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НОВЫЙ КОМПЛЕКС ТЕРБИЯ (III) В КАЧЕСТВЕ ФЛУОРЕСЦЕНТНОГО ЗОНДА 
НА БЫЧИЙ  СЫВОРОТОЧНЫЙ АЛЬБУМИН

Методом флуоресценции исследовано взаимодействие глобулярного белка бычьего сывороточного альбу-
мина (БСА) с новым водорастворимым комплексным соединением тербия с 6-[(1-гидрокси-3-oксo-6,7-дигид-
ро-3H ,5H -пиридо[3,2,1-ij]хинолин-2-карбонил)-амино]-гексановой кислотой (L). Обнаруженное тушение
4f-люминесценции комплекса в присутствии БСА объяснено образованием аддукта БСА—Tb(III)—L. В обла-
сти низких концентраций БСА наблюдается статическое тушение флуоресценции зонда с константой тушения
Штерна–Фольмера, равной (6.1 ± 0.2)⋅106 М–1. Указанный комплекс предложен для определения БСА в интер-
вале 0.1—40.0 мкг/мл. Предел обнаружения составляет 0.03 мкг/мл.

ВВЕДЕНИЕ. Альбумин является одним из важ-
нейших компонентов сыворотки крови, преобла-
дающим среди сывороточных белков по количес-
твенному содержанию. Благодаря способности об-
ратимо связывать различные низкомолекулярные
вещества экзогенного и эндогенного происхожде-
ния (лекарства, яды, продукты метаболизма и т.п.)
альбумин осуществляет их транспортировку к
различным органам и тканям организма [1, 2]. Ус-
тановлено, что связывание этих веществ с актив-
ными центрами альбумина носит неспецифичес-
кий характер и осуществляется за счет различных
типов взаимодействий — гидрофобных, диполь-
ных, электростатических, посредством ван-дер-ва-
альсовых сил, водородных связей и др.

В биохимических исследованиях собственная
флуоресценция биологических материалов не все-
гда позволяет получить желаемую информацию
об объекте. В таком случае используют искусст-
венные флуорофоры, тo еcть специально синтези-
рованные вещества, имеющие характерный спектр
флуоресценции в свободном состоянии либо при
связывании с тем или иным объектом исследова-
ния. Флуоресценция таких веществ (зондов) дол-
жна отличаться высоким квантовым выходом и
достаточно большим временем жизни.

Зондовая флуоресценция чувствительна к стру-
ктурно-функциональным изменениям в биологи-
ческих мембранах, микровязкости ее липидного
бислоя, связыванию с белками и другими вещест-
вами, структурным перестройкам в белках, измене-
нию мембранного потенциала, концентрации внут-
риклеточного кальция и др. Интенсивность и вре-

мя жизни флуоресценции зонда характеризуют
подвижность его сольватной оболочки, поляриза-
ция флуоресценции — вращательную подвижность,
ориентацию и вязкость микроокружения зонда.
Тушение флуоресценции зонда посторонними ве-
ществами позволяет установить доступность флуо-
рофора для тушителя, его локализацию в белках
и мембранах клеток, а также проницаемость и ско-
рость диффузии тушителей [3].

Широко применяемые спектрофотометричес-
кие методы определения белков (биуретовый, Ло-
ури, Бредфорда) [4, 5] имеют ряд ограничений, в
том числе по чувствительности. Более чувствите-
льное люминесцентное определение протеинов [6]
реализуют с помощью ксантеновых (FAM, TAMRA,
R6G, Alexa Fluor) и цианиновых (Cy3, Cy5, Sybr
Green) красителей [7, 8], комплексов алюминия с
морином [9], сенсибилизированной люминесцен-
ции лантанидов в их комплексах с различными ли-
гандами [10—24]. Перспективность использования
комплексов европия (III) и тербия (III) для опреде-
ления белков и их свойств связана не только с вы-
сокой чувствительностью, но и характеристично-
стью спектров 4f-люминесценции — наличием в
них узких полос, большим стоксовским смещени-
ем, длительным временем жизни, что позволяет эли-
минировать влияние биоматрицы.

При низких концентрациях БСА взаимодей-
ствие имеет электростатическую природу в резу-
льтате связывания координационно  ненасыщен-
ных комплексных соединений лантанидов с про-
тивоположно заряженными группами белка. При
высоких концентрациях белка число связанных мо-
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лекул резко возрастает в результате кооперативно-
сти процесса, определяющую роль при этом игра-
ют гидрофобные взаимодействия. В большинстве
работ [13—19] установлено усиление интенсивно-
сти люминесценции (Iлюм) лантанидных зондов при
добавлении белков. Данное увеличение Iлюм авто-
ры объясняют двумя типами взаимодействий: вслед-
ствиe перекрывания спектров поглощения акцеп-
тора (лантанидный зонд) и флуоресценции доно-
ра (белок) возможен межмолекулярный перенос
энергии; при оптимальных условиях эксперимен-
та молекулы белка отрицательно заряжены и лег-
ко взаимодействуют с комплексами лантанидов,
что приводит к вытеснению молекул воды из внут-
ренней координационной сферы центрального ио-
на и уменьшению потерь энергии за счет вибраци-
онных колебаний ОН-групп.

