïîêàçàëè îáåäíåíèå ãèäðàòíîé îáîëî÷êè êðàñèòåëÿ â âÿç-

êèõ ñðåäàõ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ñàõàðîçà áîëåå ýôôåêòèâíî âûòåñíÿåò âîäó èç 

ãèäðàòíîé îáîëî÷êè  ôëóîðîôîðà, òîãäà êàê ãëèöåðèí ïðîÿâëÿåò áîëüøóþ àô-

ôèííîñòü ê M ôîðìå ôëóîðåñöåèíà. Òî åñòü âáëèçè êðàñèòåëÿ ïîëÿðíîñòü è 

ñòðóêòóðà ñåòè âîäîðîäíûõ ñâÿçåé îòëè÷àþòñÿ îò õàðàêòåðèñòèê îáúåìíîé 

ñðåäû, è íàáëþäàåìûé áàòîõðîìíûé ñäâèã ñïåêòðîâ ïðåèìóùåñòâåííî îáúÿñ-

íÿåòñÿ ñïåöèôè÷åñêèìè âîäîðîäíûìè ñâÿçÿìè è ãèäðîôîáíûìè âçàèìîäåé-

ñòâèÿìè â ïðèïîâåðõíîñòíîì ñëîå ôëóîðîôîðà.  

 
Ðèñóíîê 3.18. Êîýôôèöèåíòû ïðåèìóùåñòâåííîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ({) âîäû (÷åðíûì), 
ãëèöåðèíà (ñèíèì) è ñàõàðîçû (êðàñíûì) ñ Ì è D ôîðìàìè ôëóîðåñöåèíà, ïîëó÷åííûå  

â ðåçóëüòàòå ìîëåêóëÿðíîãî ìîäåëèðîâàíèÿ 40%-ãî ðàñòâîðà ãëèöåðèíà è 30%-ãî 
ðàñòâîðà ñàõàðîçû. G > 0 îçíà÷àåò, ÷òî êîíöåíòðàöèÿ ìîëåêóë âáëèçè ôëóîðåñöåèíà 

âûøå, ÷åì â îáúåìíîì ðàñòâîðå ; Ĝ  0 îçíà÷àåò, ÷òî ìîëåêóëû èñêëþ÷åíû  
èç ãèäðàòíîé îáîëî÷êè ôëóîðåñöåèíà. Àäàïòèðîâàíî èç [16]  
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II . Èçìåíåíèå èîííîãî ðàâíîâåñèÿ â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè è êâàíòî-

âîãî âûõîäà èîííûõ ôîðì ïðè äîáàâëåíèè ñîðàñòâîðèòåëåé.  

Âëèÿíèå ñîðàñòâîðèòåëåé íà ñìåùåíèå ïîêàçàòåëÿ êîíñòàíòû ðàâíîâå-

ñèÿ â âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèè p K"
*
 îöåíåíî ñ èñïîëüçîâàíèåì öèêëà Ô¸ð-

ñòåðà (2.6) ïî àíàëîãèè ñ òåìïåðàòóðíûì àíàëèçîì. Âåëè÷èíû *p K"  â ðàñòâî-

ðàõ ñàõàðîçû (30 âåñ. %) è ãëèöåðèíà (40 âåñ. %) áëèçêè ê çíà÷åíèÿì â áóôåð-

íîé ñèñòåìå (òàáë. 3.5). Ïðè ýòîì p K"
* ñìåù¸í â ñòîðîíó îáðàçîâàíèÿ D ôîðìû 

ïðèìåðíî íà 0,7 îòíîñèòåëüíî îñíîâíîãî ñîñòîÿíèÿ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î  íå-

ñóùåñòâåííîì âêëàäå ïðîöåññîâ ïåðåðàñïðåäåëåíèÿ çàðÿäà â ôîðìèðîâàíèå 

çàâèñèìîñòè ðàòèîìåòðè÷åñêîãî ñèãíàëà îò âÿçêîñòè ñðåäû. 

Èçìåíåíèå êâàíòîâîãî âûõîäà ôëóîðåñöåíöèè èîííûõ ôîðì ïðè ñíèæå-

íèè ïîëÿðíîñòè ñðåäû âíîñèò äîïîëíèòåëüíûé âêëàä â ðàòèîìåòðè÷åñêè é ñèã-

íàë. Äëÿ äèàíèîíà åãî èçìåíåíèå íåçíà÷èòåëüíî (~2%) â ìåíåå ïîëÿðíûõ ðàñ-

òâîðèòåëÿõ ïî ñðàâíåíèþ ñ âîäîé [ 21], ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè äëÿ âÿçêèõ 

ñðåä ïðè pH 11. Äëÿ ìîíîàíèîííîé ôîðìû, íàïðîòèâ, íàáëþäàåòñ ÿ óâåëè÷åíèå 

íà 8÷36% â áèíàðíûõ âîäíî -îðãàíè÷åñêèõ ñìåñÿõ [22], ÷òî ïðèâîäèò ê ñíèæå-

íèþ ðàòèîìåòðè÷åñêîãî ñèãíàëà ïî ñðàâíåíèþ ñ îæèäàåìûì èç ïðîòîëèòè÷å-

ñêîãî ðàâíîâåñèÿ. 

3.8. Ñîâìåñòíûé ýôôåêò òåìïåðàòóðû è ñîðàñòâîðèòåëåé  

íà ñïåêòðû âîäíûõ ðàñòâîðîâ ôëóîðåñöåèíà  

Òåðìîäèíàìè÷åñêèå ïàðàìåòðû ðåàêöèè ïåðåíîñà ïðîòîíà ôëóîðåñöå-

èíà íà äèàíèîí -àíèîííîé ñòóïåíè, ïîëó÷åííûå â áóôåðíîì ðàñòâîðå, ñîîòâåò-

ñòâóþò ñëó÷àþ èäåàëüíîé ñèñòåìû. Îäíàêî â ðåàëüíûõ óñëîâèÿõ, íàïðèìåð, 

â ôèçèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòÿõ, ôëóîðåñöåíòíûé çîíä èñïûòûâàåò äîïîëíè-

òåëüíîå äåéñòâèå ìåæìîëåêóëÿðíûõ ñèë ñî ñòîðîíû ñîðàñòâîðèòåëåé ðàçëè÷-

íîé ïðèðîäû è êîíöåíòðàöèè.  Òåðìîäèíàìè÷åñêèå ïàðàìåòðû ðåàêöèè ïåðå-

íîñà ïðîòîíà (íàïðèìåð,  èçìåíåíèå ìîëÿðíîé ýíòàëüïèè ðåàêöèè), à çíà÷èò , 

è ñïåêòðàëüíûå îòêëèêè çîíäà â ýòîì ñëó÷àå áóäóò îòëè÷àòüñÿ îò îáñóæäàå-



90 

ìûõ â ðàçäåëå 3.3. Âûÿâëåíèå ñîâìåñòíîãî ýôôåêòà îò ïðèñóòñòâèÿ ñîðàñòâî-

ðèòåëåé è èçìåíåíèÿ òåìïåðàòóðû íà íàáëþäàåìûå ñïåêòðàëüíûå ïàðàìåòðû 

çîíäà ñòàëî çàäà÷åé îòäåëüíîãî èññëåäîâàíèÿ. 

Äëÿ èçìåðåíèÿ ïîãëîùåíèÿ è ôëóîðåñöåíöèè â äèàïàçîíå îò 283 äî  353` 

áûëî  èñïîëüçîâàíî  ôèêñèðîâàííîå çíà÷åíèå  pH (6,5) è äîñòàòî÷íî âûñîêèå 

êîíöåíòðàöèè ñîðàñòâîðèòåëåé (30 âåñ. % ñàõàðîçû è 40 âåñ. % ãëèöåðèíà), 

÷òî ïîçâîëèëî ïðîèçâåñòè äåêîìïîçèöèþ ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ è îïðåäåë èòü 

êîíñòàíòû èîííîãî ðàâíîâåñèÿ â îñíîâíîì ñîñòîÿíèè ïî ìåòîäèêå, îïèñàí íîé 

â ðàçäåëå 3.2. 

Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ñ ïîâûøåíèåì òåìïåðàòóðû çíà÷åíèå êîíñòàíòû 

èîííîãî ðàâíîâåñèÿ óìåíüøàåòñÿ, ïðè ýòîì óãëîâûå êîýôôèöèåíòû ñîîòâåò-

ñòâóþùèõ çàâèñèìîñòåé â øêàëå –lnKa(T–1), ïîçâîëÿþùåé ëèíåàðèçîâàòü ýêñ-

ïåðèìåíòàëüíûå äàííûå ñîãëàñíî óðàâíåíèþ Âàíò -Ãîôôà (3.1), ðàçëè÷àþòñÿ 

äëÿ áóôåðíîãî ðàñòâîðà è âÿçêèõ ñðåä (ðèñ. 3.19). Íà îñíîâå óðàâíåíèÿ (3.1) 

áûëî âû÷èñëåíî èçìåíåíèå ìîëÿðíîé ýíòàëüïèè ðåàêöèè * rH. 

 

Ðèñóíîê 3.19. Ãðàôèê Âàíò-Ãîôôà äëÿ îïðåäåëåíèÿ èçìåíåíèÿ ìîëÿðíîé ýíòàëüïèè 
ðåàêöèè ïåðåíîñà ïðîòîíà * rH â áóôåðå (÷åðíûå ñèìâîëû) è â ïðèñóòñòâèè ñàõàðîçû 

(30%) (ðîçîâûå ñèìâîëû) è ãëèöåðèíà (40%) (ôèîëåòîâûå ñèìâîëû) ïðè pH 6,5  
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Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî èçìåíåíèå ìîëÿðíîé ýíòàëüïèè ðåàêöèè äåïðîòî-

íèðîâàíèÿ óìåíüøàåòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ áóôåðíûì ðàñòâîðîì áåç îðãàíè÷å-

ñêèõ ñîðàñòâîðèòåëåé, ïðè÷åì â ðàñòâîðå ñàõàðîçû äàííûé ýôôåêò âûðàæåí 

ñèëüíåå, ÷åì â ðàñòâîðå ãëèöåðèíà. Òåìïåðàòóðíûå çàâèñèìîñòè ÿâëÿþòñÿ îá-

ðàòèìûìè è âîñïðîèçâîäÿòñÿ ïðè îõëàæäåíèè, ñâèäåòåëüñòâóÿ îá îáðàòèìî-

ñòè îáñóæäàåìîé ðåàêöèè ïåðåíîñà ïðîòîíà.  

