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БИОХИМИЯ, БИОФИЗИКА, 
МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ

Всё более актуальной в настоящее время стано-
вится проблема разработки экспрессных, объектив-
ных и доступных для широкого применения методов 
мониторинга токсикобезопасности различной про-
дукции и отходов человеческой жизнедеятельности. 
Одним же из важнейших параметров, характеризу-
ющих нелетальные изменения состояния любой 
биотестовой системы, являются изменения в струк-
туре её клеточного генома. При этом если таковые 
изменения касаются первичной структуры хромо-
сомальной ДНК, то они передаются по наследству 
дочерним клеткам. Общее количество хромосомаль-
ной ДНК в пробе коррелирует с общим количеством 
клеток, присутствующих в биотестовой системе. 
А изменения пространственной структуры генома 
отражаются на характере биосинтеза белков и таким 
образом регулируют активность метаболизма рас-
сматриваемой биотестовой системы. В связи с этим 
перспективным представлялось разработать метод, 
позволяющий достаточно экспрессно, объективно 
и чувствительно оценивать изменения, происходя-
щие в структуре генома тестовых организмов в ре-
зультате их взаимодействия с различными внешними 
химическими и физическими факторами. Этот метод 
предусматривал использование системы из несколь-

ких синтетических низкомолекулярных соединений, 
обладающих взаимодополняющими оптическими 
и комплексообразующими свойствами, позволя-
ющими рассматриваемым соединениям существенно 
увеличивать свой квантовый выход флуоресценции 
при специфическом взаимодействии с ДНК, осуще-
ствлять резонансный перенос энергии с одного флуо-
рофора на другой и т.п. И первым этапом разработки 
этого метода стал анализ уже имеющихся литератур-
ных данных по структурам и свойствам подобных 
соединений, а также собственные многолетние ис-
следования свойств более чем 30 синтетических, 
потенциально специфичных к ДНК флуорофоров. 
При этом большая часть таких флуорофоров (являв-
шихся производными фенилиндольного, фенилбен-
зазольного, бисбензимидазольного, псораленового, 
ангелицинового, тетрагидрокарбазольного, оксофе-
ноксазольного и других рядов, рис. 1) была впервые 
синтезирована сотрудниками Санкт-Петербургского 
технологического института и Российского химико-
технологического университета.

Основные результаты этих исследований пред-
ставлены здесь в табл. 1, а в более подробном виде 
описаны в работах [1–12]. Отсюда можно сделать 
следующие выводы. Эффективный флуорофор 
на ДНК должен обладать развитой системой со-
пряжённых связей, включающих в себя желательно:

1) несколько пяти- или шестичленных аромати-
ческих циклов (обязательно конденсированных, 
если конструируется интеркалятор);

2) хотя бы один гетероатом (желательно эндоцик
лический азот или кислород, который помимо про-
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Рис. 1. Структурные формулы исследованных нами флуорофоров на ДНК.
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Таблица 1. Основные оптические и комплексообразующие с ДНК свойства исследованных нами флуорофоров