В нескольких работах описано тушение люми-
несценции комплексных соединений лантанидов
в присутствии белков. При этом высказаны неко-
торые предположения о механизме тушения, ко-
торый авторы связывают с разрушением компле-
ксов-зондов [20, 21]. Эти гипотезы не подтверж-
дены спектроскопическими данными, вызывают
сомнение и требуют проверки.

Цель данной работы состояла в проведении
спектрально-люминесцентного изучения свойств
нового водорастворимого комплексного соедине-
ния тербия с 6-[(1-гидрокси-3-oксo-6,7-дигидро-3H,
5H-пиридо[3,2,1-ij]хинолин-2-карбонил)-амино]-
гексановой кислотой (L) и его взаимодействия с
белками.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ. В работе ис-
пользовали реактивы квалификации не ниже ч.д.а.
и бидистиллированную воду. Стандартные раство-
ры хлоридов тербия и европия (0.1 моль/л) гото-
вили растворением соответствующих оксидов вы-
сокой чистоты, которые предварительно прока-
ливали в муфельной печи в течение 1 ч при 650—
700 oС в концентрированной соляной кислоте с
последующим выпариванием ее избытка на водя-
ной бане. Сухой остаток растворяли в дистилли-
рованной воде и разбавляли до необходимого объе-
ма. Концентрацию полученных растворов РЗЭ
контролировали комплексонометрически с инди-
катором арсеназо I в уротропиновом буферном
растворе при рН  7.0 ± 0.2.

Используемый реагент — 6-[(1-гидрокси-3-oксo-
6,7-дигидро-3H,5H-пиридо[3,2,1-ij]хинолин-2-кар-
бонил)-амино]-гексановая кислота (L) — был син-
тезирован, идентифицирован и очищен по мето-

дике [25]. Раствор (1⋅10–3 моль/л) реагента

получали растворением точной навески в воде с
подщелачиванием 0.1 моль/л раствором NaOH до
рН 7.0. Рабочие растворы реагентов готовили со-
ответствующим разбавлением водой.

Стандартные растворы (1 мг/мл, 1⋅10–5 моль/л)
БСА (белок плазмы крови крупного рогатого ско-
та производства Sigma, молекулярная масса 6.4⋅104

Da) готовили растворением точной навески белка
в воде и хранили при температуре 0—4 oС. Рабо-
чие растворы готовили соответствующим разбав-
лением стандартных растворов.

Значение рН  растворов устанавливали с по-
мощью 40 %-го водного раствора уротропина.

Спектры возбуждения люминесценции, а так-
же времена жизни регистрировали с помощью спек-
трофлуориметра Cary Eclipse (Varian) с ксеноно-
вой лампой 150 W. Все измерения проводили при
комнатной температуре (21 —23 oС). Спектры лю-
минесценции ионов европия (III) регистрировали
в области 560—650 нм с λмакс 580, 590 и 612 нм
(переходы 5D0→7F0, 5D0→7F1 и 5D0→7F2 соответ-
ственно), тербия (III) — в области 480—620 нм с
λмакс 490, 545 и 590 нм (переходы 5D4→7F6, 5D4
→7F5, 5D4→7F4 соответственно).

Электронные спектры поглощения регист-
рировали на спектрофотометре UV-2401 PC (Shi-
madzu) с использованием кварцевых кювет (l = 1
см). Значения рН  растворов измеряли с помощью
рН -метра Lab 850 (Schott Instruments GmbH) со
стеклянным электродом, калибровку которого про-
водили с помощью стандартных буферных рас-
творов. Значения времен жизни возбужденного со-
стояния ионов тербия вычисляли с использова-
нием программного обеспечения Cary Eclipse.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ  ОБСУЖДЕНИЕ. Спектр по-
глощения лиганда (L) в водном растворе харак-
теризуется наличием трех полос в ультрафиоле-
товой области спектра (рис. 1, а) с высокими мо-
лярными коэффициентами поглощения (ε, л⋅моль–1⋅
см–1): ε334 = 5.1⋅103; ε293  = 1.99⋅104; ε236 = 4.92⋅104,
что указывает на эффективное поглощение им све-
товой энергии и возможность передачи ее иону
лантанида.

L
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Энергия триплетного уровня изученного ли-
ганда, рассчитанная [26] из спектра фосфоресцен-
ции его комплекса с ионом гадолиния (ІІІ) при 77
К  (22200 см–1) (рис. 1, б), значительно выше энер-
гии уровней первого возбужденного состояния
ионов Tb(III) (20500 см–1) и Eu(III) (17300 см–1).