 

Ðèñóíîê 3.20. Çàâèñèìîñòè ðàòèîìåòðè÷åñêîãî ñèãíàëà S ôëóîðåñöåèíà îò òåìïåðàòóðû 
ñðåäû ïðè pH 6,5 â ïðèñóòñòâèè ãëèöåðèíà (ôèîëåòîâûå ñèìâîëû) è ñàõàðîçû (ðîçîâûå 

ñèìâîëû). ×åðíûå ñèìâîëû îáîçíà÷àþò äàííûå, ïîëó÷åííûå áåç ñîðàñòâîðèòåëåé  

Âàæíûì îñòàåòñÿ âîïðîñ î ñîõðàíåíèè òåðìîìåòðè÷åñêèõ õàðàêòåðè-

ñòèê ðàòèîìåòðè÷åñêîãî ñèãíàëà â ïðèñóòñòâèè ñîðàñòâîðèòåëåé. Ñ ðîñòîì 

òåìïåðàòóðû âåëè÷èíà S ðàñòåò, çàâèñèìîñòü îñòà¸òñÿ ëèíåéíîé â ïðèñóòñòâèè 

ñîðàñòâîðèòåëåé (ðèñ. 3.20), îäíàêî óãëîâîé êîýôôèöèåíò ýòîé çàâèñèìîñòè 

(èëè òåïëîâàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü Sa) ñíèæàåòñÿ (òàáë. 3.5). Õàðàêòåð ñâÿçè 

ìåæäó òåïëîâîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ è èçìåíåíèåì ìîëÿðíîé ýíòàëüïèè ðåàê-

öèè ìîæåò áûòü âûâåäåí èç çàâèñèìîñòè èçìåíåíèÿ Sa îò ñîñòîÿíèÿ èîííîãî 

ðàâíîâåñèÿ ôëóîðåñöåèíà, êàê ýòî áûëî ïîêàçàíî â ðàçäåëå 3.6. Âûÿâëåííàÿ 

ëèíåéíîñòü ýòîé ñâÿçè (ðèñ. 3.21) ìîæåò ñóùåñòâåííî ðàñøèðèòü ñïåêòð àíà-

ëèòè÷åñêèõ ïðèìåíåíèé ôëóîðåñöåèíà, ÷òî, îäíàêî, ïîòðåáóåò äîïîëíèòåëü-

íîé âåðèôèêàöèè. 
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Ðèñóíîê 3.21. Òåïëîâàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ðàòèîìåòðè÷åñêîãî ñèãíàëà â çàâèñèìîñòè  

îò èçìåíåíèÿ ýíòàëüïèè ðåàêöèè â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè ñîðàñòâîðèòåëåé. 
Ïóíêòèðíûå ëèíèè  – ëèíåéíàÿ àïïðîêñèìàöèè äàííûõ  

Çàêëþ÷åíèå ê 3 ãëàâå 

Ôëóîðåñöåèí, ðàññìàòðèâàåìûé â ðîëè ôëóîðåñöåíòíîãî çîíäà â âîäíîì 

ðàñòâîðå â äèàïàçîíå pH 5÷8, îêàçàëñÿ âåñüìà ÷óâñòâèòåëüíûì ê ïðèñóòñòâèþ 

ôîñôàò-èîíîâ è âÿçêèõ ñîðàñòâîðèòåëåé, à òàêæå èçìåíåíèþ òåìïåðàòóðû. Ïî-

ýòîìó èçó÷åíèå âëèÿíèÿ êàæäîãî èç ôàêòîðîâ òðåáóåò ñòðîãîé ôèêñàöèè 

îñòàëüíûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ïàðàìåòðîâ, â ïåðâóþ î÷åðåäü – pH. 

Îáëàäàÿ âûðàæåííûìè ôîòîêèñëîòíûìè ñâîéñòâàìè íà äèàíèîí -àíèîí-

íîé ñòóïåíè äèññîöèàöèè, ðåàëèçîâàòü èõ â ïîëíîé ìåðå ôëóîðåñöåèí ñï îñî-

áåí ëèøü ïðè äîñòàòî÷íî âûñîêîé êîíöåíòðàöèè ãèäðîôîñôàò - è äèãèäðîôîñ-

ôàò-èîíîâ (íå ìåíåå 1,5 Ì). Ïðè ìåíüøèõ êîíöåíòðàöèÿõ àêöåïòîðîâ ïðîòî-

íîâ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è âîçáóæäåíèè â ïîëîñå ìîíîàíèîíîâ ä èà-

íèîí -àíèîííîå ðàâíîâåñèå íå óñïåâàåò óñòàíîâèòüñÿ çà âðåìÿ æèçíè âîçáóæ-

äåííîãî ñîñòîÿíèÿ.  

Èçìåíåíèå ìîëÿðíîé ýíòàëüïèè ðåàêöèè äåïðîòîíèðîâàíèÿ â îñíîâíîì 

ñîñòîÿíèè ôëóîðåñöåèíà ( 7,4 ± 0,4 êÄæ/ìîëü) óêàçûâàåò íà ýíäîòåðìè÷åñêèé 

õàðàêòåð ðåàêöèè è â ïðèñóòñòâèè âÿçêèõ ñîðàñòâîðèòåëåé ïîíèæàåòñÿ. 
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Ñïåêòðàëüíûé îòêëèê íà âíåøíèå âîçäåéñòâèÿ ìîæåò ôîðìèðîâàòüñÿ 

êàê ñóïåðïîçèöèÿ âêëàäîâ îäíîâðåìåííî íåñêîëüêèõ ìåõàíèçìîâ: ñìåùåíèÿ 

èîííîãî ðàâíîâåñèÿ â îñíîâíîì è âîçáóæäåííîì ñîñòîÿíèÿõ, èçìåíåíèÿ êâàí -

òîâîãî âûõîäà ôëóîðåñöåíöèè, à òàêæå ñïåêòðàëüíûõ ñäâèãîâ. Èñïîëüçîâàí-

íàÿ íàìè äëÿ êîëè÷åñòâåííûõ îöåíîê áåçðàçìåðíàÿ âåëè÷èíà  – ðàòèîìåòðè÷å-

ñêèé ñèãíàë – ó÷èòûâàåò âñå ýòè âêëàäû è ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé óäîáíûé àíàëè-

òè÷åñêèé ïàðàìåòð. Âûÿâëåííàÿ ëèíåéíàÿ çàâèñèìîñòü ðàòèîìåòðè÷åñêîãî 

ñèãíàëà ôëóîðåñöåèíà îò òåìïåðàòóðû â äèàïàçîíå 283 äî 353  ̀ñ òåìïåðàòóð-

íîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ îêîëî 1,5 ·10–2K–1 ïðè pH 6,0-6,5 ìîæåò áûòü èñïîëü-

çîâàíà äëÿ ðåøåíèÿ çàäà÷ òåðìîìåòðèè è õèìè÷åñêîãî àíàëèçà. 
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ÃËÀÂÀ 4. 

ÑÏÅÊÒÐÀËÜÍÎÅ ÇÎÍÄÈÐÎÂÀÍÈÅ   

ÏÎÂÅÐÕÍÎÑÒÈ ÁÅËÊÀ  

4.1. Ôëóîðåñöåíòíîå çîíäèðîâàíèå ïîâåðõíîñòè áåëêà  

ñ ïîìîùüþ âíóòðåííèõ è âíåøíèõ ìåòîê  

Ôóíêöèè áåëêîâ âî ìíîãîì îïðåäåëÿþòñÿ ñïîñîáíîñòüþ áåëêîâûõ ìàê-

ðîìîëåêóë âçàèìîäåéñòâîâàòü êàê ñ ìàëûìè ìîëåêóëàìè (ëèãàíäàìè, ñóáñòðà-

òàìè), òàê è ñ äðóãèìè ìàêðîìîëåêóëàìè (âêëþ÷àÿ ñàìè áåëêè) âî âíóòðèêëå-

òî÷íîé ñðåäå. Â ñâîþ î÷åðåäü, ýòà ñïîñîáíîñòü îïðåäåëÿåòñÿ ïîâåðõíîñòíûìè 

ñâîéñòâàìè áåëêîâûõ ìîëåêóë, ïðåäñòàâëÿþùèõ ñîáîé ñëîæíûì îáðàçîì óëî-

æåííóþ ïîëèïåïòèäíóþ öåïü. Âûñîêàÿ ýôôåêòèâíîñòü è ñïåöèôè÷íîñòü ìî-

ëåêóëÿðíûõ âçàèìîäåéñòâèé áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ ïðîäóêòîì äëèòåëüíîé ýâîëþ-

öèè æèâûõ îðãàíèçìîâ, è â íàñòîÿùåå âðåìÿ ýòî ñâîéñòâî øèðîêî èñïîëüçó-

åòñÿ â íàó÷íîé ïðàêòèêå êàê äëÿ ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé, òàê è äëÿ 

ðåøåíèÿ ïðèêëàäíûõ çàäà÷. Ñâÿçûâàíèå áåëêàìè ìîëåêóë-ìèøåíåé  ìîæåò  

áûòü îïèñàíî â òåðìèíàõ ýëåêòðîñòàòè÷åñêèõ è/èëè ãèäðîôîáíûõ âçàèìîäåé-

ñòâèé, êîòîðûå ìîãóò èãðàòü êàê ïîçèòèâíóþ ðîëü, îáåñïå÷èâàÿ âûñîêóþ ýô-

ôåêòèâíîñòü ñâÿçè [1], òàê è íåãàòèâíóþ, ïðèâîäÿ ê íåêîíòðîëèðóåìîé àãðåãà-

öèè [2–4]. 

Âáëèçè ïîâåðõíîñòè áåëêîâîé ìàêðîìîëåêóëû ìíîãèå ïàðàìåòðû ñðåäû 

(ðàñòâîðèòåëÿ), òàêèå êàê pH, ïîëÿðíîñòü, êîíöåíòðàöèè ñîðàñòâîðèòåëåé è 

ýëåêòðîëèòîâ, ìîãóò îòêëîíÿòüñÿ îò ñâîèõ îáúåìíûõ çíà÷åíèé âäàëè îò ïî-

âåðõíîñòè [5]. Ïðåäìåòîì îñîáîãî èíòåðåñà ÿâëÿåòñÿ çàðÿäîâàÿ íåîäíîð îä-

íîñòü áåëêîâîé ïîâåðõíîñòè, èãðàþùàÿ ñóùåñòâåííóþ ðîëü â ôàçîâîì ïîâå-

äåíèè áåëêîâî -ïîëèìåðíûõ ñìåñåé [6], àäñîðáöèè áåëêîâ íà çàðÿæåííûõ è 

ôóíêöèîíàëèçèðîâàííûõ òâåðäûõ ïîâåðõíîñòÿõ [7], ìåõàíèçìàõ  ñòàáèëèçà-

öèè áåëîê-áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ [8], à òàêæå â ðÿäå äðóãèõ ÿâëåíèé, ñâÿçàííûõ 
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ñ áèîñîâìåñòèìîñòüþ ìàòåðèàëîâ è ðåãóëÿöèåé ìåæìîëåêóëÿðíûõ âçàèìîäåé-

ñòâèé. Íåñìîòðÿ íà ïîâûøåííîå âíèìàíèå ê ýòîìó ïàðàìåòðó, äî íàñòîÿùåã î 

âðåìåíè íå ïðåäëîæåí óíèâåðñàëüíûé ýêñïåðèìåíòàëüíûé ïîäõîä, ïîçâîëÿ þ-

ùèé îöåíèòü åãî êîëè÷åñòâåííóþ õàðàêòåðèñòèêó, êîòîðàÿ èìååò ïðèíöèïè-

àëüíîå çíà÷åíèå äëÿ ïîíèìàíèÿ ðàçíîîáðàçíûõ áèîëîãè÷åñêèõ ôóíêöèé áåë-

êîâ è ðàöèîíàëüíîãî äèçàéíà ìàêðîìîëåêóë ñ çàäàííûìè ôóíêöèîíàëüíûìè 

ñâîéñòâàìè. Èçìåíåíèå ïîëÿðíîñòè áåëêîâîé ïîâåðõíîñòè ìîæåò ñâèäåòåëü-

ñòâîâàòü î ìîäèôèêàöèè ãèäðîôîáíûõ âçàèìîäåéñòâèé, ñòàáèëèçèðóþùèõ å¸ 

òðåõìåðíóþ ñòðóêòóðó, è, êàê ñëåäñòâèå, î íàðóøåíèè íàòèâíîãî êîíôîðìà-

öèîííîãî ñîñòîÿíèÿ (ïðèðîäíîé, ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíîé ôîðìû áåëêà). Äëÿ  

îöåíêè ïîâåðõíîñòíûõ ñîñòîÿíèé áåëêîâ îñîáîå ðàñïðîñòðàíåíèå ï îëó÷èëè 

ìåòîäû ôëóîðåñöåíòíîé ñïåêòðîñêîïèè ñ èñïîëüçîâàíèåì âíóòðåííèõ è âíåø-

íèõ ôëóîðåñöåíòíûõ ìåòîê.  

