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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность темы и степень ее разработанности 

Детектирование катионов тяжелых и переходных металлов в объектах окружающей 

среды и биологических системах представляет собой важную техническую задачу. Несмотря 

на то, что ионы некоторых d-элементов участвуют в физиологических процессах в организме 

и входят в состав ферментов различного действия, в подавляющем большинстве случаев даже 

при относительно низких концентрациях для них характерен токсический эффект. Одними из 

наиболее распространенных неорганических токсикантов являются соединения ртути. 

Обладая способностью блокировать сульфгидрильные группы (SH) тиоловых ферментов, 

катион Hg
2+

 нарушает нормальное функционирование клеток. При попадании в морскую 

среду Hg
2+

 трансформируется микроорганизмами в катион метилртути (II) CH3Hg
+
, форму, 

которая отличается высокой нейротоксичностью и способностью к биоаккумуляции. 

Накапливаясь, в организмах промысловых рыб, «метилртуть» достигает вершины пищевой 

цепи, что в итоге может представлять угрозу для здоровья человека. 

Соединения серебра используются медицине в качестве антисептиков, в различных 

областях промышленности (электроника, производство зеркал и оптики, фотография) и 

повседневной жизни (столовые приборы, фильтры для воды). Попадание избыточных 

количеств Ag
+
 в организм вызывает отравления. В условиях in vivo ионы серебра вытесняют 

Ca
2+

 и Zn
2+

 в гидроксиапатите костей, а также проявляют токсичность за счет связывания с 

различными метаболитами через амино- и карбоксильные группы и, подобно соединениям 

ртути, за счет инактивации тиоловых ферментов. В результате могут иметь место 

повреждения головного мозга, нервов и нарушениям иммунной системы. 

Для определения низких концентраций катионов металлов большую популярность 

получили методы оптической электронной спектроскопии, в частности спектро-

флуориметрический метод. Для проведения такого анализа необходимым является наличие 

органических реагентов, молекулы которых содержат рецептор, селективно взаимодействую-

щий с субстратом, и сигнальный хромофорный фрагмент, способный изменять свои 

спектральные характеристики в результате связывания рецептором иона металла. Новым 

направлением в области создания ион-активных молекулярных устройств подобного типа 

(флуоресцентных хемосенсоров) является разработка бисхромофорных комплексонов. 

Последние обладают рядом преимуществ для использования в качестве флуоресцентных 

индикаторов в биологических исследованиях. Сочетание двух фотоактивных молекулярных 

фрагментов в структуре сенсора позволяет добиться большого различия в длинах волн 

возбуждения и испускания за счет резонансного переноса энергии (RET, англ. Resonance 

Energy Transfer) между хромофорами, что является важным для регистрации отклика на 

комплексообразование методом конфокальной флуоресцентной микроскопии, а также 

внутренней калибровки генерируемого оптического сигнала. Последнее обстоятельство 

открывает возможность для определения концентрации катиона ратиометрическим методом, 

который может быть реализован в условиях, когда содержание самого реагента-индикатора в 

среде неизвестно (например, при проведении анализа в живых клетках). Следует отметить, 

что, несмотря на достаточно большой объем публикаций по флуоресцентным хемосенсорам 

на катионы металлов, число описанных в литературе систем, сочетающих высокую 

чувствительность и селективность по отношению к определяемому субстрату с возможностью 

проведения ратиометрических измерений в сильно «конкурентной» водной среде 

относительно невелико. 
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Цели и задачи исследования 

Целью данного диссертационного исследования является разработка моно- и 

бисхромофорных ратиометрических RET-хемосенсоров для определения катионов ртути и 

серебра в водных растворах, а также оценка возможности использования полученных 

соединений для проведения количественного анализа катионов ртути в условиях in vitro (в 

живых клетках). В качестве базового хромофора были выбраны флуоресцентные производные 

имида нафталевой кислоты (1,8-нафталимида). Данный тип соединений хорошо 

зарекомендовал себя в последние годы в качестве оптической платформы для создания 

молекулярных и супрамолекулярных устройств различного типа, в том числе оптических 

хемосенсоров. Вторым компонентом RET-систем были донорно-акцепторные красители ряда 

стирилпиридина, которые часто применяются в качестве флуорофоров в биологических 

исследованиях, хорошо проникают в клетки и характеризуются относительно 

длинноволновым поглощением и флуоресценцией. Последнее обстоятельство позволяет 

рассматривать их как хромофоры-акцепторы (ХА) энергии электронного возбуждения в RET-

парах. Производные 1,8-нафталимида в работе выступали в основном в роли хромофоров-

доноров (ХД). В качестве рецептора для создания ратиометрических хемосенсоров был 

выбран азадита-15-краун-5-эфир, который, по литературным данным обладает достаточно 

узкой селективностью (связывает Hg
2+

, Ag
+
, Cu

2+
, в то время как координация с катионами 

щелочных и щелочно-земельных металлов не наблюдается). 

 
Рис. 1. Структура фотоактивных фрагментов и рецептора, которые планируется использовать в 

качестве донорных и акцепторных хромофоров в составе RET-хемосенсоров. 

Кроме того, целью работы также было получение и исследование монохромофорных 

хемосенсоров, являющихся составными компонентами RET-пар. Данные соединения 

использовались для сравнительного анализа спектральных характеристик более сложных 

RET-систем и были двух видов в зависимости от механизма возникновения оптического 

сигнала при комплексообразовании: PET-сенсоры (механизм РЕТ – англ. Photoinduced Electron 

Transfer – фотоиндуцированный перенос электрона), в которых рецептор присутствовал в 

составе N-арильного фрагмента нафталимидного ядра и ICT-сенсоры (механизм ICT – англ. 

Intramolecular Charge Transfer – внутримолекулярный перенос заряда), в которых рецептор 

был сопряжен с π-системой хромофора (нафталимида или стирилпиридина). 

В соответствии со сказанным в работе были поставлены следующие конкретные задачи. 

1.  Синтез монохромофорных производных стирипиридина и 1,8-нафталимида, содержащих 

рецепторную азадитиа-15-краун-5-эфирную группу. 

2.  Разработка метода синтеза бисхромофорных ратиометрических RET-хемосенсоров на 

основе 1,8-нафталимида, стирилпиридина и азадитиа-15-краун-5-эфира, различающихся по 

способу соединения рецептора с фотоактивными остатками. 

3.  Изучение спектрально-люминесцентных характеристик и комплексообразования моно-

хромофорных PET- и ICT-хемосенсоров в водном растворе.  

4.  Изучение катионозависимых спектральных свойств бисхромофорных RET-хемосенсоров. 
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5.  Анализ способности полученных бисхромофорных соединений проникать в клетки, 

накапливаться в определенных типах клеточных органелл и связывать катионы Hg
2+

 во 

внутриклеточной среде, продуцируя ратиометрический флуоресцентный отклик. 

Научная новизна 

В настоящей диссертационной работе впервые было продемонстрировано использование 

медь(I)-катализируемой клик-реакции 1,3-диполярного азид-алкинового циклоприсоединения 

для синтеза коньюгатов производных 1,8-нафталимида и стириловых красителей. 