Наличие полос поглощения в УФ-области спе-
ктра с высокими молярными коэффициентами по-
глощения, а также величина энергии триплетного
уровня лиганда позволяют предположить, что в

комплексах ионов лантанидов с
указанным лигандом может осу-
ществляться эффективный пере-
нос энергии от органической ча-
сти молекулы к иону лантанида.

Поскольку взаимодействие
Ln(III) с лигандом L ранее не бы-
ло описано в литературе, нами ус-
тановлены условия комплексооб-
разования и изучены некоторые
спектрально-люминесцентные сво-
йства образующихся комплексов.

Было установлено, что для
достижения максимальной Iлюм
необходим 5-кратный избыток
реагента по отношению к иону лан-
танида. По люминесцентным дан-
ным методом ограниченного ло-
гарифмирования установлено, что
в недостатке лиганда или при эк-

вимолярном соотношении Tb(III) : L образуется ком-
плекс с соотношением компонентов Tb(III) : L =
=1:1, а при избытке лиганда — с соотношением
1:2. Комплексообразование лиганда с ионами Tb
(III) протекает в широком интервале значений рН
— от 3.5 до 10.0 с максимумом люминесценции
при рН  7.5—8.5.

Максимумы спектра возбуждения (λвозб) изу-
ченного комплекса (рис. 2, а) находятся в УФ-об-
ласти спектра при 240 и 300 нм. Наиболее интенсив-
ной в спектрах люминесценции комплекса тербия 
(III) является полоса, соответствующая переходу
5D4→7F5 с максимумом при 545 нм (рис. 2, б).

В пользу заключения об эффективности пере-

Аналитическая химия

Рис. 1. Спектры поглощения лиганда L (а) и
фосфоресценции комплекса Gd(III)—L при
77 К  (б). СL = СGd = 1⋅10–5 моль/л; l =1 см.

a б

Рис. 2. Спектр возбуждения комплекса Tb(III)—L (CTb(III) = CL = 1⋅10–5 моль/л) (а); тушение собственной
люминесценции L и увеличение Iлюм Tb(III) (б) в присутствии различных концентраций ионов Tb(III), моль/л:

1 — 0; 2 — 1⋅10–7; 3 — 1⋅10–6; 4 — 1⋅10–5; 5 — 1⋅10–4; 6 — 1⋅10–3; 7 — 1⋅10–2.

бa

52 ISSN 0041-6045. УКР. ХИМ . ЖУРН . 2011. Т. 77, № 7



дачи энергии возбуждения от органического лига-
нда к иону лантанида свидетельствует тот факт, что
по мере прибавления к раствору реагента (с кон-
центрацией 1⋅10–5 моль/л) растворов Tb(III) в раз-
личных концентрациях ((1⋅10–7—1⋅10–2) моль/л) на-
блюдается снижение интенсивности молекулярной
люминесценции лиганда (рис. 2, б).

Одной из основных характеристик люминес-
ценции является ее длительность, которая опреде-
ляется временем жизни возбужденного состояния
(τ). Кинетика затухания люминесценции для по-
лос с максимумом при 545 нм для Tb(III) (5D4)
является экспоненциальной и может быть охарак-
теризована τ, которое для комплекса Tb(III) : L =
=1:1 составляет 680 мкс.

В данной работе нами изучено влияние БСА
на интенсивность люминесценции ионов тербия (III)
в комплексе с  L. Взаимодействие в тройной систе-
ме Tb—L—белок протекает в широком интервале
значений рН  — от 3.5 до 10.0 с максимумом люми-
несценции при рН  7.5—8.5. Изучено влияние кон-
центраций тербия (III) и L на Iлюм. Установлено,
что оптимальными являются равные концентра-
ции тербия и L (1⋅10–6 М), которые использова-
лись нами для дальнейших исследований.

Обнаружено резкое тушение Iлюм комплекса
при добавлении различных концентраций БСА
(рис. 3).

Белки обладают амфолитной природой и пред-
ставляют собой цвиттер-ионы, которые в зависи-
мости от рН  раствора несут положительный или
отрицательный избыточный заряд [27]. При опти-
мальных для проявления люминесцeнции компле-

кса Tb(III)—L значениях рН 7.5—8.5 молекулы бел-
ка несут отрицательный заряд и способны элек-
тростатически взаимодействоать с положительно
заряженным ионом тербия. С другой стороны, кар-
боксильная группа молекулы лиганда при дан-
ном значении рН  ионизирована и способна при-
соединяться по протонированным аминогруппам
белка. Это подтверждается изменением спектров
поглощения свободного лиганда и БСА (рис. 4) по
сравнению с их спектрами при совместном присут-
ствии L—БСА, что указывает на взаимодействие

L—белок, которое возможно приводит к переда-
че энергии от лиганда к БСА. Также о переносе
энергии свидетельствует перекрывание спектра
поглощения реагента со спектрами поглощения и
люминесценции белка. В результате этого проис-
ходит уменьшение передачи энергии от лиганда к
иону тербия, что объясняет уменьшение интенси-
вности люминесценции Tb(III) в системе Tb—
L—белок.