Òðèïòîôàí è òèðîçèí (àðîìàòè÷åñêèå àìèíîêèñëîòû, âõîäÿùèå â ñîñòàâ 

áåëêà) èãðàþò ðîëü åñòåñòâåííûõ âíóòðåííèõ ôëóîðåñöåíòíûõ ìåòîê, ÷óâ-

ñòâèòåëüíûõ ê êîíôîðìàöèîííûì ïåðåñòðîéêàì ìàêðîìîëåêóë. Òèðîçèí, îá-

ëàäàÿ áîëåå íèçêèì êâàíòîâûì âûõîäîì ôëóîðåñöåíöèè ïî ñðàâíåíèþ ñ òðèï-

òîôàíîì, âî ìíîãèõ ñëó÷àÿõ ÿâëÿåòñÿ  äîíîðîì ýíåðãèè äëÿ òðèïòîôàíîâûõ 

àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ÷àñòü ýíåðãèè, ïîãëîùåííîé òè-

ðîçèíîì, ïðîÿâëÿåòñÿ â âèäå óñèëåííîé ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíà. Ïî ýòîìó, 

ãîâîðÿ î ñîáñòâåííîé ëþìèíåñöåíöèè áåëêîâ, â ïîäàâëÿþùåì áîëüøèíñòâå 

ñëó÷àåâ ïîäðàçóìåâàþò èñïóñêàíèå òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ. Èíäèâèäóàëü-

íûå êîìïîíåíòû ñòàöèîíàðíûõ ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè ñëîæíûõ áåëêîâ ìî-

ãóò áûòü èäåíòèôèöèðîâàíû íà îñíîâå äèñêðåòíîé ìîäåëè ñîñòîÿíèé òðèïòî-

ôàíîâûõ îñòàòêîâ, ïðåäëîæåííîé Ý.  À. Áóðøòåéíîì è ñîàâòîðàìè [9]. Èñïîëü-

çóÿ ñòàòèñòè÷åñêèé àíàëèç ôîðì è ïîëîæåíèé ñïåêòðîâ ëþìèíåñöåíöèè òðèï-

òîôàíà äëÿ áîëüøîãî ÷èñëà áåëêîâ â ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ, à òàêæå ñîïîñòàâëÿÿ 

ýòè äàííûå ñî ñòðóêòóðíûìè ïàðàìåòðàìè, òàêèìè êàê ïîëÿðíîñòü è ïîäâèæ-

íîñòü ìèêðîîêðóæåíèÿ ôëóîðîôîðà, àâòîðû âûäåëèëè ïÿòü íàèáîëåå âåðîÿò -
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íûõ ñïåêòðàëüíûõ ôîðì (êëàññîâ) òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ â ñîñòàâå áåëêî-

âûõ ìîëåêóë. Ýòî ïîçâîëÿåò ñâÿçûâàòü ðåãèñòðèðóåìûé ôëóîðåñöåíòíûé ñèã-

íàë ñ îïðåäåëåííûì òðèïòîôàíîâûì îñòàòêîì è ïðîñëåæèâàòü êîíôîðìàöè-

îííóþ ñòàáèëüíîñòü áåëêîâ ïðè äåíàòóðàöèè áåç èñïîëüçîâàíèÿ âíåøíè õ êðà-

ñèòåëåé – ïî óìåíüøåíèþ èíòåíñèâíîñòè è êðàñíîìó ñìåùåíèþ ìàêñèìóìà 

ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíà, îáóñëîâëåííûìè ðîñòîì äîñòóïíîñòè âîäû è 

äðóãèõ òóøèòåëåé [10] (ðèñ. 4.1).  

 
Ðèñóíîê 4.1. Ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè èíäîëà (õðîìîôîðíîé ãðóïïû òðèïòîôàíà)  
â íåïîëÿðíîì è ïîëÿðíîì ðàñòâîðèòåëÿõ, ãåêñàíå  (1) è âîäå (5) ñîîòâåòñòâåííî. 

Ïðîìåæóòî÷íûå ñïåêòðû 2–4 ñîîòâåòñòâóþò ðàçëè÷íûì êîíöåíòðàöèÿì  
ãåêñàíî-áóòàíîëüíîé ñìåñè. Àäàïòèðîâàíî èç [11]  

Äîïîëíèòåëüíûì èñòî÷íèêîì èíôîðìàöèè ÿâëÿåòñÿ âðåìÿ -ðàçðåøåí-

íàÿ ôëóîðåñöåíòíàÿ ñïåêòðîñêîïèÿ òðèïòîôàíà, êîòîðàÿ ïîçâîëÿåò â ðàìêàõ  

åäèíîãî ìåòîäîëîãè÷åñêîãî ïîäõîäà êîëè÷åñòâåííî îïèñûâàòü ðàçìåðû è 

ôîðìó áåëêîâûõ ÷àñòèö, îðèåíòàöèþ ïåïòèäíûõ ôðàãìåíòîâ â  ìåìáðàíàõ, 

ñòåïåíü ãèäðàòàöèè è ïîëÿðíîñòè ìèêðîñðåäû, à òàêæå õàðàêòåðèñòèêè ñâÿçû-

âàíèÿ è êîíôîðìàöèîííûõ ïåðåõîäîâ, ñîïðîâîæäàþùèõ âçàèìîäåéñòâèå áè î-

ëîãè÷åñêèõ ìàêðîìîëåêóë, íàïðèìåð, ñ ëåêàðñòâåííûìè âåùåñòâàìè [12].  

Â ðàáîòå Å. Â. Íåìöåâîé ñ ñîàâòîðàìè [13] ðàññìîòðåíî  çàòóõàíèå ôëó-

îðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ òðåõ ìîäåëüíûõ áåëêîâ: ñûâîðîòî÷íûé  
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àëüáóìèí ÷åëîâåêà (×ÑÀ, îäèí îñòàòîê òðèïòîôàíà), ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí 

áûêà (ÁÑÀ, äâà îñòàòêà òðèïòîôàíà) è áàêòåðèàëüíàÿ ëþöèôåðàçà 

Photobacterium leiognathi (ÁË, ñåìü îñòàòêîâ òðèïòîôàíà). Âî âñåõ òðåõ áåëêàõ 

òðèïòîôàíîâûå îñòàòêè ðàñïîëàãàþòñÿ â ðàçëè÷íîì ìèêðîîêðóæåíèè  – îò ãëó-

áîêî ãèäðîôîáíûõ äî ðàñïîëîæåííûõ â ïðèïîâåðõíîñòíîé îáëàñòè. À âòîðàìè 

óñòàíîâëåíî, ÷òî â èçó÷åííûõ áåëêàõ â íàòèâíîì è äåíàòóðèðîâàííîì ñîñòîÿ-

íèÿõ çàòóõàíèå ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ îï èñû-

âàåòñÿ ñóììîé òðåõ ýêñïîíåíöèàëüíûõ êîìïîíåíò ñ ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àþ-

ùèìèñÿ âðåìåíàìè æèçíè. Â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè (ðèñ.  4.2 à) äëÿ âñåõ áåëêîâ 

âûÿâëåí åäèíûé íàáîð âðåìåí, íå çàâèñÿùèé îò ÷èñëà òðèïòîôàíîâûõ îñòàò-

êîâ è îñîáåííîñòåé èõ ðàñïîëîæåíèÿ â òðåõìåðíîé ñòðóêòóðå áåëêà: «äëèí-

íàÿ» êîìïîíåíòà ñ âðåìåíåì æèçíè ôëóîðåñöåíòíîãî ñîñòîÿíèÿ îêîëî 6 ?7 íñ, 

«ñðåäíÿÿ» êîìïîíåíòà ñ âðåìåíåì æèçíè 2,0?2,3 íñ è «êîðîòêàÿ» êîìï îíåíòà 

ñ âðåìåíåì • 0,16 íñ, ïðè÷åì âêëàä ïîñëåäíåé â ñóììàðíûé ñòàöèîíàðíûé 

ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè îêàçûâàåòñÿ íåçíà÷èòåëüíûì. Ïîõîæèå íàáîðû çíà÷å-

íèé áûëè ïîëó÷åíû è äëÿ ðÿäà äðóãèõ áåëêîâ ñ ðàçëè÷íûì ñîäåðæàíèåì òðèï-

òîôàíîâ, ÷òî ïîçâîëÿåò ñâÿçûâàòü ýòè âðåìåíà ñ îïðåäåëåííûìè êîíôîðìàöè-

îííûìè ñîñòîÿíèÿìè òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ, à íå ñ êîíêðåòíûì òèïîì 

áåëêà [14]. 

Äîïîëíèòåëüíî ïîêàçàíî, ÷òî äåíàòóðàöèÿ áåëêîâ ãóàíèäèíãèäðîõëîðè-

äîì (ðèñ.  4.2 á) ïðèâîäèò ê ñîãëàñîâàííîìó ñíèæåíèþ âðåìåí æèçíè «äëèí-

íîé» è «ñðåäíåé» êîìïîíåíò ïðèìåðíî äî  4,4?4,6 íñ è 1,7?1,8 íñ ñîîòâåò-

ñòâåííî , ïðè îäíîâðåìåííîì âûðàâíèâàíèè èõ âêëàäîâ â ñóììàðíûé ñïåêòð, 

à òàêæå ê âûðàæåííîìó áàòîõðîìíîìó ñäâèãó êàê ñòàöèîíàðíûõ, òàê è âðå-

ìåííî -ðàçðåøåííûõ ñïåêòðîâ èçëó÷åíèÿ. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò îá óâåëè÷åíèè 

ïîëÿðíîñòè è ïîäâèæíîñòè ìèêðîñðåäû òðèïòîôàíà â ðàçâåðíóòîé ïî ëèïåï-

òèäíîé öåïè.  
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"  9 

Pècóíîê  4.2. Ðàçëîæåíèå ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè áåëêà íà êîìïîíåíòû, 
àññîöèèðîâàííûå c âðåìåíàìè æèçíè (â íñ)  ôëóîðåñöåíòíîãî ñîñòîÿíèÿ,  

äëÿ ×ÑÀ â íàòèâíîì (à) è äåíàòópèpîâàííîì (á) ñîñòîÿíèÿõ . Àäàïòèðîâàíî èç [13]  

Ñóùåñòâåííûì ðåçóëüòàòîì ñòàëî âûÿâëåíèå áëèçêèõ çíà÷åíèé äëèí 

âîëí ìàêñèìóìà è ïîëóøèðèí ñïåêòðàëüíûõ êîíòóðîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ðàç-

íûì âðåìåííûì êîìïîíåíòàì äëÿ âñåõ áåëêîâ âíóòðè îäíîé êîíôîðìàöèîí-

íîé ãðóïïû (ðèñ.  4.2 à, á). Â íàòèâíîì ñîñòîÿíèè ìàêñèìóìû êîìïîíåíò 

ñ äëèííûì, ñðåäíèì è êîðîòêèì âðåìåíåì æèçíè ðàñïîëàãàþòñÿ ïðèìåðíî  

ïðè 342, 328 è 315 íì, òîãäà êàê â äåíàòóðèðîâàííîì ñîñòîÿíèè ñìåùàþòñÿ  ê 

350, 343 è 317?320 íì ñîîòâåòñòâåííî, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ôóíäàìåíòàëü-

íîì ñõîäñòâå ñïåêòðàëüíî -âðåìåííûõ õàðàêòåðèñòèê òðèïòîôàíà â áåëêàõ ðàç-

ëè÷íîé ïðèðîäû è ñòåïåíè ñëîæíîñòè.  