Впервые было показано, что монохромофорные хемосенсоры на основе 1,8-нафталимида 

и стирилпиридина, содержащие азадитиа-15-краун-5-эфирный рецептор, способны селективно 

связывать катионы ртути (II) и серебра в водных буферных растворах при рН 4.5–7.5 с 

образованием комплексов состава металл – лиганд 1:1, демонстрируя оптический отклик по 

РЕТ- или ICT-механизму. В последнем случае изменения в эмиссионном спектре зависят от 

типа используемого хромофора: краунсодержащий стирилпиридин демонстрирует разгорание 

флуоресценции при связывании с Hg
2+

, а производное нафталимида с рецептором в составе 

заместителя при атоме углерода С-4 нафталинового ядра – тушение флуоресценции. 

Обнаружено, что в полученных бисхромофорных хемосенсорах на основе RET-пары 

«нафталимид – стирилпиридин» с высокой эффективностью реализуется процесс резонансно-

го переноса энергии между фотоактивными фрагментами. При этом в бисхромофоре, в 

котором рецептор присутствует в составе N-арильного заместителя при имидном атоме азота 

нафталимидного ядра, остаточная эмиссия ХД может быть использована для регистрации 

ратиометрического отклика как в водных растворах, так и в живых клетках. Кроме того, 

обнаружено, что подсоединение нафталимидного фрагмента к стирилпиридину существенно 

изменяет характер внутриклеточного распределения последнего, что положительно 

сказывается на сенсорных свойствах. 

Предложены протоколы определения концентрации содержащегося в клетке катиона 

Hg
2+

 на основе изменений флуоресцентных характеристик сенсора, регистрируемых с 

использованием конфокального флуоресцентного микроскопа. 

Практическая и теоретическая значимость 

Полученные дитиакраун-эфирные производные 1,8-нафталимида являются 

селективными флуоресцентными хемосенсорами по отношению к катионам ртути (II) и 

серебра (I) в водном растворе на уровне их ПДК. С точки зрения синтеза предложенный 

модульный принцип построения бисхромофорных систем позволяет легко варьировать как 

фотоактивные компоненты хемосенсора, так и рецепторную составляющую. В перспективе 

это может быть использовано для расширения круга детектируемых субстратов, а также для 

тонкой подстройки фотофизических свойств бисхромофорного комплексона под конкретную 

аналитическую задачу. Кроме того, практическая значимость работы заключается в том, что 

были предложены методики детектирования катионов ртути (II) в живых клетках не только на 

качественном уровне, но отработаны протоколы количественного определения. 

Методология и методы диссертационного исследования 

Методология и методы диссертационного исследования основаны на анализе 

литературных данных, разработке методов синтеза из коммерчески доступных реагентов. 

Полученные соединения были подробно охарактеризованы данными физико-химических 

методов установления строения и состава веществ, таких как ЯМР-спектроскопия на ядрах 
1
Н 

и 
13

С (в том числе двумерная), масс-спектрометрия, элементный анализ. Для изучения 

комплексообразующих, фотофизических и фотобиологических свойств моно- и 

бисхромофорных систем широко использовалась оптическая электронная спектроскопия 
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поглощения и испускания, а также конфокальная флуоресцентная микроскопия. Анализ 

результатов проводился с привлечением данных квантово-химических расчетов. 

Основные положения, выносимые на защиту 

1. Разработка метода синтеза ранее неизвестных моно- и бисхромофорных систем на основе 

1,8-нафталимида и стирилпиридина, содержащих в качестве рецептора фрагмент N-

фенилазадитиа-15-краун-5-эфира. 

2. Использование концепции флуоресцентного РЕТ-хемосенсора с «OFF→ON»-типом 

отклика для детектирования катионов ртути (II) и серебра в водном растворе на уровне их 

ПДК. 

3. Использование концепции ратиометрических флуоресцентных бисхромофорных RET-

сенсоров для детектирования катионов ртути (II) в водных растворах и живых клетках. 

4. Анализ возможности увеличения контраста в переключении флуоресцентного сигнала 

RET-хемосенсоров при комплексообразовании с катионом за счет подбора донорных и 

акцепторных хромофорных фрагментов. 
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Автор диссертации проводил анализ литературных данных, участвовал в обсуждении 
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структур полученных в работе соединений совокупностью физико-химических методов 

анализа; отсутствия противоречий между выводами, сделанными в результате выполнения 

работы, и известными литературными данными; экспертной оценки рецензентов 

высокоцитируемых журналов, в которых были опубликованы результаты данной работы. 

Апробация работы 

По материалам диссертации опубликовано 9 статей (в научных изданиях, рекомендован-

ных ВАК) и 8 тезисов докладов. Основные результаты работы были представлены на 

следующих конференциях: The 8th International conference on chemistry, structure and function of 

biomolecules (Minsk, Belarus, 2024); Всероссийская конференция по люминесценции LUMOS-

2024 (Москва, Россия, 2024); Международная конференция по химии «Байкальские чтения-

2023» (Иркутск, Россия, 2023); ХХVI Всероссийская конференция молодых учёных-химиков 

(Нижний Новгород, Россия, 2023); XIX Международная конференция «Спектроскопия коор-

динационных соединений» (Туапсе, Россия, 2022); The XII International Conference on 

Chemistry for Young Scientists «MENDELEEV 2021» (Санкт-Петербург, Россия, 2021); 

VII Международная конференция «Супрамолекулярные системы на поверхности раздела» 
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(Туапсе, Россия, 2021); International Conference «Chemistry of Organoelement Compounds and 

Polymers 2019» (Москва, Россия, 2019). 

Объем и структура работы 

Диссертация общим объемом 197 страниц состоит из вводной части, содержащей общую 

характеристику работы, литературного обзора, обсуждения полученных результатов, 

экспериментальной части, выводов, списка литературы, списка основных сокращений и 

обозначений, списка публикаций автора по теме диссертации и содержит 44 схемы, 5 таблиц, 

115 рисунков. Список литературы включает 250 наименований (с учетом собственных 

публикаций автора). Нумерация схем, рисунков, уравнений и таблиц в разделах 2 

(Литературный обзор), 3 (Обсуждение результатов) и 4 (Экспериментальная часть), а также 

нумерация соединений в разделах 2 и 3 принята раздельной. 

ОСНОВНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ РАБОТЫ 

Как показал проведенный в диссертационной работе анализ литературных данных, 

использование RET-систем представляет собой наиболее оптимальный способ достижения 

ратиометрического отклика, поскольку позволяет регистрировать отношение интенсивностей 

флуоресценции, испускаемой двумя различными фотоактивными фрагментами в составе 

одной бисхромофорной молекулы. Первоначально нами были получены и исследованы 

краунсодержащие монохромофорные PET- и ICT-сенсоры, входящие в состав RET-пар. Затем 

следовало создание более сложных бисхромофорных соединений, механизм возникновения 

флуоресцентного ратиометрического отклика в которых основан на протекании в 

возбужденном состоянии процессов резонансного переноса энергии и электрона с хромофора-

донора (ХД). Было предложено два типа RET-систем, способных при связывании с катионом 

металла продуцировать ратиометрический флуоресцентный отклик (рис. 2). В структурах 

типа 1 рецепторный фрагмент присоединен к бисхромофорной системе посредством спейсера 

со стороны ХД. Предполагается, что в лиганде резонансный перенос энергии (RET) будет 

подавляться за счет фотоиндуцированного переноса электрона (РЕТ). При возбуждении ХД 

(канал 1) будет наблюдаться низкий уровень флуоресценции хромофора акцептора (ХА). 

