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В данной работе представлены результаты экспериментов по определению влияния образования ком-
плексов белков плазмы крови с трикарбоцианиновыми красителями на их спектральные характеристики. 
Приведены результаты анализа спектров поглощения водных растворов красителей при титровании сы-
вороткой крови человека. Исследовано распределение красителей среди сывороточных белков. Проведе-
на оценка параметров комплексообразования красителей с сывороточным альбумином белка. Обсуждают-
ся возможные механизмы образования комплексов краситель-белок и их значение для оптических 
методов измерения концентрации красителей в биотканях.
Ключевые слова: трикарбоцианиновые красители, белки плазмы крови, анализ спектров поглощения, 
комплексообразование.

This paper presents the results of experiments to determine the effect of the formation of plasma protein com-
plexes with tricarbocyanine dyes on their spectral characteristics. The results of the analysis of the absorption 
spectra of aqueous solutions of dyes during titration with human blood serum are presented. The distribution 
of dyes among serum proteins has been studied. The parameters of complex formation of dyes with bovine se-
rum albumin have been estimated. Possible mechanisms for the formation of dye-protein complexes and their 
significance for optical methods for measuring the concentration of dyes in biological tissues are discussed.
Keywords: tricarbocyanine dyes, blood plasma proteins, analysis of absorption spectra, complexation.

Введение. Одним из способов повыше-
ния эффективности фотодинамиче-

ской терапии (ФДТ) злокачественных ново
образований является увеличение селектив-
ности накопления препаратов в опухо левой 
ткани. Для определения путей достижения 
этой цели необходимо исследовать взаимо-
действие фотосенсибилизаторов (ФС) с плаз

мой крови и ее компонентами, поскольку эф-
фективная транспортировка препарата по-
средством кровеносной системы является 
первым этапом, присутствующим в любом 
виде терапии. Для молекул ФС мишенями 
могут становиться различные структуры 
и тка ни организма, и зачастую успех доставки 
лекарственного средства зависит от кровото-
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ка, причем компоненты плазмы крови чрез-
вычайно важны как эндогенные переносчики.

В плазме крови могут присутствовать бо-
лее 250 различных белков, однако только 5 из 
них обладают свойством связывать значитель-
ные количества различных лекарственных со-
единений. К ним относятся: сы вороточный 
альбумин человека (САЧ, 35–40 мг/мл), α1 
кислый гликопротеин (0,55–1,4 мг/мл) и липо-
протеины: очень низкой плотности (0,2–
0,4 мг/мл), низкой плотности (ЛНП, 0,66–
1,4 мг/мл) и высокой плотности (0,35–
0,85 мг/мл) [1]. Для эффективного транспорта 
любого лекарственного средства в качестве 
носителей должны быть задействованы один 
или несколько из этих белков [2; 3]. Одним из 
основных факторов, определяющих, с каким 
компонентом плазмы крови будет предпочти-
тельно связываться ФС, является его гидро-
фобность/гидрофильность [4; 5]. Сывороточ-
ный альбумин, составляющий около 60 % от 
общего количества белка в плазме, служит 
эндогенным носителем для различных ле-
карств, преимущественно относительно ги-
дрофильных, которые локализуются на двух 
четко установленных сайтах связывания I и II 
[6; 7]. Однако роль САЧ не сводится только 
к пассивному переносу лекарственных соеди-
нений в крови. Показано, например, что конъ-
югация ФС с САЧ приводит к росту их фототок-
сичности по отношению к раковым клеткам 
HepG2 и J774 [8]. 

В то же время липопротеины являются 
переносчиками в основном относительно ги-
дрофобных соединений. Эти частицы счита-
ются перспективными носителями для целе-
направленной доставки лекарственных пре-
паратов в опухолевые клетки, которые, как 
известно, экспрессируют повышенное количе-
ство ЛНПрецепторов и вследствие этого по-
глощают ЛНП в существенно больших количе-
ствах по сравнению с нормальными клетками 
[9; 10]. Таким образом, изучение взаимодей-
ствия ФС с компонентами крови является 
важным аспектом разработки систем достав-
ки ФС в стабильных, эффективных формах 
и в безопасной дозировке [11; 12].