Èíòåðïðåòàöèÿ ôëóîðåñöåíöèè âíóòðåííèõ òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ 

îñòàåòñÿ ñëîæíîé çàäà÷åé èç-çà ñîâìåñòíîãî âëèÿíèÿ ìíîæåñòâà ôàêòîðîâ, 

âêëþ÷àÿ ïîëÿðíîñòü ñðåäû, òóøåíèå ñîñåäíèìè àìèíîêèñëîòíûìè îñòàòêàìè, 

pH, òåìïåðàòóðó, ïðèñóòñòâèå äåíàòóðàíòîâ è äðóãèõ ìîäèôèöèðóþùèõ àãåí-

òîâ [12, 15]. Ïðè àêêóðàòíîì ýêñïåðèìåíòàëüíîì èñïîëíåíèè âðåìÿ -ðàçðå-

øåííàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ ýòîãî ïðèðîäíîãî ôëóîðîôîðà îñòàåòñÿ îäíèì è ç 

íàèáîëåå èíôîðìàòèâíûõ è íàèìåíåå èíâàçèâíûõ ìåòîäîâ èññëåäîâàíèÿ 

ñòðóêòóðû è äèíàìèêè áèîìîëåêóë. 
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Íàðÿäó ñ åñòåñòâåííîé ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêîé òðèïòîôàíîì äëÿ îöåíêè 

ýëåêòðîñòàòè÷åñêèõ ñâîéñòâ áåëêîâ áûëà ïðåäëîæåíà åãî ñèíòåòè÷åñêàÿ ïðî-

èçâîäíàÿ 4!öèàíîòðèïòîôàí (4 -CN-Trp) – íåïðèðîäíàÿ àìèíîêèñëîòà ñ ÿðêî -

ñèíåé ôëóîðåñöåíöèåé ñ áîëåå âûñîêèì êâàíòîâûì âûõîäîì, ÷åì ó òðèïòî-

ôàíà. Èìåþòñÿ îöåíêè ïîëÿðíîñòè è ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ â îäíîðîäíîì ð àñ-

òâîðèòåëå â îòñóòñòâèå áåëêà, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ýòîãî ôëóîðîôîðà [16]. 

Îäíàêî äàæå ïðè òàêèõ óñïåøíûõ ïîäõîäàõ ãîâîðèòü î ïîëíîöåíí îé îöåíêå 

ýëåêòðîñòàòè÷åñêèõ ñâîéñòâ áåëêà ïîêà íå ïðèõîäèòñÿ. 

Ïîìèìî ðàññìîòðåííûõ âíóòðåííèõ ôëóîðåñöåíòíûõ ìåòîê áåëêà, äëÿ 

îöåíêè åãî ïîâåðõíîñòíûõ ñâîéñòâ ìîãóò èñïîëüçîâàòüñÿ è âíåøíèå ìåòêè  – 

íèçêîìîëåêóëÿðíûå ôëóîðîôîðû è êðàñèòåëè (â òîì ÷èñëå ñïåöèàëüíî ñèíòå-

çèðîâàííûå), ñïîñîáíûå ñïåöèôè÷íî ðåàãèðîâàòü êàê â öåëîì íà ïðèñóòñòâèå 

áåëêîâ â ðàñòâîðå, òàê è íà îòäåëüíûå ïàðàìåòðû èõ ïîâåðõíîñòè [17].  

Äëÿ ðåàëèçàöèè ïîñëåäíåé çàäà÷è íåîáõîäèìî áûòü óâåðåííûì, ÷òî ê ðàñèòåëü 

â òå÷åíèå âñåãî âðåìåíè èçìåðåíèÿ íàõîäèòñÿ èìåííî íà ïîâåðõíîñòè áåëêà. 

Ðåøèòü ïðîáëåìó ëîêàëèçàöèè ìåòêè ìîæíî ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî 

çîíäà  – ôëóîðåñöåèí-5-èçîòèîöèàíàòà, êîòîðûé ïðè ïðîâåäåíèè ñòàíäàðòíîé 

ïðîöåäóðû êîâàëåíòíî ñâÿçûâàåòñÿ ñ NH2!ãðóïïàìè íà ïîâåðõíîñòè áåëêîâîé 

ìàêðîìîëåêóëû.  

Àíàëèç ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ ÔÈÒÖ, êîíúþãèðîâàííîãî ñ áåëêîì â ðà-

áîòå Ò. Îòîñó è ñîàâòîðîâ [18], ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé âàæíûé øàã ê êîëè÷åñòâåí-

íîìó îïèñàíèþ ëîêàëüíîãî pH íà ïîâåðõíîñòè ðàñòâîðèìûõ ãëîáóë ÿðíûõ áåë-

êîâ è äåìîíñòðèðóåò ýêñïåðèìåíòàëüíûé ïîäõîä, ïîçâîëÿþùèé îòäåëèòü 

âêëàä ëîêàëüíîé äèýëåêòðè÷åñêîé ñðåäû âáëèçè áåëêà îò ãðàäèåíòà pH. Àâ-

òîðû èñïîëüçóþò ëèçîöèì êóðèíîãî áåëêà (ËÊÁ) êàê ìîäåëüíûé îáúåêò, õî-

ðîøî îõàðàêòåðèçîâàííûé â èññëåäîâàíèÿõ ñâîðà÷èâàíèÿ, êðèñòàëëèçàöèè 

è ñòðóêòóðíîé ñòàáèëüíîñòè, è èçâåñòíûé âûñîêèì çíà÷åíèåì èçîýëåêòðè÷å-

ñêîé òî÷êè (pI + 11,4), ÷òî ãàðàíòèðóåò íàëè÷èå ïîëîæèòåëüíîãî çàðÿäà â øè-

ðîêîì äèàïàçîíå pH. Âàæíîé ïðåäïîñûëêîé âûáðàííîé ìîäåëè ÿâëÿåòñÿ êîí-
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ôîðìàöèîííàÿ óñòîé÷èâîñòü ËÊÁ â èíòåðâàëå pH 3?9, ÷òî ïîçâîëÿåò èíòåð-

ïðåòèðîâàòü èçìåíåíèÿ ñïåêòðàëüíûõ õàðàêòåðèñòèê çîíäà èìåííî â òåðìèíàõ 

èçìåíåíèÿ ïðîòîíèðîâàíèÿ è ìèêðîñðåäû, à íå ãëîáàëüíîé äåíàòóðàöèè áåëêà.

Â ðåçóëüòàòå ïðîâåäåííîãî ñïåêòðàëüíîãî àíàëèçà pH-çàâèñèìûõ ñïåê-

òðîâ ïîãëîùåíèÿ ÔÈÒÖ, êîíúþãèðîâàííîãî ñ ëèçîöèìîì, áûëî ïîêàçàí î, ÷òî 

ëîêàëüíûé pH âáëèçè ïîâåðõíîñòè áåëêà ñèñòåìàòè÷åñêè âûøå, ÷åì pH â îáú-

åìå ðàñòâîðà. Ýòî áûëî óñòàíîâëåíî ïóòåì ñîïîñòàâëåíèÿ «êàæóùèõñÿ» êîí-

ñòàíò êèñëîòíîñòè çîíäà pKa, îïðåäåëÿåìûõ îòíîñèòåëüíî îáúåìíîãî pH, ñ åãî 

«âíóòðåííèìè» p Ka, èçìåðåííûìè â ìîäåëüíîé ñðåäå ñ ýêâèâàëåíòíîé äèýëåê-

òðè÷åñêîé ïîñòîÿííîé (â âîäíî -àöåòîíîâîì ðàñòâîðå). Ïîëîæèòåëüíîå ñìåùå-

íèå pKa àâòîðû èíòåðïðåòèðóþò êàê ñëåäñòâèå ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî îòòàëêè-

âàíèÿ ïðîòîíîâ îò ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííîé ïîâåðõíîñòè áåëêà ñ âûñîêîé 

èçîýëåêòðè÷åñêîé òî÷êîé (ðèñ.4.3).

Ðèñóíîê 4.3. Èëëþñòðàöèÿ ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî îòòàëêèâàíèÿ ïðîòîíîâ 
îò çàðÿæåííîé ïîâåðõíîñòè áåëêà ïðè èçìåíåíèè pH

Àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî ðàçíîñòü ìåæäó ëîêàëüíûì è îáúåìíûì pH âîçðàñ-

òàåò ïðè ñíèæåíèè pH îáúåìíîé ôàçû, òî åñòü ïî ìåðå óñèëåíèÿ ñóììàðíîãî 

ïîëîæèòåëüíîãî çàðÿäà áåëêà çà ñ÷åò ïðîòîíèðîâàíèÿ äîïîëíèòåëüíûõ èîíè -

çèðóåìûõ ãðóïï. Àíàëîãè÷íûå çàêîíîìåðíîñòè áûëè îáíàðóæåíû è äëÿ äðó-

ãîãî áåëêà – ïàïàèíà, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî pH-çàâèñèìîå îòòàëêèâà-
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íèå ïðîòîíîâ ÿâëÿåòñÿ îáùåé õàðàêòåðèñòèêîé áåëêîâ ñ âûñîêèì pI, à îïðåäå-

ëÿþùèì ôàêòîðîì ëîêàëüíîãî pH ñëóæèò èìåííî ñóììàðíûé çàðÿä áåëêîâîé 

ãëîáóëû, à íå ñïåöèôè÷åñêèå ëîêàëüíûå âçàèìîäåéñòâèÿ çîíäà. Ïîëó÷åííûå 

äàííûå ïîä÷åðêèâàþò íåîáõîäèìîñòü ó÷èòûâàòü ëîêàëüíûé pH ïðè èíòåðï ðå-

òàöèè ïðîòîíèðîâàíèÿ ôóíêöèîíàëüíûõ àìèíîêèñëîò è, ñëåäîâàòåëüíî, ïðè 

îïèñàíèè êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè è ñâÿçûâàíèÿ ëèãàíäîâ íà ïîâåðõíîñòè 

áåëêîâ. 

4.2. Ïàðàìåòðû áåëêà, ïîëó÷àåìûå ìåòîäàìè  

ìîëåêóëÿðíîãî ìîäåëèðîâàíèÿ  

Çíàíèå êðèñòàëëè÷åñêîé ñòðóêòóðû áåëêà è øèðîêèé íàáîð äîñòóïíûõ 

ìåòîäîâ ðàñ÷åòà, îáçîð êîòîðûõ âûõîäèò çà ðàìêè ìîíîãðàôèè (ñì., íàïðèìåð, 

[19–20]), ïîçâîëÿþò âèçóàëèçèðîâàòü ôîðìó áåëêà, çàðÿäîâîå ðàñïðåäåëåíèå 

íà ïîâåðõíîñòè, à òàêæå êîëè÷åñòâåííî îöåíèòü ðÿä âàæíûõ ïàðàìåòðîâ. Ê òà-

êèì ïàðàìåòðàì ìîæíî îòíåñòè:  

1. Îáùèé çàðÿä áåëêà ïðè ôèêñèðîâàííîì pH, qn, e. 

2. Îáùóþ  ïëîùàäü ïîâåðõíîñòè, äîñòóïíóþ ðàñòâîðèòåëþ, SASA, íì  2. 

3. Ïëîùàäü ãèäðîôîáíîé ïîâåðõíîñòè SASAphob, íì  2. 

4. Ðàäèóñ èíåðöèè Rg, íì.  