Связывание сенсора с катионом металла, блокирующее РЕТ-процесс, приведет к разгоранию 

флуоресценции в канале 1. Напротив, флуоресценция, полученная при прямом возбуждении 

ХА (канал 2), не будет являться катионозависимой. Получается, что отношение двух 

интенсивностей флуоресценции, измеряемое на различных длинах волн возбуждения будет 

увеличиваться с ростом концентрации аналита (вариант 1 проведения измерений). Также по 

альтернативной схеме в случае проявления в спектре остаточной полосы флуоресценции ХД 

можно использовать одну длину волны возбуждения и регистрировать отношение 

интенсивностей R на различных длинах волн испускания (вариант 2 проведения измерений). 

Отличительной чертой сенсоров типа 2 (рис. 2) является использование одной длины волны 

возбуждения. Ратиометрические измерения в данном случае заключаются в регистрации 

интенсивности флуоресценции на двух различных длинах волн. Это означает, что при 

образовании комплекса лиганда с катионом должна изменяться сама форма спектра 

флуоресценции. Данный эффект в сенсорах типа 2 достигается комбинацией ХД с ХА при 

условии, что последний способен демонстрировать гипсохромный сдвиг длинноволновой 

полосы поглощения в присутствии катиона металла. Наблюдаемый спектральный сдвиг 

приводит к уменьшению перекрывания между полосами испускания ХД и поглощения ХА, 

что в итоге подавляет резонансный перенос энергии и изменяет соотношение интенсивностей 

флуоресценции в двух каналах регистрации. Простейшим способом добиться спектральных 
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сдвигов при комплексообразовании является построение акцепторного хромофора по 

принципу ICT-сенсора. Поэтому нами был введен рецептор в состав молекулы таким образом, 

чтобы его атомы, ответственные за образование координационной связи с ионом металла, 

входили в состав сопряженной системы ХА. 

 
Рис 2. Механизм возникновения ратиометрического флуоресцентного отклика в RET-хемосенсорах. 

Далее будет рассмотрен синтез монохромофорных хемосенсоров, бисхромофорных 

комплексонов типа 1 и типа 2, после чего будут представлены результаты исследования их 

спектрально-люминесцентных свойств в присутствии и отсутствии катионов металлов, а 

также их практическое применение на биологических образцах. 

1.1. Синтез соединений 

На первом этапе работы нами были синтезированы монохромофорные PET-сенсоры на 

основе 4-метокси- и 4-(ацетил)амино-1,8-нафталимида, имеющие в составе N-арильного 

фрагмента макроциклический N-фенилазадитиа-15-краун-5-эфирный рецептор (соединения 3а 

и 5а, схема 1). Выбор метокси- и (ацетил)аминогрупп в качестве ЭД заместителя в положении 

4 нафталинового ядра был обусловлен стремлением обеспечить протекание процесса переноса 

энергии в запланированных RET-парах «1,8-нафталимид – стирилпиридин». Известно, что 4-

метокси- и 4-(ацил)амино-1,8-нафталимиды характеризуются испусканием в области 450 нм, в 

то время как стирилпиридиниевый хромофор поглощает в области 480–500 нм. 

Для проведения синтеза целевого продукта 3а был получен 4-нитронафталимид 2а 

взаимодействием 4-нитронафталевого ангидрида 1 с краунсодержащим ариламином, где далее 

проводилось нуклеофильное замещение нитрогруппы на метоксигруппу при обработке 

гидроксидом калия в метаноле (схема 1). Амин 8 получали по описанной в литературе 

методике из N-фенилдиэтаноламина. Некоторые сложности возникли на стадии 

восстановления соединения 2а. Невысокий выход 4а по всей видимости, обусловлен 

протеканием побочного гидрогенолиза связей С–S в краун-эфирном фрагменте с 

образованием 4-амино-N-(4-N,N-диэтиламинофенил)-1,8-нафталимида 4б (схема 1). С целью 

получения амида 5а нами был отработан альтернативный метод прямого введения 

(ацетил)аминогруппы в нафталимидное ядро с использованием реакции палладий-

катализируемого амидирования. В соответствии с этим методом продукт 5а может быть 
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получен исходя из краунсодержащего 4-бромнафталимида 7. Последний синтезировали из 

амина 8 и 4-бромнафталевого ангидрида 6 (схема 1). Суммарный выход 5а по двум стадиям из 

4-бромнафталевого ангидрида оказался небольшим (23%), хотя и был несколько выше 

суммарного выхода в трехстадийной схеме (16%, исходя из 4-нитронафталевого ангидрида). 

Схема 1 

 
Для получения сенсора ICT типа на основе 1,8-нафталимида было предложено ввести 

рецепторную группу в 4-положение нафталинового ядра через стириловый фрагмент 

(попытки получить хемосенсор, в котором атом азота фрагмента азадита-15-краун-5-эфира 

непосредственно связан с атомом углерода С(4) нафталимидного остатка, были неудачными). 

В качестве исходного соединения использовался дихлорид 10, который подвергался формили-

рованию с последующей макроциклизацией (схема 2). Альдегид 12 вступал в реакцию 

Виттига с йодидом трифенилметилфосфония 13 с образованием стирола 14. Целевой 

хемосенсор 16 был получен по реакции Хека между 4-бром-N-бутил-1,8-нафталимидом 15 и 

краунсодержащим стиролом 14. ICT-Cенсор 17, в котором фрагмент стирилпиридиния связан 

с краун-эфирным остатком, был синтезирован ранее сотрудниками нашей лаборатории и 

имелся в достаточном количестве (схема 3). Для изучения спектральных свойств RET-систем 

в работе использовались монохромофорные соединения 3б, 18, 19, которые также были 

доступны (схема 3). 

Схема 2 
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Схема 3 

 
На следующем этапе работы мы приступили к созданию бисхромомфорных систем. В 

качестве ХД был выбран 4-метокси-1,8-нафталимид. Было решено не использовать 

производные 4-(ацил)амино-1,8-нафталимида в качестве ХД, поскольку, как было показано 

выше, введение (ацил)аминогруппы в 4-е положение нафталинового ядра осуществить 

сложнее по сравнению введением метоксигруппы (при том, что спектральные характеристики 

4-метокси- и 4-(ацил)аминонафталимидов отличаются незначительно). В системах типа 1 

рецепторный фрагмент был присоединен со стороны хромофора-донора энергии алкокси-

нафталимида. Для синтеза конъюгатов 25, 26 и 27 мы использовали медь(I)-катализируемую 

клик-реакцию азид-алкинного 1,3-диполярного циклоприсоединения (схема 4). 

Схема 4 

 
Первый участник клик-реакции – пропаргильное производное 28 – был получено путем 

нуклеофильного замещения нитрогруппы 2а под действием пропаргилового спирта и 

карбоната калия в ДМФА (схема 5). Также был получен ряд красителей 22–24, содержащих 

азидную группу (схемы 6–8). Нафталимид 22 синтезировали имидированием 4-бромнафтале-

вого ангидрида 6 этаноламином с последующим превращением по Хеку с 3,4-диметоксисти-

ролом 30. Замена гидроксильной группы в 31 на азидную проводилась через стадию 

получения хлорпроизводного 32 (схема 6). По аналогичной схеме проводилось введение 

азидной группы в состав 4-пиперазинзамещенного 33 с образованием 23 (схема 7) 

Стириловый краситель 24 был получен по описанной методике из коммерчески доступного 4-

пиколина (схема 8). 