Соединение lW
AB lD

AB lW
EM lD

EM eW ⋅ 10-4 jW ⋅ 103 jD/jW K ⋅ 10-5 n ⋅ 103 η ⋅ 10-5

I 290 310 380 360 1,3 330 1,4 24 25 0,23

II 290 310 380 360 1,4 380 1,2 260 7,4 0,24

III 290 310 380 360 1,3 410 1,1 74 13 0,21

IV 330 330 455 455 0,83 96 2,4 0,19** 28** 0,35

V 330 330 455 455 0,91 130 2,1 0,18** 27** 0,31

VI 330 330 455 455 0,75 190 1,3 0,10** 24** 0,22

VII 330 330 455 455 0,93 69 3,0 0,37** 53** 0,41

VIII 330 330 455 455 0,98 100 2,4 0,35** 58** 0,33

IX 330 330 455 455 0,85 130 1,7 0,24** 63** 0,26

X 340 350 455 455 2,0 6,3 24 49 26 60

XI 355 365 465 450 1,7 7,8 32 84 6,9 36

XII 330 330 450 450 3,1 230 0,55 140 4,1 -16

XIII 330 340 455 455 1,6 4,7 24 78 6,5 7,2

XIV 330 340 455 455 0,52 3,8 23 79 6,6 7,4

XV 325 325 390 390 1,5 870 0,085 23 24 -51

XVI 340* 345* 510 510 0,60 130 0,55 25 22 -13

XVII 350* 355* 520 520 1,7 70 0,76 11 32 -7,3

XVIII 340 340 445 445 1,3 550 0,10 14 31 -32

XIX 370 370 465 465 2,6 660 0,085 12 30 -43

XX 345 355 500 455 2,7 11 44 47 8,9 49

XXI 350 355 500 455 3,6 9,1 53 46 9,1 42

XXII 345 350 495 455 2,4 13 40 45 11 61

XXIII 360 370 555 500 1,7 8,6 46 42 16 21

XXIV 330 350 400* 400* 1,3 51 10 72 8,4 43

XXV 270* 255* 470* 350* 0,68 9,3 12 1,2 61 2,1

XXVI 270* 255* 400* 350* 0,59 8,1 14 0,95 92 2,2

XXVII 270* 255* 470 350* 0,71 6,7 15 1,6 66 1,8

XXVIII 270* 255* 470 350* 0,76 13 9,2 1,3 72 2,5

XXIX 270* 255* 470* 350* 0,69 8,5 13 1,5 68 1,9

XXX 270* 255* 470* 350* 0,72 41 3,3 1,3 71 0,73

XXXI 480 520 595 605 0,56 53 10 2,5 100 4,8

XXXII 365* 365* 450* 450* 0,15 6,4 5 0,64 81 1,0

Примечание. Структурные формулы соединений I–XXXII см. на рис. 1. lAB и lEM (нм) — ​длины волн максимальных 
пиков светопоглощения и флуоресцентной эмиссии в области от 200 до 1000 нм; e (М‑1см‑1) — ​молярный коэффициент 
светопоглощения (определялся при lW

AB); j — ​квантовый выход флуоресценции; K (М‑1) и n — ​константа адсорбции 
и “коэффициент специфичности”, рассчитанные по модели Скэтчарда для флуоресцирующего комплекса исследуемого 
лиганда с St-ДНК в St-буфере; η (М‑1см‑1) — ​“коэффицент чувствительности”, отражающий максимальное приращение 
интенсивности флуоресценции при увеличении концентрации на 1 моль/л (в пересчёте на пары нуклеотидов) при длине 
оптического пути 1 см. При этом индексами W и D обозначены значения, регистрировавшиеся в St-буфере в отсутствие 
St-ДНК (W) и в присутствии насыщающего краситель её количества (D). А сносками * и ** отмечены те соединения, 
у которых есть либо дополнительные, меньшие по интенсивности пики светопоглощения или флуоресценции в области 
300–700 нм (*), либо зарегистрировано три типа обратимого специфического связывания с разными значениями K и n, 
преобладающие при разных соотношениях концентраций ДНК и флуорофора [7], из которых в таблице указаны значе-
ния, характерные для наиболее специфичного типа связывания (**). У соединений XXV–XXX, в отличие от остальных 
указанных в таблице соединений, длины волн максимальных пиков возбуждения фотофлуоресценции (lW

EX = 310–330 нм 
и lD

EX = 290–300 нм) отличались от lAB (вследствие наличия у этих соединений в растворе нескольких равновесных форм 
с разными оптическими свойствами, соотношение которых существенно менялось при изменении рН раствора), а также 
имелись пики светопоглощения в области 430–450 нм, лишь немного менее интенсивные, чем при 270 нм [4]. В качестве 
St-ДНК использовалась ДНК тимуса теленка, после растворения в дистиллированной воде обрабатываемая ультразвуком 
так, чтобы средняя масса одного полинуклеотидного фрагмента составляла 35 000 Да. А в качестве St-буфера использо-
вался водный раствор с  pH 7,4 ± 0,2, содержащий 0,01 М NaCl + 0,01 M Na2EDTA (этилендиаминотетраацетат 
натрия) + 0,01 M Tris (2-амино‑2-гидрокси-метил‑1,3-пропандиол).
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чего послужит центром специфического связывания 
флуорофора с ДНК);

3) а также один или несколько заместителей, 
проявляющих по отношению к хромофорной сис-
теме флуорофора в условиях, при которых будет 
предположительно происходить его связывание 
с ДНК, электроноакцепторные свойства, согласо-
ванные со степенью электрононасыщенности хро-
мофора (как в случае, например, соединений X и XI, 
рис. 1 и табл. 1).