Îïðåäåëåíèå ñóììàðíîãî çàðÿäà è ðàñïðåäåëåíèÿ çàðÿæåííûõ ãðóïï íà  

ïîâåðõíîñòè áåëêà ÿâëÿåòñÿ ïðèíöèïèàëüíî âàæíûì äëÿ îïèñàíèÿ åãî ðàñòâî -

ðèìîñòè, óñòîé÷èâîñòè â ðàñòâîðå è ñêëîííîñòè ê àãðåãàöèè. Ðàñ÷åò îáùåé 

ïëîùàäè ïîâåðõíîñòè ïîçâîëÿåò êîëè÷åñòâåííî îõàðàêòåðèçîâàòü ñòåïåíü 

êîìïàêòíîñòè è ðàçâåðíóòîñòè áåëêîâîé ìîëåêóëû, òîãäà êàê ïëîùàäü ãèäðî-

ôîáíîé ïîâåðõíîñòè îïèñûâàåò äîëþ íåïîëÿðíûõ ó÷àñòêîâ, äîñòóïíûõ âî ä-

íîé ôàçå, è òåì ñàìûì îòðàæàåò ñîñòîÿíèå ãèäðîôîáíîãî ÿäðà áåëêà. Ðàäèóñ 

èíåðöèè âûñòóïàåò êëþ÷åâûì ïàðàìåòðîì äëÿ õàðàêòåðèçàöèè êîìïàêòíîñòè 

ñâåðíóòîãî ñîñòîÿíèÿ áåëêà è àíàëèçà åãî èçìåíåíèé âî âðåìåíè, â òîì ÷èñëå 

ïðè êîíôîðìàöèîííûõ ïåðåõîäàõ è ÷àñòè÷íîé äåíàòóðàöèè.  
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Àâòîðû [21] ïðîâåëè ñîîòâåòñòâóþùèå ðàñ÷åòû äëÿ ÷åòûðåõ ãëîáóëÿð-

íûõ áåëêîâ,  ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ìîëåêóëÿðíîé ìàññå, çàðÿäîâûì õàðàêòåðèñòè-

êàì, òîïîëîãèè è áèîëîãè÷åñêîé ôóíêöèè  – îò êîìïàêòíîãî ôåðìåíòà âðîæ-

äåííîãî èììóíèòåòà äî êðóïíîãî òðàíñïîðòíîãî áåëêà ñûâîðîòêè è ôåðìåí òà 

áèîëþìèíåñöåíòíîé ñèñòåìû. Ýòî ëèçîöèì êóðèíîãî áåëêà (ËÊÁ), êàðáîíãèä-

ðàçà Á áûêà vv (ÊÀÁ), áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí (ÁÑÀ) è áàêòåðèàëüíàÿ 

ëþöèôåðàçà èç Photobacterium leiognathi (ÁË). Òàêîé âûáîð îáåñïå÷èâàåò øè-

ðîêèé äèàïàçîí âåëè÷èíû çàðÿäà, îáùåé è ãèäðîôîáíîé ïëîùàäè ïîâå ðõíîñòè 

è êîìïàêòíîñòè ñòðóêòóðû. 

Ðàñïðåäåëåíèå çàðÿäîâ íà ïîâåðõíîñòè áåëêîâ ïðè ðÍ 6,5 íàãëÿäíî ïðåä-

ñòàâëåíî íà ðèñóíêå 4.4 è äåìîíñòðèðóåò, ÷òî ïîâåðõíîñòü ËÊÁ ïðåèìóùå-

ñòâåííî è äîñòàòî÷íî ðàâíîìåðíî çàðÿæåíà ïîëîæèòåëü íî, òîãäà êàê ÊÀÁ õàðàê-

òåðèçóåòñÿ íàèáîëüøåé ïëîùàäüþ íåçàðÿæåííîé îáëàñòè. Ïîâåðõíîñòü ÁÑÀ, íå-

ñìîòðÿ íà îòðèöàòåëüíîå çíà÷åíèå ñóììàðíîãî çàðÿäà qn, ñîäåðæèò âûðàæåííûé 

ïîëîæèòåëüíî çàðÿæåííûé ó÷àñòîê, à ïîâåðõíîñòü ÁË â ðàññìàòðèâàåìûõ óñëî-

âèÿõ â öåëîì ðàâíîìåðíî çàðÿæåíà îòðèöàòåëüíî. Ïîëó ÷åííûå ìåòîäàìè ìîëå-

êóëÿðíîãî ìîäåëèðîâàíèÿ õàðàêòåðèñòèêè áåëêîâ îòðàæåíû â òàáë. 4.1. 

Òàáëèöà 4.1. Çàðÿäîâûå è ñòðóêòóðíûå õàðàêòåðèñòèêè èññëåäîâàííûõ áåëêîâ 

¹  Ïàðàìåòð  
Áåëêè 

ËÊÁ ÊÀÁ ÁÑÀ ÁË 
1 Mw, êÄà 14,3 29,0 66,6 79,0 
2 pI 11,4 5,9 4,8 4,7 
3 qn ïðè  ðÍ  6,50, e +9 –2 –11 –21 
4 SASA, íì 2 68,7 114,5 287,7 286,3 
5 SASAphob, íì  2 29,2 58,2 145,5 131,8 
6 qnd,  e/íì 2 +1,31.10–1 –1,75.10–2 –3,82.10–2 –7,33.10–2 
7 Rg, Å 16,4 18,0 27,0 26,9 

* Mw – ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà è pI – èçîýëåêòðè÷åñêàÿ òî÷êà âçÿòû èç [18, 22–24];  
qn – îáùèé çàðÿä áåëêà;  
SASA – îáùàÿ ïëîùàäü ïîâåðõíîñòè, äîñòóïíàÿ ðàñòâîðèòåëþ;  
SASAphob – ïëîùàäü ãèäðîôîáíîé ïîâåðõíîñòè;  
qnd – óäåëüíûé çàðÿä áåëêà (qn/SASA);  
e – ýëåìåíòàðíûé çàðÿä;  
Rg – ðàäèóñ èíåðöèè. 
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Äåòàëüíûé àíàëèç ñòðóêòóðíûõ ñâîéñòâ ËÊÁ, ÊÀÁ, ÁÑÀ è ÁË âûÿâèë 

ðÿä çàêîíîìåðíîñòåé â ýòîì íàáîðå:  

(i) ïðè pH 6,50 ñóììàðíûé çàðÿä áåëêîâ èçìåíÿåòñÿ îò <9 (ËÊÁ)  

äî –21 (ÁË), ÷òî îáóñëîâëåíî ðàçëè÷èåì èõ çíà÷åíèé pI; 

(ii) ÁÑÀ è ÁË, íåñìîòðÿ íà ðàçëè÷èå ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ ïðèìåðíî íà 

18%, õàðàêòåðèçóþòñÿ î÷åíü áëèçêèìè çíà÷åíèÿìè ïàðàìåòðîâ SASA è Rg, ÷òî 

îáóñëîâëåíî äîñòàòî÷íî ñëîæíîé ôîðìîé ýòèõ ìîëåêóë (ðèñ.  4.3); 

(iii) ïîâåðõíîñòü ÁÑÀ îáëàäàåò íàèáîëüøåé ãèäðîôîáíîé (íåçàðÿæåí-

íîé) îáëàñòüþ.  

 
Ðèñóíîê 4.4. Ðàñïðåäåëåíèå ýëåêòðîñòàòè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà ïðè ðÍ 6,50  

íà ïîâåðõíîñòè áåëêîâ: ËÊÁ, ÊÀÁ, ÁÑÀ è ÁË. Áåëêè ïîêàçàíû â îäíîì ìàñøòàáå [ 21] 
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4.3. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ è ôëóîðåñöåíòíûå ñâîéñòâà ÔÈÒÖ,   

êîíúþãèðîâàííîãî ñ áåëêàìè  

Â ðàñòâîðå ñ ôèêñèðîâàííûìè õàðàêòåðèñòèêàìè (pH 6,5, ôîñôàòíûé 

áóôåð 0,05 Ì, òåìïåðàòóðà 25 °Ñ) äëÿ ÔÈÒÖ, êîíüþãèðîâàííîãî ñ ÷åòûðüìÿ 

ðàçëè÷íûìè áåëêàìè, áûëè ïîëó÷åíû ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ, îòëè÷íûå êàê äðóã  

îò äðóãà, òàê è îò ïîãëîùåíèÿ ÔÈÒÖ â ñâîáîäíîì ñîñòîÿíèè (ðèñ.  4.5). Ñïåê-

òðàëüíîå ðàçëè÷èå ïðîÿâëÿåòñÿ êàê â ôîðìå êîíòóðà, òàê è â ïîëîæåíèè ìàê-

ñèìóìà. Ñàìûé áîëüøîé áàòîõðîìíûé ñäâèã ïî ñðàâíåíèþ ñ ìåòêîé â ñâîáî ä-

íîì ñîñòîÿíèè ïîêàçàë êîíúþãàò ÔÈÒÖ -ÁÑÀ. Áàòîõðîìíûå ñäâèãè ïîëîñ ïî-

ãëîùåíèÿ ôëóîðåñöåèíà îáúÿñíÿþòñÿ ñíèæåíèåì ïîëÿðíîñòè ìèêðî-

ñðåäû [18], òîãäà êàê äåôîðìàöèÿ ôîðìû ñïåêòðà óêàçûâàåò íà èçìåíåíèå èîí-

íîãî ðàâíîâåñèÿ.  

 
Ðèñóíîê 4.5. Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ ÔÈÒÖ, ñâîáîäíîãî è êîâàëåíòíî ñâÿçàííîãî  

ñ áåëêàìè, â áóôåðå pH 6,50 è ïðèìåð ðàçëîæåíèÿ ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ ñâîáîäíîãî 
ÔÈÒÖ íà ìîíîàíèîííóþ (Ì) è äèàíèîííóþ ( D) ñîñòàâëÿþùèå 

Èîííîå ðàâíîâåñèå ìåòêè íà ïîâåðõíîñòè áåëêà îöåíèâàåòñÿ ïî ñîîòíî-

øåíèþ êîíöåíòðàöèé äèàíèîííîé è àíèîííîé ôîðì ôëóîðåñöåèíà, êîò îðîå 

ìîæíî îöåíèòü êîëè÷åñòâåííî ïóòåì ðàçëîæåíèÿ íà ñîîòâåòñòâóþùèå êîí-
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òóðû ñ îïðåäåëåíèåì èõ àìïëèòóäíîãî âêëàäà. Òàêîå ðàçëîæåíèå áûëî âûïîë-

íåíî ïî ìåòîäó, îïèñàííîìó â ãëàâå 3, è  ïîçâîëèëî îïðåäåëèòü äâà íåçàâèñè-

ìûõ ïàðàìåòðà: ñîîòíîøåíèå êîíöåíòðàöèé D è M ôîðì ([D]/[M]) è ñä âèã ìàê-

ñèìóìà ïîëîñû ïîãëîùåíèÿ D ôîðìû (*I D) îòíîñèòåëüíî ñïåêòðà ÔÈÒÖ 

â ñâîáîäíîì ñîñòîÿíèè (òàáë . 4.2). Îáà ïàðàìåòðà â èññëåäîâàííîì ðÿäó êðà-

ñèòåëåé âàðüèðóþòñÿ â øèðîêèõ ïðåäåëàõ: âåëè÷èíà [D]/[M ] èçìåíÿëàñü îò 

0,90/0,10 (ËÊÁ) äî 0,24/0,76 (ÁË), ìàêñèìàëüíîå çíà÷åíèå *ID ñîñòàâèëî 

12,1 íì (ÁÑÀ).  