Схема 5 
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Схема 6 

 
Схема 7 

 
Схема 8 

 
Для получения RET-систем типа 2, в которых рецептор присутствовал в составе ХА, 

нами использовалась отработанная стратегия сшивки двух хромофоров – медь(I)-

катализируемая клик-реакция 1,3-диполярного азид-алкинового циклоприсоединения. В 

качестве «азида» и хромофора, содержащего рецепторный фргамент, использовалось 

производное 39, полученное путем конденсации в основных условиях альдегида 12 с солью γ-

пиколиния 37 (схема 8). Вторым компонентом клик-реакции («алкином») были производные 

нафталимида 42 и 44 с пропаргильной группой. 4-Стирил-1,8-нафталимид 42 получали по 

реакции Хека между 4-бромнафталевым ангидридом 6 и стиролом 40 с последующим 

имидированием ангидрида 41 пропаргиламином (схема 9). Производное 44 с тройной связью 

синтезировали из 4-нитро-N-фенил-1,8-нафталимида 2б (схема 10). Взаимодействие 39 с 42 и 

39 с 44 позволило получить целевые бисхромофоры типа 2 (43 и 45) с умеренным выходом. 

Схема 9 
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Схема 10 

 

1.2. Изучение спектрально-люминесцентных свойств и комплексообразования 

монохромофорных PET и ICT-сенсоров в растворах и живых средах 

На первом этапе физико-химической части работы нами были изучены спектрально-

люминесцентные свойства компонентов предполагаемых RET-пар 3а, 5а, 16 и 17 (схема 1–3), 

содержащие рецепторный фрагмент и представляющие собой монохромофорные катионные 

PET- и ICT-хемосенсоры. Спектральные характеристики соединений приведены в табл. 1. 

Метоксипроизводное нафталимида 3а имеет максимум поглощения при 374 нм и полосу 

испускания при 458 нм. Соединение 3а характеризуется низким квантовым выходом 

флуоресценции (табл. 1), что может быть связано с протеканием в возбужденном состоянии 

РЕТ-процесса c N-арильного остатка на нафталимидный хромофор. Аналогичное тушение 

флуоресценции имело место в случае краунсодержащего производного 4-(ацетил)-

аминонафталимида 5а (табл. 1). 

Присутствие катионов Ag
+
 в водном растворе лигнада 3а при рН 7.3 (HEPES буфер) 

приводило к резкому увеличение испускания при 460 нм (в 76 раз при добавлении 1 экв. Ag
+
), 

в то время как изменения в спектре поглощения были незначительными (рис. 3). Наблюдаемое 

разгорание флуоресценции связано с подавлением PET-процесса при координации катиона по 

краун-эфирному фрагменту. По данным спектрофлуориметрического титрования был 

рассчитан логарифм константы устойчивости комплекса состава металл – лиганд 1:1 (lg K), 

который составил 6.39 ± 0.07 (табл. 1). Также был рассчитан предел обнаружения (ПО) Ag
+
. 

Найденное значение ПО (0.38 мкМ) было ниже, чем ПДК ионов серебра в питьевой воде 

(0.46 мкМ). Добавление катионов ртути (II) в гораздо меньшей степени влияло на 

интенсивность флуоресценции лиганда 3а в описанных условиях (разгорание в 2.8 раза в 

присутствии 1 экв. катиона Hg
2+

). 
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Рис. 3. Спектры поглощения (а) и флуоресценции (б) соединения 3а (5 мкМ) в присутствии и 

отсутствие катионов Ag
+
 в воде при рН 7.3 (HEPES-буфер, 10 мМ.     = 375 нм). Верхняя вставка на 

рисунке (б) показывает зависимость интенсивности флуоресценции при 460 нм от количества 

эквивалентов Ag
+
. 
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Табл.1. Спектрально-люминесцентные характеристики монохромофорных соединений 3а, 5а, 16 и 17 

и логарифмы констант устойчивости их комплексов с катионами Ag
+
 (в случае 3а) и Hg

2+
 (в случае 5а, 

16 и 17) состава металл – лиганд 1:1 в воде. 

Соединение     
    / нм     

   / нм     / нм φ
fl
     (рН) 

3а 375 466 375 0.0002 6.39 ± 0.07 (pH 7.3) 

5а 365 480 365 0.0040 6.51 ± 0.03 (pH 6.0) 

16 490 680 410 0.028 4.25 ± 0.09 (pH 4.5) 

17 460 590 405 0.0066 7.6 ± 0.6 (pH 4.5) 

Комплексообразование 5а с Hg
2+

 было изучено в водно-ацетатном буферном растворе 

при pH 6.0. Так же, как и в случае взаимодействия 3а с катионами Ag
+
, наблюдалось 

образование комплекса состава металл – лиганд 1:1, в котором РЕТ-процесс подавляется 

(табл. 1). Следует сказать, что присутствие катионов Ag
+
 указанных условиях (рН 6.0) имело 

гораздо меньший спектральный эффект, чем Hg
2+

. По-видимому, это связано с большей 

интенсивностью флуоресценции (5а)·Hg
2+

 по сравнению с (5а)·Ag
+
. В нейтральной среде 

разгорание флуоресценции при добавлении Hg
2+

 практически не наблюдалось (показано на 

примере добавления Hg(ClO4)2 к раствору лиганда 3а при рН 7.4, см. данные в 

диссертационной работе), что обусловлено гидролизом перхлората ртути и снижением 

эффективности комплексообразования. Значение ПО Hg
2+

 с использованием сенсора 5а 

составило 28 нМ, что достаточно близко к ПДК данного катиона (30 нМ). 

В хемосенсоре 16 наличие сопряжения между атомом азота макроцикла и 

карбонильными группами имидного остатка предполагает возникновение спектрального 

отклика по ICT-механизму. Действительно, добавление Hg
2+

 в водный раствор 16 приводило к 

появлению новой полосы в спектре поглощения, смещенной гипсохромно на 100 нм, что 

связано с координацией катиона ртути по краун-эфирному остатку (рис. 4a). 
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Рис. 4. Сенсорные свойства соединения 16 (10 мкмоль/ л) в воде (рН 4.5, ацетатный буфер, 10 мМ). (a) 

Спектр поглощения 16 в отсутствие (1) и присутствии (2) перхлората ртути (II). б) Спектры 

флуоресценции 16 при постепенном добавлении Hg(ClO4)2,     = 410 нм. 

Данные изменения вызваны частичным выключением атома азота рецептора из 

сопряженной системы. В спектре флуоресценции постепенное добавление Hg
2+

 приводило к 

ее тушению. Уменьшение интенсивности эмиссии может быть обусловлено внутренним 

эффектом тяжелого атома в образующимся комплексе. Наблюдаемые изменения в спектре 

испускания (рис. 4б) соответствовали образованию комплекса состава металл – лиганд 1:1, а 

значение логарифма константы устойчивости (16)·Hg
2+

 (lg K) составило 4.25 ± 0.09. Такое 
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низкое значение константы по сравнению с другими хемосенсорами (табл. 1) обусловлено 

уменьшением способности атома азота макроциклического рецептора координировать Hg
2+

 

из-за сопряжения его НЭП с электроноакцепторными карбонильными группами 

дикарбоксиимидного остатка в структуре 16. 