В качестве первого шага в этом направле-
нии для новых ФС на основе трикарбоциани-
новых (полиметиновых) красителей (ПК) нами 
исследовано их взаимодействие с плаз мой 
крови и ее компонентами. Эти соединения яв-
ляются перспективными для использования 
в ФДТ [14], поскольку отличаются наличием 
интенсивной полосы поглощения с коэффи-
циентом молярной экстинкции более 

105 М–1 см–1 в дальней красной области (710–
750 нм). Глубина проникновения излучения 
в биологические ткани в ней существенно 
выше по сравнению с областью спектра (625–
660 нм), в которой находятся максимумы по-
глощения основных используемых в медици-
не ФС (Фотофрин 2, хлорины, Темопорфин). 
Большинство ПК являются гидрофобными со-
единениями, которые слабо или вообще не-
растворимы в воде. Вследствие этого проис-
ходит агрегация ПК в водной среде, в том чис-
ле и в плазме крови при внутривенном 
вве дении. При агрегации могут существенно 
меняться многие фотофизические характери-
стики молекул красителя. Связывание ПК 
с белками сыворотки крови может не только 
влиять на их фармакокинетическое поведе-
ние в крови, но и способствовать дезагрега-
ции молекул красителя, то есть процессы ком-
плексообразования могут изменять фотофи-
зические характеристики данных соединений.

Целью данной работы является изучение 
влияния связывания полиметиновых краси-
телей с белками сыворотки крови на спек-
тральные характеристики красителей в ус-
ловиях in vitro.

Материалы и методика исследования. 
В работе использовали два индотрикарбоциа-
ниновых соединения, синтезированных в ла-
боратории спектроскопии НИИПФП им. Сев
ченко [13; 14] – ПК1 и его производное ПК2, 
полученное путем замещения двух карбок-
сильных групп молекулами полиэтиленглико-
ля с молекулярной массой 300 кДа. Стоковые 
растворы ПК1 с концентрацией 5 × 10–4 М го-
товили в этаноле, а ПК2 – в дистиллирован-
ной воде. Стоковый раствор сывороточного 
альбумина быка (САБ, SigmaAldrich, USA) 
в дистиллированной воде имел концентра-
цию 5 × 10–4 М. Сыворотку получали путем 
свертывания крови доноров и осаждения кле-
точного сгустка центрифугированием. Реги-
страцию спектров поглощения осуществляли 
с помощью спектрофотометра SOLAR PV1251, 
спектров люминесценции – с помощью спек-
трофлуориметра SOLAR СМ2203 или спек-
трофлуориметра SPEX Fluorolog . 

Влияние сыворотки крови человека 
на спектральные характеристики поли-
метиновых красителей. В результате 
спектрофотометрических исследований (ри-
сунок 1) установлено, что в водном растворе 
фосфатносолевого буфера (рН 7,4) макси-
мумы спектров поглощения ПК1 и ПК2 распо-
ложены на длине волны 704 нм и 706 нм со
ответственно. 

Реп
оз

ит
ор

ий
 Б

ГПУ



Весці БДПУ. Серыя 3. 2018. № 116

а     б

Рисунок 1 – Изменения спектров поглощения водных растворов ПК1 (а) и ПК2 (б) при добавлении 
сыворотки крови человека. Исходная концентрация красителей – 1 мкМ

Рисунок 2 – Влияние добавления сыворотки крови человека на положение максимума 
спектра поглощения ПК1 (1) и ПК2 (2) в растворе ФСБ рН7,4

По мере роста концентрации сыворотки 
в образце наблюдается сдвиг максимума 
полосы поглощения красителей в длинно-
волновую область, причем обнаружены 
сущест венные различия в отклике ПК1 
и ПК2 на добавление сыворотки крови чело-
века в исход ный раствор красителя. Как 
видно из рисунка 2, в случае титрования сы-
вороткой раствора ПК1 даже незначитель-
ное увеличение ее концентрации (от 0 до 
0,5 %) приводило к резкому смещению мак-
симума спектра поглощения в красную об-
ласть от 704 нм до 730 нм. Дальнейший рост 
содержания сыворотки в образце почти не 
влияет на положение максимума спектра 
поглощения ПК1 (при Ссыв ≥ 1 % величина 
λмакс остается в районе 732 нм).

При титровании раствора ПК2 для полу-
чения аналогичного эффекта требуется бо-
лее высокая концентрация сыворотки. Сме-
щение положения максимума спектра погло-
щения для ПК2 с 708 нм до 728 нм происхо дило 
пропорционально росту концентрации сыво-
ротки от 0 до 2 %.