Ñäâèã ïîëîñû ïîãëîùåíèÿ D ôîðìû ÔÈÒÖ, êîâàëåíòíî ñâÿçàííîãî ñ áåë-

êàìè, îòíîñèòåëüíî ñïåêòðà ñâîáîäíîãî ÔÈÒÖ â áóôåðí îì ðàñòâîðå ïðè pH 9, 

ãäå ïðåîáëàäàåò D ôîðìà, ìîæåò ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê ìåðà èçìåíåíèÿ ïîë ÿðíî-

ñòè ìèêðîîêðóæåíèÿ çîíäà. Äëÿ êîëè÷åñòâåííîé èíòåðï ðåòàöèè ýòîãî ýôôåêòà â 

êà÷åñòâå êàëèáðîâêè áûëà èñïîëüçîâàíà ëèíåéíàÿ çàâèñèìîñòü ìåæäó äèýëåê-

òðè÷åñêîé ïðîíèöàåìîñòüþ ñðåäû W âîäíî -àöåòîíîâûõ ðàñòâîðîâ è ñïåêòðàëü-

íûì ñäâèãîì ìàêñèìóìà ïîãëîùåíèÿ D ôîðìû ÔÈÒÖ (*I D), ïðåäëîæåííàÿ â ðà-

áîòå Îòîñó è ñîàâòîðîâ [18]. Íà îñíîâàíèè ýòîé çàâè ñèìîñòè áûëà âû÷èñëåíà 

ëîêàëüíàÿ äèýëåêòðè÷åñêàÿ ïðîíèöàåìîñòü Wlocal âáëèçè ïîâåðõíîñòè áåëêîâ 

(òàáë. 4.2). Çíà÷åíèÿ Wlocal îêàçàëèñü ñóùåñòâåííî íèæå äèýëåêòðè÷åñêîé ïðîíè-

öàåìîñòè îáúåìíîé âîäíîé ôàçû; ïðè ýòîì ïîëó÷åíî, ÷ òî íàèáîëåå ãèäðîôîáíîå 

(íàèìåíåå ïîëÿðíîå) ìèêðîîêðóæåíèå äëÿ ÔÈÒÖ ôîðìèðó åò ÁÑÀ. 

Òàáëèöà 4.2. Ýêñïåðèìåíòàëüíûå ïàðàìåòðû, ïîëó÷åííûå  
èç ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ ÔÈÒÖ â ñâîáîäíîì è ñâÿçàííîì ñîñòîÿíèÿõ  

¹  Ïàðàìåòð‚  
ÔÈÒÖ â 
áóôåðå 
pH 6,50 

ÔÈÒÖ, ñâÿçàííûé ñ áåëêîì, â áóôåðå pH 6,50 

ËÊÁ ÊÀÁ ÁÑÀ ÁË 

1 [D]/[M] 0,61/0,39 0,90/0,10 0,40/0,60 0,58/0,42 0,24/0,76 
2 *I D, íì  0 2,9 7,2 12,1 10,5 
3 Wlocal 81 66±2 44±3 18±2 27±3 
4 R2 0,999 0,998 0,988 0,999 0,998 

* [D]/[M] – îòíîñèòåëüíûå êîíöåíòðàöèè D è M ôîðì ÔÈÒÖ;  
*I D – áàòîõðîìíûé ñäâèã ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ D ôîðìû;  
Wlocal – ëîêàëüíûå ñâîéñòâà ñðåäû ÔÈÒÖ, ïîëó÷åííûå èç ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ;  
R2 – êîýôôèöèåíò äåòåðìèíàöèè íåëèíåéíîé àïïðîêñèìàöèè äàííûõ.  
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Ñòàöèîíàðíûå ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ÔÈÒÖ, êîíúþãèðîâàííîãî ñ 

áåëêàìè, áûëè çàðåãèñòðèðîâàíû â áóôåðå (pH 6,50) ïðè âîçáóæäåíèè íà 488 

è 435 íì, ïðè êîòîðûõ ïðåèìóùåñòâåííî âîçáóæäàþòñÿ D è M ôîðìû ñîîò-

âåòñòâåííî (ðèñ. 4.5). Óñòàíîâëåíî, ÷òî ìàêñèìóì ñïåêòðà ôëóîðåñöåíöèè 

ÔÈÒÖ â ñâÿçàííîì ñîñòîÿíèè ñìåùåí â êðàñíóþ îáëàñòü ïî ñðàâíåíèþ ñî ñâî -

áîäíûì ÔÈÒÖ (ðèñ.  4.6, âñòàâêà). Òåì íå ìåíåå âåëè÷èíà ýòîãî ñìåùåíèÿ íå 

ïðåâûøàåò 3 íì, ÷òî çíà÷èòåëüíî ìåíüøå, ÷åì ñäâèã ñïåêòðîâ ïîãëîùåíèÿ.  

Ôîðìà ñïåêòðîâ ôëóîðåñöåíöèè êîíúþãàòîâ ÔÈÒÖ -ËÊÁ (ðèñ. 4.6) íå çà-

âèñèò îò äëèíû âîëíû âîçáóæäåíèÿ, ÷òî óêàçûâàåò íà ïðåèìóùåñòâåííîå èç-

ëó÷åíèå îäíîé D ôîðìû ïðè îáîèõ óñëîâèÿõ âîçáóæäåíèÿ. Â ñëó÷àå  

ÔÈÒÖ-ÁÑÀ è ÔÈÒÖ-ÁË óâåëè÷åíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè â äèàïà-

çîíå 550–600 íì ïðè âîçáóæäåíèè íà 435 íì ïî ñðàâíåíèþ ñ âîçáóæäåíè åì íà 

488 íì ïîçâîëÿåò çàêëþ÷èòü, ÷òî Ì ôîðìà âíîñèò çàìåòíûé âêëàä â ôëóîðåñ-

öåíöèþ ÔÈÒÖ, ñâÿçàííîãî ñ ýòèìè áåëêàìè.  

 
Ðèñóíîê 4.6. Ñïåêòðû ôëóîðåñöåíöèè ÔÈÒÖ, ñâîáîäíîãî è êîâàëåíòíî ñâÿçàííîãî  

ñ áåëêàìè, â áóôåðå pH 6,50 ïðè âîçáóæäåíèè ïðè 435 è 488 íì  

Â äàëüíåéøåì áûë ïðîàíàëèçèðîâàí ðàòèîìåòðè÷åñêèé ñèãíàë S çîíäà 

íà ïîâåðõíîñòè áåëêîâ, ïîëó÷àåìûé êàê îòíîøåíèå èíòåãðàëüíûõ ñèãíàëîâ 
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ôëóîðåñöåíöèè ïðè äâóõ äëèíàõ âîëí âîçáóæäåíèÿ – 435 è 488 íì. Ðàòèîìåò-

ðè÷åñêèé ôëóîðåñöåíòíûé ñèãíàë äëÿ ðàçíûõ áèîêîíúþãàòîâ ñóùåñòâåííî 

ðàçëè÷àëñÿ, ïðèíèìàÿ çíà÷åíèÿ â èíòåðâàëå 4,69?8,70. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î 

âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè îòêëèêà çîíäà ê ñïåöèôèêå ïîâåðõíîñòè áåëêà, ñ 

êîòîðûì îí ñâÿçàí (òàáë . 4.3). 

 
Ðèñóíîê 4.7. Çàòóõàíèå ôëóîðåñöåíöèè ÔÈÒÖ â ðàñòâîðàõ ïðè pH 9,00 

(ïðåèìóùåñòâåííî D), 4,40 (ïðåèìóùåñòâåííî M), 6,50 (ñìåñü D è M) è â ñâÿçàííîì  
ñ áåëêîì ñîñòîÿíèè ïðè pH 6,50. Ðîçîâûì öâåòîì  ïîêàçàíà àïïàðàòíàÿ ôóíêöèÿ ïðèáîðà  

Ñïàäû ôëóîðåñöåíöèè ñâîáîäíîãî ÔÈÒÖ è åãî êîíúþãàòîâ ñ áåëêàìè 

ðåãèñòðèðîâàëè ïðè âîçáóæäåíèè íà äëèíå âîëíû 453 íì (ðèñ. 4.7), è äëÿ êàæ-

äîãî ñïàäà ðàññ÷èòûâàëè ñðåäíåå âðåìÿ æèçíè $%t (òàáë. 4.3). Äëÿ ÔÈÒÖ, ñâÿ-

çàííîãî ñ áåëêàìè, $%t  îïðåäåëÿåòñÿ ðÿäîì ôàêòîðîâ, ñðåäè êîòîðûõ îñíîâ-

íûìè ÿâëÿþòñÿ: (i) ñîîòíîøåíèå êîíöåíòðàöèé M è D ôîðì; (ii) áëè çîñòü ê 

çîíäó òðèïòîôàíîâûõ îñòàòêîâ â áåëêå, ñïîñîáíûõ âûñòóïàòü â êà÷åñòâå òó-

øèòåëåé [25]. Îáà ôàêòîðà çàâèñÿò îò ïðèðîäû áåëêà è îòðàæàþò ëèáî çàðÿäî-

âûå ñâîéñòâà åãî ïîâåðõíîñòè, ëèáî àìèíîêèñëîòíûé ñîñòàâ îêðóæåíèÿ 

ÔÈÒÖ. Ñðåäíåå âðåìÿ æèçíè âîçáóæäåííîãî ñîñòîÿíèÿ ÔÈÒÖ â ñâÿçàííîì 

ñîñòîÿíèè èçìåíÿåòñÿ â äèàïàçîíå îò 2,9 íñ (äëÿ ÔÈÒÖ-ÁË) äî 3,8 íñ (äëÿ 

ÔÈÒÖ-ËÊÁ). Ïåðâîå çíà÷åíèå áëèçêî ê âðåìåíè æèçíè ìîíîàíèîííîé ôîðìû, 
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âòîðîå ïðèáëèæàåòñÿ ê âðåìåíè æèçíè äèàíèîííîé ôîðìû (òàáë.  4.3). Äëÿ ñâî-

áîäíîãî ÔÈÒÖ â ðàñòâîðå ïðè pH 6,50 $%t ñîñòàâëÿåò 3,5 íñ, ÷òî ëåæèò â ïðå-

äåëàõ âåëè÷èí, õàðàêòåðíûõ äëÿ D è M ôîðì [26].  

Ñòàöèîíàðíàÿ àíèçîòðîïèÿ ôëóîðåñöåíöèè áûëà èçìåðåíà ñ öåëüþ 

íàõîæäåíèÿ ðàçìåðà âðàùàþùåãîñÿ èçëó÷àòåëÿ (1.9 è 1.10). Äëÿ ýòîãî èñïîëü-

çîâàëè ñòàöèîíàðíóþ àíèçîòðîïèþ r453 è ñðåäíåå âðåìÿ æèçíè ôëóîðåñöåíò-

íîãî ñîñòîÿíèÿ, èçìåðåííûå ïðè âîçáóæäåíèè íà äëèíå âîëíû 453 íì  

(òàáë. 4.3). 

Çíà÷åíèÿ r453 ëåæàò â äèàïàçîíå îò 0,024 (äëÿ ñâîáîäíîãî ÔÈÒÖ) äî 

0,172 (äëÿ ÔÈÒÖ-ËÊÁ). Ïðåäïîëàãàÿ ñôåðè÷åñêóþ ôîðìó èçëó÷àòåëÿ è ïðè-

íèìàÿ âÿçêîñòü áóôåðà ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â 1 ñÏ , áûë ðàññ÷èòàí êà-

æóùèéñÿ ðàäèóñ Rr (òàáë. 4.3). Ïîëó÷åííûå çíà÷åíèÿ óêàçûâàþò íà ìàêñè-

ìàëüíîå çíà÷åíèå ðàçìåðà ÔÈÒÖ-ËÊÁ ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè êîíúþãàòàìè.  