Спектральные свойства хемосенсора ICT-типа 17, в структуре которого НЭП атома азота 

рецептора сопряжена с электроноакцепторным пиридиниевым фрагментом, были исследованы 

в водно-ацетатном буферном растворе при pH 4.5 (рис. 5). Связывание Hg
2+

 с 17 

сопровождалось появлением в спектре поглощения полосы в области 350 нм (рис. 5а), 

отвечающей комплексу (17)·Hg
2+

. При этом интенсивность длинноволновой полосы при 

457 нм, которая связана с внутримолекулярным переносом заряда в свободном лиганде, 

уменьшалась. В спектре флуоресценции 17 комплексообразование вызывало смещение 

максимума полосы в коротковолновую область и увеличение ее интенсивности (рис. 5б). 

Отмеченные спектральные изменения являются результатом увеличения энергии ICT-

перехода в комплексе вследствие уменьшения ЭД свойств атома азота макроциклического 

рецептора. По данным спектрофлуориметрического титрования 17 перхлоратом ртути (II) был 

определена константа устойчивости комплекса (17)∙Hg
2+

 (табл. 1). 
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Рис. 5. Изменения в спектрах поглощения (а) и флуоресценции (б) соединения 17 (10.0 мкМ) при 

добавлении Hg(ClO4)2 в воде при рН 4.5 (ацетатный буфер, 0.01 М),     = 405 нм. Верхние вставки 

показывают зависимость оптической плотности на длине волны 475 нм (А475) и отношения R (I550/ I580) 

от концентрации Hg
2+

 (точки – экспериментальные данные, кривые – расчёт). 

1.3. Изучение спектрально-люминесцентных свойств и комплексообразования 

бисхромофорных RET-систем типа 1 в растворах и живых средах 

Далее было проведено изучение фотофизических свойств ранее синтезированных RET-

систем типа 1, которые представляют соединения 25, 26 и 27 (схема 4). Монохромофоры 3б, 

18–20 (схема 3) использовались в качестве модельных для сравнительного анализа 

спектроскопических характеристик. 

Комплексообразование сенсора 25 было изучено с катионами серебра в водном растворе 

при рН 7.4 (HEPES-буфер). При добавлении нитрата серебра в водный раствор 25 при рН 7.4 в 

спектре поглощения изменения отсутствуют (рис. 6а), однако в спектре флуоресценции, 

записанном на длине волны возбуждения 360 нм, наблюдается увеличение интенсивности 

(рис. 6б). Указанный рост интенсивности можно объяснить координацией катиона серебра по 

краун-эфирному фрагменту, в результате чего происходит подавление PET-процесса в системе 

с одновременным увеличением эффективности конкурентного переноса энергии на 

акцепторный хромофор. 
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Рис. 6. Спектры поглощения (а) и флуоресценции (б), (в) 25 (5.0 мкмоль/л) в присутствии и в 

отсутствие AgNO3 в воде при рН 7.4 (HEPES буфер, 80 ммоль/л),     = 360 нм (б) и     = 450 нм (в). 

Связывание сенсора 25 с ионами Ag
+
 было подтверждено с использованием 

спектроскопии 
1
Н ЯМР. При добавлении нитрата серебра в раствор соединения 25 в ДМСО-d6 

наблюдался значительный слабопольный сдвиг сигналов протонов бензольного ядра и краун-

эфирного цикла (рис. 7), что указывает на участие рецепторной N-арильной группы в 

координации Ag
+
. 

Рис. 7. Спектры 
1
H ЯМР соединения 25 (10 ммоль/л) в ДМСО-d6 до (сверху) и после (снизу) 

добавления 1 экв. AgNO3. 

Проведенные исследования комплексообразования соединения 25 показали, что 

связывание катионов серебра в водном растворе сопровождается увеличением эффективности 

переноса энергии      в системе от 0.65 до  1, которое выражается в разгорании 

флуоресценции ХА на длине волны 620 нм в 1.4 раза при возбуждении светом 360 нм. 

Наблюдаемый оптический эффект оказался ниже, чем в случае монохромофорного 
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производного 3а (76-кратное разгорание флуоресценции в присутствии Ag
+
 в аналогичных 

условиях за счет ингибирования РЕТ-взаимодействия, см. рис. 3а), что можно объяснить с 

одной стороны неполным подавлением RET в свободном лиганде 25, а с другой стороны 

значительным поглощением ХА на длине волны возбуждения 360 нм. Наиболее 

существенным недостатком сенсора 25 является чувствительность флуоресценции 4-

стирилнафталимидного фрагмента к присутствию катионов Ag
+
, обусловленная подавлением 

переноса электрона с рецептора на акцепторный хромофор при комплексообразовании. Это 

делает невозможным проведение ратиометрических измерений концентрации анализируемого 

катиона металла по варианту 1 (см. рис. 2 и объяснение в тексте). Использование одной 

длины волны возбуждения для регистрации ратиометрического отклика (вариант 2 

измерений) также не было возможно, поскольку спектр испускания 25 был однополосный. 

При дальнейшем изучении бисхромофора 26 (схема 4) катионо-индуцированные 

изменения в спектре флуоресценции были небольшими, причем интенсивность испускания 

ХД и ХА возрастала приблизительно в одинаковой степени, что является непригодным для 

ратиометрических измерений. 

Далее мы приступили к анализу сенсорных свойств 27 в водном растворе (ацетатный 

буфер, pH 4.5). Спектр поглощения 27 содержал два длинноволновых пика при 382 и 480 нм, 

соответствующих поглощению нафталимидного и стирилпиридиниевого фрагментов, что 

следует из сопоставления спектра на рис. 8в со спектрами поглощения индивидуальных 

хромофоров 3а и 20 (рис. 8а). При возбуждении на 375 нм, в спектре испускания 27 

наблюдалось наличие двух полос (рис. 8г), соответствующих испусканию ХД и ХА. Учитывая 

форму и положение длинноволновых полос в спектрах поглощения 3а и 20, наличие двух 

пиков эмиссии в случае 27 может быть объяснено как прямым фотовозбуждением ХА, так и 

протеканием RET с нафталимидного на стирилпиридиновый остаток. С использованием 

квантовых выходов ХД в присутствии и в отсутствие ХА (   
  

 и      
  

 соответственно) по 

уравнению (2) было найдено, что эффективность RET-процесса в 27 составляет 0.91 (91%). В 

качестве      
  

 использоволся квантовый выход флуоресценции соединения 3а, а величину 

     
  

 рассчитывали через долю площади в спектре испускания лиганда 27, приходящуюся на 

эмиссию нафталимидного хромофора. 

       
   

  

     
  

 (2) 

Добавление перхлората ртути (II) к водному раствору сенсора 27 не вызывало значи-

тельных изменений в спектре поглощения, однако приводило к увеличению эмиссии 

нафталимидного хромофора на длине волны 465 нм в 2.7 раза (рис. 8г), связанному с подавле-

нием РЕТ в образующемся комплексе (27)∙Hg
2+

. В тоже время, полоса испускания 

стирилпиридиниевого фрагмента практически не изменялась. Отсутствие изменений интен-

сивности флуоресценции в длинноволновом канале обусловлено тем, что контраст в 

переключении RET при переходе от свободного лиганда 27 к комплексу (27)∙Hg
2+

 не очень 

большой (     возрастает от 0.91 до 0.997, расчеты представлены в диссертации). 