Кроме того, для существенного увеличения чув-
ствительности и специфичности по отношению 
к субстрату может быть сконструирован флуорофор, 
имеющий не один, а несколько хромофорных либо 
специфически взаимодействующих с ДНК фраг-
ментов, достаточная степень сопряжения элект-
ронных систем которых будет достигаться лишь при 
стабилизации плоскостной структуры молекулы 
флуорофора в результате её специфического взаи-
модействия с ДНК (как в случае, например, соеди-
нений XX–XXIII, рис. 1 и табл. 1).

Также при выборе оптимальной структуры флуо-
рофора на ДНК следует учитывать, насколько его 
оптические и комплексообразующие свойства будут 
чувствительны к изменению условий измерения 
и присутствию в растворе различных примесей, на-
сколько это соединение хорошо растворимо и устой-
чиво в растворе и т.п.

Помимо этого следует заметить, что для практи-
ческого использования важна не столько макси-
мальная величина отношения квантовых выходов 
флуоресценции рассматриваемого соединения 
в  присутствии и  в  отсутствие ДНК (см. jD/jW 
в табл. 1), сколько величина изменения интенсив-
ности свечения флуорофора на единицу концен-
трации ДНК (см. η в табл. 1), которая существенно 
зависит не только от jD/jW, но и от jW, соотношения 
концентраций ДНК и флуорофора в системе, а также 
многих других факторов.

Таким образом, осуществив представленные здесь 
исследования, нам удалось:

1) существенно расширить уже имеющуюся базу 
данных свойств синтетических низкомолекулярных 
флуорофоров, специфичных к ДНК;

2) уточнить представления о закономерностях, 
связывающих оптические и комплексообразующие 
свойства таких соединений с их структурой;

3) сформулировать рекомендации по конструи-
рованию новых, эффективных, специфичных к ДНК 
флуорофоров;

4) руководствуясь сказанным выше, подобрать 
ряд специфичных к ДНК флуорофоров со взаимо-

дополняющими спектральными и комплексообра-
зующими свойствами, более подробно описанных 
в работах [7, 9, 10, 13].

При этом было проведено сопоставление данных, 
полученных для разных биообъектов (таких как раз-
личные микроорганизмы, клетки крови крыс, людей 
и т.п.) с помощью предлагаемых в работах [7, 9, 10, 
13] систем флуорофоров, с данными, полученными 
для тех же биообъектов с помощью амплификации 
(сочетанной с полимеразной цепной реакцией) ме-
тода учёта нестабильных хромосомных аберраций 
в  культивируемых лимфоцитах, а  также других 
“классических” генетико-цитологических методов, 
в результате этого было доказано, что предлагаемые 
системы флуорофоров действительно позволяют 
достаточно чувствительно и избирательно детекти-
ровать изменения в первичной и пространственной 
структуре генома исследумых биообъектов. После 
чего упомянутые системы флуорофоров были ис-
пользованы, в частности, при разработке новых 
экспрессных методов диагностики различных забо-
леваний, биотестирования про- и антибиотических 
свойств различной продукции и отходов и т.п.
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The results of long-term author’s studies of the optical and complex-forming properties of more than 30 synthetic 
low-molecular-weight fluorophores specific for DNA are described. These studies have significantly expand the 
already existing database of properties of such compounds and clarify ideas about the patterns linking the men-
tioned properties of fluorophores with their structure, and formulate recommendations on the design of new, 
effective, DNA‑specific fluorophores. The results of these studies can be used, in particular, in the development 
of new express methods for diagnosing various diseases biotesting of pro- and antibiotic properties of various 
products and wastes, etc.
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