Òàáëèöà 4.3. Ýêñïåðèìåíòàëüíûå ïàðàìåòðû ÔÈÒÖ,  
ïîëó÷åííûå ìåòîäîì ñòàöèîíàðíîé, âðåìÿ -ðàçðåøåííîé  

è ïîëÿðèçîâàííîé ôëóîðåñöåíöèè â ñâîáîäíîì è ñâÿçàííîì ñîñòîÿíèÿõ  

¹  Ïàðàìåòð‚  
ÔÈÒÖ â 
áóôåðå 
pH 6,50 

ÔÈÒÖ, ñâÿçàííûé ñ áåëêîì, â áóôåðå pH 6,50 

ËÊÁ ÊÀÁ ÁÑÀ ÁË 

1 S, åä. 5,44±0,08 8,70±0,13 5,82±0,09 5,21±0,08 4,69±0,09 
2 

$%t , íñ 

(B2) 
3,5 (1,02) 3,8 (1,04) 3,5 (1,00) 3,1 (1,05) 2,9 (1,17) 

3 r453 0,024±0,015 0,172±0,006 0,038±0,013 0,120±0,018 0,067±0,007 
4 Rr, íì  1,30±0,28 1,52±0,06 0,75±0,17 1,16±0,17 0,88±0,07 

* S – ðàòèîìåòðè÷åñêèé ñèãíàë;  

$%t – ñðåäíåå âðåìÿ æèçíè ôëóîðåñöåíòíîãî ñîñòîÿíèÿ è B2 – ñòàòèñòè÷åñêèé ïà-

ðàìåòð;  
r453 – ñòàöèîíàðíàÿ àíèçîòðîïèÿ ôëóîðåñöåíöèè ïðè âîçáóæäåíèè íà 453 íì;  
Rr – êàæóùèéñÿ ðàäèóñ èçëó÷àòåëÿ, ðàññ÷èòàííûé ïî ôîðìóëàì (1.9 è 1.10) ñî çíà÷å-

íèÿìè r453 è t !" . 
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4.4. Æåñòêîñòü ñâÿçè â áèîêîíúþãàòàõ ÔÈÒÖ-áåëîê 

Êîâàëåíòíîå ñâÿçûâàíèå ÔÈÒÖ ñ áåëêîì ãàðàíòèðóåò åãî ëîêàëèçàöèþ 

âáëèçè ïîâåðõíîñòè íà ðàññòîÿíèè, ñîïîñòàâèìîì ñ õàðàêòåðíûì ðàçìåðîì 

ãðóïïû $ N=C=S. Îäíàêî ïðè íàëè÷èè äîïîëíèòåëüíûõ âçàèìîäåéñòâèé 

ìåæäó ïîâåðõíîñòüþ áåëêà è çîíäîì, íàïðèìåð, ýëåêòðîñòàòè÷åñêèõ èëè ãèä-

ðîôîáíûõ, ìîæåò âîçíèêíóòü åùå áîëüøåå  ñáëèæåíèå ñ ñàìèì îñòîâîì ÔÈÒÖ 

è/èëè åãî îòäåëüíûìè ôóíêöèîíàëüíûìè ãðóïïàìè. Òàêàÿ ñèòóàöèÿ òðàêòó-

åòñÿ â òåðìèíàõ óâåëè÷åíèÿ æåñòêîñòè ñâÿçè áèîêîíúþãàòà è ìîæåò áûòü èñ-

ñëåäîâàíà â ðàìêàõ ìåòîäà ïîëÿðèçîâàííîé ëþìèíåñöåíöèè. Ýòîò ìåòîä 

(ãëàâà 1) ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü ðàçìåð áèîêîíüþãàòà (Rr): â ñëó÷àå æåñòêîé 

ñâÿçè îí áóäåò áëèçîê ê ðàçìåðó áåëêà (Rg), óìåíüøåíèå æå æåñòêîñòè ïðèâå-

äåò ê ñâîáîäíîìó âðàùåíèþ ìåòêè âîêðóã áåëêà è óìåíüøåíèþ êàæóùåãîñÿ 

ðàçìåðà âðàùàþùåãîñÿ èçëó÷àòåëÿ. 

 
Ðèñóíîê 4.8. Ðàäèóñ èíåðöèè áåëêîâ Rg (ôèîëåòîâûé) äëÿ ÔÈÒÖ-ìå÷åííûõ áåëêîâ  

è êàæóùèéñÿ ðàäèóñ âðàùàþùåãîñÿ èçëó÷àòåëÿ Rr, ïîëó÷åííûé èç àíèçîòðîïèè  
è âðåìåíè æèçíè ôëóîðåñöåíòíîãî ñîñòîÿíèÿ (îðàíæåâûé) [21]  
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Ïîäîáíîå èññëåäîâàíèå áûëî ïðîâåäåíî äëÿ áèîêîíúþãàòîâ ÔÈÒÖ 

(ðèñ. 4.8). Ñîãëàñèå çíà÷åíèé Rr è Rg â ïðåäåëàõ ïîãðåøíîñòè íàáëþäàëîñü 

òîëüêî äëÿ ñèñòåìû ÔÈÒÖ-ËÊÁ, òîãäà êàê äëÿ îñòàëüíûõ áåëêîâ îöåíêà ðàç-

ìåðà èçëó÷àòåëÿ ïîêàçàëà áîëåå ÷åì â äâà ðàçà çàíèæåííîå çíà÷åíèå ðàçìåðà 

áåëêà. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î íåæåñòêîé ñâÿçè ÔÈÒÖ ñ áåëêîì. 

Áîëåå âûñîêàÿ æåñòêîñòü ñâÿçûâàíèÿ ÔÈÒÖ ñ ËÊÁ îáóñëîâëåíà çàðÿäî-

âûìè ñâîéñòâàìè ÔÈÒÖ (çàðÿä –e ëèáî –2e) è ïîâåðõíîñòè ëèçîöèìà (çàðÿä 

+9e, òàáë. 4.1), ÷òî ñïîñîáñòâóåò ýëåêòðîñòàòè÷åñêîìó ïðèòÿæåíèþ ìåæäó 

íèìè. Òðè äðóãèõ áåëêà èìåþò îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííóþ ïîâåðõíîñòü,  

à íàèáîëüøåå ðàñõîæäåíèå ìåæäó Rr è Rg âûÿâëåíî èìåííî äëÿ êîíúþãàòà 

ÔÈÒÖ ñ áàêòåðèàëüíîé ëþöèôåðàçîé, êîòîðàÿ èìååò íàèáîëüøèé èç ýòîãî 

ðÿäà îòðèöàòåëüíûé çàðÿä (–21e). 

Ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò ïîä÷åðêèâàåò íåîáõîäèìîñòü ó÷åòà çàðÿäî-

âûõ õàðàêòåðèñòèê çîíäà è áåëêîâîé ïîâåðõíîñòè ïðè èñïîëüçîâàíèè ìå-

òîäîâ ïîëÿðèçàöèîííîé ñïåêòðîñêîïèè äëÿ îöåíêè ýôôå êòèâíîãî ðàçìåðà 

èçëó÷àòåëÿ, ñ îäíîé ñòîðîíû, è îòêðûâàåò âîçìîæíîñò ü èñïîëüçîâàíèÿ 

ÔÈÒÖ äëÿ çîíäèðîâàíèÿ çàðÿäîâûõ ñâîéñòâ ïîâåðõíîñòè ìàêðîìîëåêóëû, 

ñ äðóãîé. 

4.5. Êîððåëÿöèÿ ìåæäó ïàðàìåòðàìè ïîâåðõíîñòè áåëêà  

è ñïåêòðàëüíûìè ñâîéñòâàìè êîíúþãèðîâàííîãî ñ áåëêîì ÔÈÒÖ  

Òåïåðü, êîãäà îïðåäåëåí êîìïëåêò ïàðàìåòðîâ ïîâåðõíîñòè ÷åòûðåõ 

áåëêîâ, ðàññ÷èòàííûõ ìåòîäàìè ìîëåêóëÿðíîãî ìîäåëèðîâàíèÿ, è ðÿä ñïåê-

òðàëüíûõ è âðåìÿ-ðàçðåøåííûõ äàííûõ äëÿ ÔÈÒÖ íà ïîâåðõíîñòè áåëêà, ìî-

æåò áûòü âûïîëíåí êîððåëÿöèîííûé àíàëèç ìåæäó íèìè. Äëÿ ÷åòûðåõ èññëå-

äîâàííûõ áåëêîâ ýòà îöåíêà ïðîâîäèëàñü ñ èñïîëüçîâàíèåì êîýôôèöèåíòà ëè -

íåéíîé êîððåëÿöèè Ïèðñîíà X (4.1), çíà÷åíèÿ êîòîðîãî ëåæàò â èíòåðâàëå  

îò –1 äî <1 è ïîçâîëÿþò ñóäèòü î íàëè÷èè ïðÿìîé (ïðè ñòðåìëåíèè ê < 1) ëèáî 
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îáðàòíîé (ïðè ñòðåìëåíèè ê –1) ëèíåéíîé çàâèñèìîñòè ìåæäó ñîïîñòàâë ÿå-

ìûìè âåëè÷èíàìè.  

( )( )
( ) ( )2 2

- -
=

- -

å
å

i i

i i

x x y y
X

x x y y
, (4.1) 

ãäå, x è y – ïåðåìåííûå, 7x y  – ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ïåðåìåííûõ.  

 
Ðèñóíîê 4.9. Êîððåëÿöèîííàÿ ìàòðèöà, ïîêàçûâàþùàÿ êîýôôèöèåíòû êîððåëÿöèè 
Ïèðñîíà ( X) ìåæäó ïàðàìåòðàìè îòêëèêà çîíäà è ñòðóêòóðíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè 
áåëêîâ. Îáîçíà÷åíèÿ è çíà÷åíèÿ ïàðàìåòðîâ ïðèâåäåíû â òàáëèöàõ 4.1, 4.2 è 4.3. 

Êîððåëÿöèè, çíà÷èìûå íà óðîâíå p ^ 0,05, âûäåëåíû ÷åðíûì êâàäðàòîì  

Àíàëèç ïàðíûõ êîýôôèöèåíòîâ êîððåëÿöèè (ðèñ.  4.9) âûÿâèë âûñîêóþ 

ñòåïåíü ñâÿçè ìåæäó ñòðóêòóðíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè áåëêîâ: çíà÷åíèå  

X ƒ 0,965 ïîëó÷åíî äëÿ ëþáîé ïàðû ïàðàìåòðîâ Rg, Mw, SASA, SASAphob. Ýòîò 
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ôàêò îòðàæàåò îáùóþ çàêîíîìåðíîñòü äëÿ áåëêîâ æèâûõ îðãàíèçìîâ: ïðè ñó-

ùåñòâåííî ðàçëè÷àþùåéñÿ äëèíå ïîëèïåïòèäíîé öåïè îíè îáëàäàþò ñîïîñòà-

âèìîé ïëîòíîñòüþ óïàêîâêè, à èçîýëåêòðè÷åñêàÿ òî÷êà pI êîððåëèðóåò ñ äëè-

íîé áåëêà [27, 28]. Âûÿâëåííûå êîððåëÿöèè ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî äëÿ 

ïðåäâàðèòåëüíîãî ïðîãíîçà âëèÿíèÿ êîíêðåòíîãî áåëêà íà êîíúþãèðîâàí íûé 

ñ íèì çîíä ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí ëþáîé èç ïåðå÷èñëåííûõ âûøå ñòðóêòóð-

íûõ ïàðàìåòðîâ.  