Наблюдаемые спектральные эффекты позволяют заключить, что 27 проявляет свойства 

ратиометрического флуоресцентного хемосенсора на катион ртути (II), поскольку отношение 

интенсивностей эмиссии при 465 и 610 нм (I465/ I610) в присутствии (R) и в отсутствии Hg
2+

 

(RF) оказывается различным. По данным спектрофлуориметрического титрования была 

рассчитан логарифм константы устойчивости комплекса (27)∙Hg
2+

 (lgK = 6.89 ± 0.13, табл. 2). 
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Рис. 8. Спектры поглощения (а, в) и флуоресценции (б, г) соединений 3а, 20 и 27 в воде при pH 4.5 

(ацетатный буфер, 0.1 М), концентрации всех соединений 10.0 мкмоль/л,    = 375 нм (для 3а и 27) и 

   = 455 нм (для 20). г) Изменения в спектрах флуоресценции 27 при добавлении Hg(ClO4)2. Верхняя 

вставка на рис. (г) показывает зависимость отношения интенсивностей флуоресценции I465/ I610 (R) от 

количества экв Hg
2+

 в растворе (точки – экспериментальные данные, кривая – расчет). 

Табл. 2. Спектрально-люминесцентные характеристики, бисхромофоров 25–27, 43, 45 и логарифмы 

констант устойчивости их комплексов с катионами Ag
+
 (в случае 25) и Hg

2+
 (в случае остальных 

соединений) состава металл – лиганд 1:1 в воде. 

Соединение     
     / нм     

   / нм     / нм φ
fl
     (pH) 

25 370; 438 617 нм + плечо 360 0.0046 ----- (pH 7.4) 

26 375 475; 541  375 0.014 ----- (pH 4.5) 

27 382; 505 461; 605 375 0.00094 6.89 ± 0.13 (pH 4.5) 

45 377, 487 458, 620 405 0.00001 5.6 ± 0.1 (pH 4.5) 

43 465 637 405 0.00085 5.81 ± 0.06 (pH 4.5) 

Взаимодействие 27 с клетками А549 было изучено с помощью конфокальной лазерной 

сканирующей микроскопии (КЛСМ) для оценки применимости зонда для флуоресцентной 

визуализации ртути в живых клетках. Для выяснения происхождения органелл, 

аккумулирующих соединение 27, был проведен солокализационный анализ исследуемого 

соединения с флуоресцентными маркерами клеточных органелл Родамином 6G (зонд для 

митохондрий) и LysoTracker Red (зонд для лизосом). Результаты солокализации подтвердили 

митохондриальное и лизосомальное накопление 27 в клетках. В качестве примера на (рис. 9) 

приведены клеточные изображения, показывающие локализацию сенсора 27 в лизосомах. 

Преинкубация клеток А549 с перхлоратом ртути (II) и дальнейшая инкубация с 27 

приводит к значительному уширению во внутриклеточных спектрах флуоресценции 27 в 

лизосомах (λвозб =405 нм), что указывает на образование комплексов (27)∙Hg
2+

 (рис. 10а). 
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Наблюдаемый рост интенсивности в коротковолновом канале обусловлен разгоранием 

флуоресценции ХД за счет связывания катиона сенсором 27, что согласуется со 

спектральными изменениями, наблюдаемыми при комплексообразовании в растворе. В 

митохондриях спектральный отклик отсутствовал из-за основного уровня рН (около 8). 

   
Рис. 9. Типичные распределения 27 (а) и LtrR (б) в клетках А549. (в) Наложение изображений (а) и (б), 

демонстрирут солокализацию везикул 27 и LtrR (желтый цвет). Овалы–области, где солокализация 

наиболее очевидна. Метка масштаба составляет 10 мкм. 

Отмеченные различия во внутриклеточных спектрах флуоресценции 27 и (27)·Hg
2+

 в 

лизосомах могут быть использованы для ратиометрического детектирования Hg
2+

. Регистри-

руя флуоресцентные изображения клеток, инкубированных с 27, в спектральных диапазонах 

440–510 нм и 590–650 нм при     = 405 нм, были получены карты отношения R' интегральных 

интенсивностей флуоресценции в указанных диапазонах (R' = I450–510/ I590–650). Установлено, 

что отношение R' чувствительно к присутствию ионов Hg
2+

 и возрастает с увеличением со-

держания Hg
2+

 во внешней среде. На рис. 10б показана зависимость среднего значения R' (   
 ) 

от концентрации Hg(ClO4)2. 

 
 

Рис. 10. (а) Типичные нормализованные внутриклеточные спектры флуоресценции 27 и (27)·Hg
2+ 

в 

лизосомах и митохондриях. (б) Зависимость отношения      от концентрации перхлората ртути (II). 

С использованием зависимости, представленной на рис. 10б, было найдено, что верхний 

предел обнаружения Hg
2+

 внутри клеток с использованием хемосенсора 27, соответствует 

примерно 20 мкМ Hg
2+

 в растворе, содержащем клетки. Далее по уравнению 

                
  

     
      

  
         

  
    (3) 

была оценена средняя внутриклеточная концентрация ионов ртути           . В уравнении (3) 

   – константа диссоциации комплекса (27)·Hg
2+

, (равная 6.89 ± 0.13);          и          –

значения      для свободного 27 и комплекса (27)·Hg
2+

 в клетках А549; (        =1.14±0.06 и 

        =2.82±0.23); Q – отношение внутриклеточной интенсивности флуоресценции лиганда 

27 к интенсивности (27)·Hg
2+

 в диапазоне 590–650 нм (Q = 1.81 ± 0.03). Таким образом, для 

внешнеклеточной концентрации Hg
2+

 2.5, 5.0, 10.0 и 20.0 мкМ значения            составили 

0.08, 0.19, 0.56, 1.65 мкМ соответственно. Зависимость R' от внутриклеточной концентрации 

а) б) в) 
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Hg
2+

 обнаруживала хорошую линейную корреляцию (корреляционный коэффициент 0.99). На 

основании наклона этой линейной зависимости (r) и стандартного отклонения   

аналитического сигнала (отношения интенсивностей флуоресценции) предел обнаружения 

Hg
2+

 в клетках (   ) согласно уравнению 

    
  

 
 

(4) 

составил 46 нМ, что сопоставимо с другими флуоресцентными хемосенсорами на ион Hg(II). 