Дальнейшее повышение содержания сы-
воротки в образце не приводило к изменению 
положения максимума. Подобные спектраль-
ные эффекты наблюдаются для некоторых 
гидрофобных ФС, например фтало циа нинов 
и порфиринов [15], при переходе из агреги-
рованной формы в мономерную. Длинновол-
новое смещение спектров ПК, вероятно, свя-
зано с дезагрегацией данных красителей 
в результате образования комплексов с бел-
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ками сыворотки крови, а наблюдаемые раз-
личия в поведении связаны с тем ПК1 и ПК2 
образуют комплексы разными типами бел-
ков. Можно предположить, что ПК 1 имеет 
высокое сродство к САЧ, содержание кото-
рого велико, тогда как ПК2 связывается пре-
имущественно с липопротеинами, моляр-
ная концентрация которых в сыворотке кро-
ви на порядок меньше в сравнении 
с альбумином. 

Для проверки нашего предположения была 
проведена оценка связывания ПК с сыворо-
точным альбумином по методу Жоба, который 
основан на анализе изменения спектральных 
характеристик красителя при вариации соот-
ношения концентраций сывороточного альбу-
мина и ПК в растворе. Результаты измерений 
приведены на рисунке 3.

При относительно высоких концентраци-
ях ПК1 (5 мкМ) в водном растворе в отсут-
ствие САБ молекулы красителя сильно агре-
гированы, о чем свидетельствует появление 
интенсивного длинноволнового максимума в 
спектре поглощения, характерного для 
jагрегатов. По мере увеличения содержания 
САБ в растворе данный пик исчезает и на-
блюдается значительное смещение положе-
ния основного максимума поглощения от 
709 нм (для соотношения САБ/ПК1 = 1:9) до 
747 нм (при соотношении САБ/ПК1 ≥ 3/2). Та-
кое изменение спектров характерно для дез
агрегации пигмента и нахождения молекул 
ПК1 в неполярном микроокружении [13]. Воз-
можно, это является результатом встраива-
ния молекул ПК1 в гидрофобные полости 
молекулы САБ в результате образования 

комплексов красительбелок. На графике, 
построен ном в координатах Жоба, имеется 
излом, соответствующий относительному 
содержанию САБ в растворе ~0,48, то есть 
соотношение комплексообразования САБ/ПК1 
близко к 1:1.

В отличие от ПК1, положение максимума 
спектра поглощения менее гидрофобного 
ПК2 при росте относительного содержания 
САБ в растворе меняется незначительно 
(с 708 нм до 710 нм), а график зависимости 
величины поглощения от относительной кон-
центрации белка (ССАБ / ССАБ + СПК2) имеет ли-
нейный вид. Подобное поведение пигмента 
в растворах САБ свидетельствует об отсут-
ствии образования прочных комплексов 
между молекулами альбумина и ПК2. 

Полученные результаты хорошо согласу-
ются с данными исследования образования 
комплексов красителей с белками сыворотки 
крови человека методом эксклюзионной 
гельхроматографии. Анализ фракций, полу-
ченных при гельхроматографическом раз-
делении образцов сыворотки, окрашенной 
ПК, показал, что исследуемые соединения 
выходят из колонки вместе с фракциями сы-
вороточного альбумина человека (САЧ) и ли-
попротеинов высокой и низкой плотности. 
При этом основное количество ПК1 обнару-
живается во фракциях САЧ, а с липопротеи-
новыми фракциями выходит менее 25 % пиг-
мента. В то же время практически весь ПК2 
находится в липопротеиновых фракциях, по-
скольку фракции САЧ содержат лишь следо-
вые количества красителя. Таким образом, 
более гидрофобный ПК1 проявляет большее 

a б

Рисунок 3 – Изменение оптической плотности образцов, содержащих САБ и ПК в различных соотно-
шениях (график Жоба). По оси абсцисс – соотношение концентрации САБ к суммарной концентрации 

смеси ПК+САБ, которая в образце оставалась постоянной и равнялась 5 × 10–6М 
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сродство к САЧ в сравнении с менее гидро-
фобным ПК2.