Òàêæå àíàëèç ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ âûÿâèë ïðÿìóþ  çàâèñè-

ìîñòü ìåæäó ñîîòíîøåíèåì êîíöåíòðàöèé èîííûõ ôîðì [ D]/[M] è ðàòèî-

ìåòðè÷åñêèì ñèãíàëîì I488/I435 (S), X ƒ 0,968. Òàêàÿ ñâÿçü ïðåäñòàâëÿåòñÿ 

åñòåñòâåííîé, ïîñêîëüêó äèàíèîííî -ìîíîàíèîííîå  ðàâíîâåñèå çîíäà ÿâëÿ-

åòñÿ îñíîâíûì ôàêòîðîì, îïðåäåëÿþùèì âåëè÷èíó ðàòèî ìåòðè÷åñêîãî 

ñèãíàëà, òîãäà êàê äîïîëíèòåëüíûå ôàêòîðû (íàïðèìåð , ñïåêòðàëüíûå 

ñäâèãè ïîëîñ ïîãëîùåíèÿ [29]) â ðàññìàòðèâàåìûõ óñëîâèÿõ  èìåþò âòîðî-

ñòåïåííîå çíà÷åíèå.  

Ñ òî÷êè çðåíèÿ ïðàêòè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûìè 

ïðåäñòàâëÿþòñÿ ñëåäóþùèå íàéäåííûå çàêîíîìåðíîñòè:  

(i) ñèëüíàÿ ïðÿìàÿ ñâÿçü ìåæäó ðàòèîìåòðè÷åñêèì ñèãíàëîì I488/I435 (S) 

è óäåëüíûì çàðÿäîì qnd áåëêà (X ƒ 0,999). Â ñâîþ î÷åðåäü, S ñèëüíî êîððåëè-

ðóåò ñ èçîýëåêòðè÷åñêîé òî÷êîé áåëêà pI (X ƒ 0,993). Ïðè ýòîì êîððåëÿöèÿ S è 

îòíîøåíèÿ [D]/[M] ñ ñóììàðíûì çàðÿäîì áåëêà qn ñóùåñòâåííî ñëàáåå 

(X •  0,924). Òàêàÿ çàâèñèìîñòü ìîæåò óêàçûâàòü íà ïðåèìóùåñòâåííî íåñïå-

öèôè÷åñêèé õàðàêòåð îòêëèêà çîíäà íà çàðÿäîâóþ ñòðóêòóðó ïîâåðõíîñòè 

áåëêà, òî åñòü íà åãî ìàëóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ëîêàëüíîé íåîäíîðîäíîñòè 

ðàñïðåäåëåíèÿ çàðÿäà. Â ýòèõ óñëîâèÿõ íàèáîëåå óäîáíûì èíòåãðàëüíûì ïà-

ðàìåòðîì äëÿ îöåíêè óäåëüíîãî çàðÿäà ïîâåðõíîñòè áåëêà ÿâëÿåòñÿ èìåííî ð à-

òèîìåòðè÷åñêèé ôëóîðåñöåíòíûé ñèãíàë I488/I435; 

(ii) ñèëüíàÿ îáðàòíàÿ ñâÿçü ìåæäó êàæóùåéñÿ äèýëåêòðè÷åñêîé ïðîíèöà-

åìîñòüþ elocal è ïëîùàäüþ ãèäðîôîáíîé ïîâåðõíîñòè áåëêà SASAphob 

(X = $0,971). Òàêàÿ âçàèìîñâÿçü ñîãëàñóåòñÿ ñ ïðåäñòàâëåíèåì î òîì, ÷òî 
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íàáëþäàåìûé ñïåêòðàëüíûé ñäâèã äèàíèîííîé ôîðìû ÔÈÒÖ îáóñëîâëåí ñí è-

æåíèåì ïîëÿðíîñòè ìèêðîîêðóæåíèÿ çîíäà. Ñëåäîâàòåëüíî, ñïåêòðàëüíûé 

ñäâèã, ëåãêî ïîääàþùèéñÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîìó îïðåäåëåíèþ, ìîæåò ðàññìàò-

ðèâàòüñÿ êàê îðèåíòèðîâî÷íûé ïàðàìåòð äëÿ îöåíêè ïîëÿðíîñòè áåëêî âîé ïî-

âåðõíîñòè; 

(iii ) âûñîêàÿ ëèíåéíàÿ ñâÿçü ñðåäíåãî âðåìåíè æèçíè ôëóîðåñöåíòíîãî 

ñîñòîÿíèÿ ñ ðÿäîì òåîðåòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ („X| ƒ 0,949). Ñðåäíåå âðåìÿ 

æèçíè îáðàòíî êîððåëèðóåò ñ îáùåé ïëîùàäüþ ïîâåðõíîñòè áåëêà (SASA), 

ïëîùàäüþ ãèäðîôîáíîé ïîâåðõíîñòè (SASA phob), ðàäèóñîì èíåðöèè Rg è ìî-

ëåêóëÿðíîé ìàññîé áåëêà Mw. Ýòî ñîãëàñóåòñÿ ñ ïðåäñòàâëåíèÿìè î ÷óâñòâè-

òåëüíîñòè ôëóîðåñöåíòíîãî ïàðàìåòðà ê ìîðôîëîãèè ïîâåðõíîñòè. Îäíîâðå-

ìåííî ïðîÿâëÿåòñÿ è ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê çàðÿäîâûì õàðàêòåðèñòèêàì: îáíàðó-

æåíà ïðÿìàÿ ñâÿçü ñðåäíåãî âðåìåíè æèçíè ñ ñóììàðíûì çàðÿäîì ïîâåðõí îñòè 

áåëêà. 

Ïðåäûäóùèå èññëåäîâàíèÿ (ãëàâà 3) ïîêàçàëè, ÷òî ñïåêòðàëüíûå ñâîé-

ñòâà ôëóîðåñöåèíà âåñüìà ÷óâñòâèòåëüíû ê ïàðàìåòðàì îáúåìíîé ôàçû ðàñ-

òâîðà. Ïîìèìî pH, ðàòèîìåòðè÷åñêèé ñèãíàë I488/I435 ÷óâñòâèòåëåí ê âàðèà-

öèè òåìïåðàòóðû, êîíöåíòðàöèè ôîñôàò-èîíîâ è ïîëÿðíîñòè ðàñòâîðèòåëÿ, 

ïîýòîìó ïðè àíàëèçå äàííûõ íà ãðàíèöå ïîâåðõíîñòè á åëêà âñå âûøåóêà-

çàííûå ïàðàìåòðû òðåáóþò ñòðîãîé ôèêñàöèè. Íåñìîòðÿ  íà äàííîå îãðàíè-

÷åíèå, îïòè÷åñêèå ñèãíàëû ôëóîðåñöåèíà ìîãóò ñëóæèòü èíôîðìàòèâíûì 

èíñòðóìåíòîì äëÿ ðåãèñòðàöèè êîíôîðìàöèîííûõ ïåðåõî äîâ áåëêîâ, èíäó-

öèðóåìûõ, â ÷àñòíîñòè, ñâÿçûâàíèåì ñóáñòðàòîâ, èíãèáèòîðîâ èëè èíûõ ëè-

ãàíäîâ â ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ. Îïèñàííûé âûøå ï îäõîä ìîæåò áûòü 

óñîâåðøåíñòâîâàí ïóòåì êîíòðîëÿ ïîëîæåíèÿ ôëóîðåñöå íòíîé ìåòêè íà ïî-

âåðõíîñòè áåëêà. 
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Ïîâåðõíîñòíûå ñâîéñòâà áåëêîâ ìîãóò áûòü îõàðàêòåðèçîâàíû â óñëî-

âèÿõ, áëèçêèõ ê èõ ôóíêöèîíàëüíîìó ñîñòîÿíèþ, íà îñíîâå àíàëèçà îïòè÷å-

ñêîãî îòêëèêà ÔÈÒÖ, êîíúþãèðîâàííîãî ñ áåëêîì.  

Ñïåêòðàëüíûé ñäâèã ìàêñèìóìà ïîëîñû ïîãëîùåíèÿ ÔÈÒÖ îòðàæàåò 

èçìåíåíèå ëîêàëüíîé äèýëåêòðè÷åñêîé ïðîíèöàåìîñòè âáëèçè ïîâåðõíîñòè 

áåëêà. Â ñâîþ î÷åðåäü, äëÿ ýòîé âåëè÷èíû óñòàíîâëåíà îáðàòíàÿ êîððåëÿöè-

îííàÿ çàâèñèìîñòü îò ïëîùàäè íåçàðÿæåííîé (ãèäðîôîáíîé)  ïîâåðõíîñòè áåë-

êîâ. Èîííîå ðàâíîâåñèå ÔÈÒÖ âáëèçè ïîâåðõíîñòè áåëêà îêàçûâàåòñÿ ñìå-

ùåííûì ïî ñðàâíåíèþ ñ îáúåìíîé ôàçîé. Â îáîèõ ñëó÷àÿõ ðàññìàòðèâàåòñÿ 

îòêëîíåíèå ëîêàëüíûõ (ïðèïîâåðõíîñòíûõ) õàðàêòåðèñòèê ñèñòåìû îò ïàðà-

ìåòðîâ îáúåìíîé ôàçû. Ðàòèîìåòðè÷åñêèé ôëóîðåñöåíòíûé ñèãíàë ( I488/I435) 

äåìîíñòðèðóåò âûñîêóþ ñòåïåíü êîððåëÿöèè êàê ñ ýêñïåðèìåíòàëüíî îïðåäå-

ëÿåìûì ïàðàìåòðîì ñìåùåíèÿ èîííîãî ðàâíîâåñèÿ ÔÈÒÖ, òàê è ñ òåîðåòè÷å-

ñêè ðàññ÷èòàííûì óäåëüíûì çàðÿäîì áåëêà. Ïðè ýòîì ïîêàçàíî, ÷òî äàæå áåç 

óòî÷íåíèÿ êîíêðåòíîãî ñàéòà êîâàëåíòíîãî ïðèñîåäèíåíèÿ çîíäà ê áåëêó åãî 

ôëóîðåñöåíòíûé îòêëèê àäåêâàòíî îòðàæàåò êàê óäåëüíûé çàðÿä áåëêà, òàê è 

ïëîùàäü åãî ãèäðîôîáíîé ïîâåðõíîñòè.  

Ïîêàçàíî, ÷òî ïðîòèâîïîëîæíûé çíàê çàðÿäà  ÔÈÒÖ è áåëêà (êàê ýòî 

íàáëþäàëîñü äëÿ ëèçîöèìà êóðèíîãî áåëêà) ïðèâîäèò ê ôîðìèðîâàíèþ æåñò-

êîãî êîìïëåêñà, ÷òî ïðîÿâëÿåòñÿ â ïîâûøåííîì çíà÷åíèè àíèçîòðîïèè ôëóî-

ðåñöåíöèè 

Èññëåäîâàííûé íàáîð áåëêîâ îõâàòûâàåò øèðîêèé äèàïàçîí ñóììàðíûõ 

çàðÿäîâ (îò <9* äî –21*) è ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ (îò 14,3 äî 79 êÄà), ÷òî ïîçâî-

ëÿåò ïðåäïîëîæèòü âîçìîæíîñòü ðàñïðîñòðàíåíèÿ ïîëó÷åííûõ âûâîäîâ íà 

øèðîêèé êëàññ áèîëîãè÷åñêèõ ìàêðîìîëåêóë. Ðåçóëüòàòû ñïîñîáñòâóþò ïîâû-

øåíèþ èíôîðìàòèâíîñòè îïòè÷åñêèõ ìåòîäîâ çîíäèðîâàíèÿ â áèîëîãèè  è ìå-

äèöèíå, ãäå ìèêðî- è íàíîðàçìåðíûå îáúåêòû íå ìîãóò áûòü äåòàëüíî îõàðàê-

òåðèçîâàíû ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðÿìûõ ìåòîäèê èññëåäîâàíèÿ.  
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