1.4. Изучение спектрально-люминесцентных свойств и комплексообразования 

бисхромофорных RET-систем типа 2 в растворах и живых средах 

При создании RET-систем типа 2 в качестве ICT-флуороионофора был выбран стирил-

пиридиниевый краситель 17 (схема 3), в структуре которого НЭП атома азота краун-эфирного 

рецептора сопряжена с электроноакцепторным пиридиниевым фрагментом. При исследовании 

оптических свойств 17 было выявлено, что комплексообразование сопровождается 

гипсофлорным (36 нм) и гиперфлорным эффектом. Для усиления ратиометрического отклика 

ICT-хемосенсора 17 в настоящей работе была осуществлена модификация его структуры 

путем введения ХД энергии, 4-(пара-метоксистирил)- и 4-метоксистирил-1,8-нафталимидов с 

образованием RET-пар 43 и 45 (схема 10, 11). Предполагалось, что координация катиона Hg
2+

 

с краун-эфирным рецептором будет вызывать гипсохромный сдвиг длинноволновой полосы 

поглощения ХА (стирилпиридина), уменьшение перекрывания данной полосы со спектрами 

испускания ХД и уменьшение эффективности RET в системе. Для наглядности в табл. 3 

приведены значения интегралов перекрывания J(λ), критических радиусов R0 и 

эффективностей резонансного переноса энергии ΦRET для пар хромфоров 17–42, 17–3б, 

(17)∙Hg
2+

– 42 и (17)∙Hg
2+

– 3б, полученные с использованием индукционно-резонансной 

модели Ферстера (расчетов представлены в тексте диссертационной работы). 

Табл. 3. Спектроскопические характеристики RET-пар «нафталимид – стириловый краситель» в воде. 

RET-пара J(λ) / М
–1

∙см
–1

∙нм
4 

R0 /   ΦRET 

3б (ХД) – 17 (ХА) 1.17∙10
15 

17.7 0.93 

3б (ХД) – (17)∙Hg
2+

 (ХА) 6.24∙10
13 

12.3 0.60 

42 (ХД) – 17 (ХА) 1.65∙10
14 

20.7 0.89 

42 (ХД) – (17)∙Hg
2+

 (ХА) 8.87∙10
13 

12.7 0.30 

Спектр поглощения 43 содержит длинноволновую полосу (рис. 11а), батохромно 

смещенную относительно полосы стирилового красителя 17 (рис. 5а). Сдвиг на 27 нм в 

красную область при переходе от 17 к 43 наблюдался также и в спектре флуоресценции 

(рис. 11б, рис. 5а). При добавлении Hg
2+

 в водный раствор 43 происходил гипсохромный сдвиг 

полосы поглощения, обусловленный координацией катиона с краун-эфирным фрагментом 

стирипиридиниевого остатка (рис. 11а). В спектре флуоресценции 43 присутствие Hg
2+

 

вызывало смещение максимума в коротковолновую область и рост интенсивности эмиссии 

(рис. 11б). По представленным данным было определено значение логарифма константы 

устойчивости комплекса 43 с катионом Hg
2+

 состава 1:1 (табл. 2). Наблюдаемое разгорание 

флуоресценции 43 является отчасти результатом увеличения эффективности излучательной 

дезактивации самого стирилпиридиниевого хромофора при комплексообразовании, а отчасти 

ростом интенсивности испускания ХД за счет подавления RET. Изменение формы спектра 

флуоресценции 43 при связывании Hg
2+

 позволяет рассматривать данный сенсор как 
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ратиометрический. Действительно, отношение R интенсивности флуоресценции при 565 нм к 

интенсивности при 687 нм (R = I565/ I687) возрастало приблизительно в 9 раз (верхняя вставка 

рис. 11б). Следует отметить, что монохромофор 17 в аналогичных условиях демонстрировал 

меньший контраст в переключении ратиометрического сигнала (отношение R, возрастало в 3.5 

раза, см. рис. 5б). Также было найдено значение предела обнаружения катионов ртути (II) с 

использованием сенсора 43 в заданных условиях, которое составило 40 нМ. 
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Рис. 11. Изменения в спектрах поглощения (а) и флуоресценции (б) соединения 43 (10.0 мкМ) при 

постепенном добавлении перхлората ртути (II) в воде при рН 4.5 (ацетатный буфер, 0.01 М), 

    = 405 нм. Верхние вставки на рисунках показывают зависимость оптической плотности на длине 

волны 460 нм (А460) и отношения R интенсивности флуоресценции на длине волны 565 нм к 

интенсивности на длине волны 687 нм (I565/ I687) от концентрации Hg(ClO4)2 в растворе (точки 

соответствуют экспериментальным данным, кривые – расчету). 

Затем нами был изучен хемосенсор 45, содержащий фрагмент 4-алкокси-1,8-

нафталимида в качестве ХД. Спектр поглощения 45 состоит из двух пиков, соответствующих 

фрагментам нафталимида при 377 нм и стирилпиридина при 487 нм (рис. 12а). В спектре 

флуоресценции (рис. 12б), при возбуждении длиной волны 375 нм, где преимущественно 

поглощает донорный фрагмент, присутствуют характерные пики обоих хромофоров, однако 

эмиссия нафталимида в бисхромофоре значительно погашена (    45 и 3б представлены в 

табл. 1, 2). Это объясняется довольно высокой эффективностью протекания RET-процесса в 

системе. Добавление Hg
2+

 к раствору 45 приводило к синему сдвигу полосы поглощения 

(рис. 12а), связанному с координацией катиона с рецептором. 
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Рис. 12. Изменения в спектрах поглощения (а) и флуоресценции (б) соединения 45 (10.0 мкМ) при 

постепенном добавлении перхлората ртути (II) в воде при рН 4.5 (ацетатный буфер, 0.01 М), 

    = 375 нм. Верхние вставки на рисунках показывают зависимость оптической плотности на длине 

волны 495 нм (А495) и отношения R интенсивности флуоресценции на длине волны 570 нм к 

интенсивности на длине волны 450 нм (I570/ I450) от концентрации Hg(ClO4)2. 
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Присутствие Hg
2+

 вызвало усиление флуоресценции ХД при 450 нм из-за ингибирования 

RET-процесса (см. данные по ΦRET в табл. 3), а также разгорание флуоресценции акцептора на 

570 нм, объяснимое более интенсивным излучением комплекса по сравнению с одиночным 

лигандом 17. Наблюдаемое разгорание эмиссии было сильнее в длинноволновом канале, так 

что отношение интенсивности флуоресценции при 570 нм к интенсивности при 450 нм 

(I570/ I450) R возрастало в 6.6 раза при постепенном добавлении перхлората ртути (см. верхнюю 

вставку на рис. 12б). Таким образом, ратиометрический отклик зонда 45 был выше в отличие 

от монохромофорного производного 17, демонстрирующего увеличение R (I550/ I580) всего в 

3.3 раза (рис. 5б). Используя данные спектрофотометрического и спектрофлуориметрического 

титрования, были найдены логарифмы констант устойчивости (lg K) для комплекса (45)·Hg
2+

 

(табл. 2). Предел обнаружения Hg
2+

 с использованием сенсора 45 в заданных условиях 

составил 170 нМ. 

На следующем этапе работы была изучена биоприменимость сенсоров 43 и 45 для 

флуоресцентной визуализации катионов ртути (II) на клеточных культурах. Для исследования 

43 использовались клетки НЕК293. Методом КЛСМ установлено, что 43 проникает в клетки 

НЕК293 и накапливается в цитоплазме. Однако в клетках наблюдалось незначительное 

изменение формы эмиссионной полосы и небольшой сдвиг (10 нм) максимума в присутствии 

ионов Hg
2+

, который, вероятно, связан с тем, что спектр флуоресценции стирилового 

красителя, выполняющего роль ХА в хемосенсоре 43, смещается в коротковолновую область 

при переходе от водного раствора к внутриклеточной среде. В результате различие в 

положении максимумов испускания ХА, ХД, и ХА, связанного с ионом Hg
2+

, оказывается 

недостаточным для регистрации ратиометрического флуоресцентного отклика. 