Для многих порфиринов основную роль 
в образовании комплексов с САЧ играют ги-
дрофобные взаимодействия. Например, для 
группы дикарбонильных порфиринов связы-
вания с САЧ возрастает по мере роста ги-
дрофобности соединений [16]. Однако ранее 
нами при исследовании группы хлориновых 
ФС было показано, что помимо гидрофоб-
ных взаимодействий существенную роль 
в процессе комплексообразования с САЧ 
играют электростатические взаимодействия 
[17]. Так, при физиологических рН значения 
константы связывания с САЧ для хлорина е6 
(Хл е6) и монометилового эфира Хл е6 (заряд 
молекул –3 и –2 соответственно) различают-
ся незначительно, тогда как для диметило-
вого (заряд молекулы –1) и незаряженного 
триметлового эфиров Хл е6 данный показа-
тель снижался почти в 3 и в 11 раз соответ-
ственно. При окрашивании сыворотки крови 
хлоринами основное количество (~70 %) 
Хле6 находится в комплексах с САЧ, а осталь-
ной ФС связан с липопротеинами. В то же 
время более 90 % гидрофобных соединений 
(триметилового эфира Хл е6 и мета 
тетрагидроксифенилхлорина) обнаружива-
лось в липопротеиновых фракциях [18]. Счи-
тается, что комплексы хлоринов с САЧ ста
билизируются за счет электростатических 
взаимодействий между отрицательно за ря
женными периферийными заместителями 
в молекуле ФС и положительно заряженны-
ми остатками аминокислот, расположенны-
ми на входе в гидрофобный «карман» в суб-
домене ВI молекулы САЧ [19].

Исследования трехмерной структуры САБ 
показали, что существуют два сайта связы-
вания с высоким сродством к малым гетеро-
циклическим или ароматическим соединени-
ям, расположенные на субдоменах IIA и IIIA, 
два доминантных сайта для длинноцепочеч-
ных жирных кислот (IB и IIIB) и два сайта свя-
зывания различных металлов [20]. Участки 
связывания IIA и IIIA структурно характеризу-
ются наличием скрытой гидрофобной поло-
сти, покрытой заряженными и полярными 
остатками [21]. Для группы из 4 катионных 
порфиринов было показано, что аффин-
ность к САБ возрастала с увеличением чис-
ла положительных зарядов на молекуле. 
При этом авторы считают встраивание этих 

соединений в гидрофобную полость белка 
маловероятным, объясняя результаты свя-
зыванием их на поверхности молекулы БСА 
через механизм электростатического взаи-
модействия [22]. 

Для наших красителей можно предпо
ложить, что аналогичным образом происхо-
дит связывание молекул ПК1 с САБ при зна-
чительном избытке красителя. Однако, ког-
да число мест связывания на белках 
превышает число молекул ПК1 в образце 
(ССАБ > СПК1), вероятно, происходит встраи-
вание красителя в гидрофобные полости. 
Об этом свидетельствует положение макси-
мума спектра поглощения, характерное для 
ПК1 в неполярном микроокружении. В слу-
чае ПК2 наличие двух длинных углеводо-
родных цепочек, повидимому, стерически 
препятствует образованию комплексов 
с альбумином. 

Заключение. В результате проведенных 
экспериментов установлено, что химическая 
модификация исходного трикарбоцианино-
вого красителя ПК1 полиэтиленгликолем не 
только существенно понижает гидрофоб-
ность полученного соединения – ПК2, но 
и радикально изменяет относительное срод-
ство красителей к белкам плазмы крови. Ги-
дрофобный ПК1 связывается преимуще-
ственно с сывороточным альбумином, тогда 
как гидрофильный ПК2 обнаруживается в ли
попротеинах. Такое поведение катионных 
полиметиновых красителей противоположно 
характеру распределения среди белков сы-
воротки анионных хлориновых ФС, что пред-
полагает наличие существенных различий 
в механизмах связывания и, как следствие, 
возможных различий в фармакокинетике 
этих соединений. 

Полученные результаты свидетельству-
ют о существенном влиянии комплексообра-
зования с белками плазмы крови на фотофи-
зические характеристики полиметиновых 
красителей. Изменение положения максиму-
мов поглощения ПК зависит как от химиче-
ской структуры самих красителей, так и от 
природы белковносителей, с которыми свя-
зываются ПК в плазме крови. Наличие таких 
эффектов необходимо учитывать как при 
проведении анализа содержания ПК в био-
логических тканях оптическими методами, 
так и при разработке протоколов ФДТ с ис-
пользованием полиметиновых соединений.
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