Применимость 45 для флуоресцентной визуализации Hg
2+

 была исследована с 

использованием КЛСМ в живых клетках A549. В экспериментах по солокализации с 

флуоресцентным маркером лизосом LysoTracker Red (LtrR) везикулы, накапливающие 45, 

были идентифицированы как лизосомы. В клетках A549, предварительно инкубированных с 

Hg(ClO4)2, максимум флуоресценции смещается в синюю область на 30 нм, что указывает на 

образование комплекса (45)·Hg
2+

 (рис. 13г). Наблюдаемые различия в спектрах 

флуоресценции 45 и (45)·Hg
2+

, очевидно, связаны с гипслофлорным эффектом ХА при 

координации с катионом. Важно отметить, что коротковолновый пик испускания 

нафталимидного фрагмента не обнаруживался во внутриклеточном спектре бисхромофора 45, 

что может быть обусловлено относительно высоким уровнем флуоресценции 

стирилпиридиниевого фрагмента в клетках. Такое увеличение интенсивности эмиссии часто 

наблюдается для подобных стириловых красителей и связано с возрастанием жесткости 

микроокружения флуорофора за счет взаимодействия с биомолекулами во внутриклеточной 

среде. Таким образом, ратиометрический флуоресцентный отклик бисхромофора 45 в клетках 

был связан с гипсофлорным сдвигом максимума испускания ХА. В этой связи следует 

отметить, что ICT-хемосенсор 17 на основе индивидуального ХА оказался непригоден для 

детектирования Hg
2+

 в условиях in vitro вследствие иного внутриклеточного распределения в 

митохондриях, где из-за основного уровня рН связывание Hg
2+

 не наблюдалось. 

Представленные на рис. 13г спектральные изменения позволяют осуществлять 

ратиометрическое детектирование катионов Hg
2+

 в клетках. На основе интегральных 

интенсивностей флуоресценции 45 внутри клеток, измеренных одновременно в спектральных 

диапазонах 500–550 и 650–730 нм, получены изображения, описывающие внутриклеточное 

распределение отношения I500–550/ I650–730 (R') (рис. 13а–в). 
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Рис. 13. КЛСМ-изображения клеток А549 в отсутствие (а) и в присутствии Hg

2+
 (б, в) в канале 500 –

 550 нм (столбец I) и 650 – 730 нм (столбец II). В столбце III показано отношение R' интенсивностей 

флуоресценции I500 – 550/ I650 – 730, рассчитанное в каждой точке клетки в отсутствие ионов Hg
2+

 (а), при 

10 (б) или 50 мкМ (в) Hg(ClO4)2. Цветовой код показывает значения соотношения R'. (г) Типичные 

нормализованные внутриклеточные спектры флуоресценции 45 (сплошная линия) и 

(45)·Hg
2+

(пунктирная линия). Линиями зеленого и красного цвета выделены выбранные диапазоны 

флуоресценции, в которых собирали сигнал. 

Также была получена зависимость среднего значения отношения      в клетках А549 от 

концентрации Hg(ClO4)2, которая показала, что верхний предел обнаружения Hg
2+

 внутри 

клеток с 45 соответствует присутствию приблизительно 20 мкМ ионов ртути (II) во внешней 

среде. По уравнению (3) было рассчитано, что при внеклеточных концентрациях Hg
2+

 2, 5 и 

10 мкМ значение средней внутриклеточная концентрация ртути [Hg
2+

]i,av составили 1.5, 2.7 и 

6.0 мкМ соответственно. 

ВЫВОДЫ 

1.  Разработан метод синтеза бисхромофорных систем на основе 1,8-нафталимида и 

стирилпиридина, в структуре которых присутствует рецепторный N-фенилазадитиа-15-

краун-5-эфирный фрагмент. Предложен способ введения указанного рецептора в состав 

заместителя, находящегося в положении 4 нафталимидного ядра. 

2.  Показано, что 4-метокси- и 4-(ацетил)аминопроизводные 1,8-нафталимида, содержащие 

остаток N-фенилазадитиа-15-краун-5-эфира в качестве заместителя при имидном атоме 

азота, проявляют свойства флуоресцентных PET-хемосенсоров с «OFF → ON»-типом 

отклика по отношению к катионам Ag
+
 и Hg

2+
 в нейтральном и слабокислом водном 

растворе на уровне их ПДК, причем селективность комплексообразования может быть 

изменена путем варьирования pH среды. 
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3.  В случае монохромофоров, в которых атом азота краун-эфирного заместителя входит в 

сопряженную систему фотоактивного фрагмента (1,8-нафталимида или стирилпиридина), 

было обнаружено, что связывание катиона Hg
2+

 сопровождается гипсохромным сдвигом 

длинноволновых полос в спектрах поглощения и эмиссии за счет увеличения энергии 

электронного перехода с внутриморлекулярным переносом заряда (ICT). При этом для 

нафталимидного производного в комплексе с Hg
2+

 наблюдалось тушение флуоресценции, в 

то время как для краунсодержащего стирилового красителя – разгорание. 

4.  Сочетание в одной бисхромофорной системе фрагментов 1,8-нафталимида и стирилового 

красителя обеспечивает эффективный резонансный перенос энергии (RET) на 

стирилпиридин (акцептор) при возбуждении нафталимидного остатка (донора), благодаря 

чему спектр испускания содержит полосы обоих флуорофоров. Показано, что модуляция 

эффективности RET в полученных соединениях при комплексообразовании может 

достигаться как за счет изменения конкуренции между RET и PET процессами (в RET-

парах типа 1), так и посредством сдвига ICT-полосы поглощения хромофора-акцептора (в 

RET-парах типа 2). В обоих случаях связывание катиона Hg
2+

 приводит к изменению 

отношения интенсивностей флуоресценции на двух различных длинах волн испускания. 

5.  Биологические исследования моно- и бисхромофорных хемосенсоров показали, что 

присутствие нафталимидного фрагмента в структуре соединения существенно влияет на 

характер внутриклеточного распределения по сравнению с индивидуальным стириловым 

красителем: последний аккумулируется в митохондриях, в то время как для конъюгатов 

«1,8-нафталимид – стирилпиридин» реализуется накопление в лизосомах, либо – в 

лизосомах и митохондриях. Способность бисхромофорных хемосенсоров продуцировать 

ратиометрический флуоресцентный отклик сохраняется при переходе от растворов к 

живым клеткам. Предложен протокол использования данных соединений для 

количественного определения ионов Hg
2+

 в условиях in vitro и мониторинга их 

концентрации в режиме реального времени. 

Перспективы дальнейшей разработки темы диссертации заключаются в последующем 

исследовании и применении бисхромофорных RET-систем для флуоресцентной визуализации 

катионов металлов в водных растворах и биологических средах. С одной стороны, 

варьирование рецепторного фрагмента в синтезированных бисхромофорных производных 

может привести к селективным сенсорам на другие катионы металлов, а с другой – введение 

определенных векторных групп для конкретного типа клеточных органелл в структуру 

сенсора будет способствовать расширению его биоприменимости. 
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