Рис. 3. Спектры люминесценции комплекса Tb(III)—L
в присутствии различных концентраций БСА: 1 — 0;
2 — 0.5; 3 — 40 мкг/мл. СTb=СL=1⋅10–6 моль/л.

Рис. 4. Спектры поглощения: 1 — раствора БСА; 2 —
раствора БСА в присутствии ионов Tb(III); 3 — раство-
ра лиганда L; 4 — раствора комплекса Tb(III)—L; 5 —
раствора БСА в присутствии лиганда; 6 — раствора
БСА в присутствии комплекса Tb(III)—L. СTb=СL=1⋅10–5

моль/л; СБСА=200 мкг/мл.
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Как видно из рис. 5, при добавлении различ-
ных концентраций БСА к комплексу Tb(III)—L
происходит увеличение Iлюм, а также гипсохром-
ное смещение (20 нм) максимума флуоресценции
полосы лиганда. Увеличение интенсивности флуо-
ресценции можно объяснить процессом обратно-
го переноса энергии от иона тербия к лиганду,
что связано с небольшим зазором между энергия-
ми триплетного уровня лиганда (22200 см–1) и воз-
бужденного уровня тербия (III) 5D4 (20500 см–1).
Установлено также, что в случае комплекса Eu(III)
—L не наблюдается изменения Iлюм в присут-
ствии белка и, следовательно, не реализуется про-
цесс обратного переноса энергии, что связано со
значительной разницей между энергиями трипле-
тного уровня лиганда (22200 см–1) и возбужден-
ного уровня европия (III) 5D0 (17300 см–1). В то же
время гипсохромное смещение максимума флуо-
ресценции полосы лиганда является дополнитель-
ным свидетельством взаимодействия лиганда с
белком.

Зависимость  Iлюм комплекса Tb(III)—L от
концентрации БСА представлена на рис. 6, а. Гра-
дуировочный график в координатах Штерна–
Фольмера представлен на рис. 6, б.

Тушение Iлюм комплекса Tb(III)—L происхо-
дит за счет как динамического, так и статическо-
го механизмa, о чем свидетельствует характерное
отклонение вверх и вогнутость по отношению к
оси ординат графика Штерна–Фольмера [28] на
рис. 6, б. В обоих случаях зависимость относите-
льной интенсивности люминесценции от концен-

трации тушителя описывается уравнением Штер-
на–Фольмера:

I0/I =  1 +  KSV[Q] , (1)

где I0, I — интенсивность флуоресценции флуо-
рофора в отсутствие и в присутствии тушителя со-
ответственно; [Q] — концентрация тушителя; KSV
— константа тушения Штерна–Фольмера.

При тушении по статическому механизму KSV
представляет собой константу равновесия образо-
вания комплекса в основном состоянии, тo еcть кон-
станту комплексообразования (связывания). Полу-
ченные экспериментальные данные в области ни-
зких концентраций БСА (0.1—10.0 мкг/мл) проа-
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Рис. 5. Спектры люминесценции комплекса Tb(III)—L
и лиганда в присутствии различных концентраций БСА:
1 — 0; 2 — 3; 3 — 5; 4 — 20; 5 — 30; 6 — 50 мкг/мл.
СTb=СL=1⋅10–6 моль/л.

Рис. 6. Зависимость интенсивности люминесценции ком-
плекса Tb(III)—L от концентрации БСА (а) и градуи-
ровочный график в координатах Штерна–Фольмера
(б). СTb=СL=1⋅10–6  моль/л.

a

  б
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нализированы в рамках уравнения Штерна–Фоль-
мера. Линейный характер зависимости интенсив-
ности флуоресценции комплекса Tb(III)–L от
концентрации БСА свидетельствует об образова-
нии аддукта Tb(III)—L—БСА. Константа образо-
вания аддукта, вычисленная по уравнению (1), рав-
на (6.1 ± 0.2)⋅106 М–1, и сопоставима с соответст-
вующией величиной для зонда на основе компле-
кса Eu(III)—доксициклин [17], что характеризует
близкую степень связывания данных флуоресцен-
тных зондов с молекулами белков.

Время жизни люминесценции комплекса Tb
(III)—L в присутствии различных концентраций
БСА остается неизменным (рис. 7). На основании
этого можно сделать вывод о существенном вкла-
де статической составляющей в механизм туше-
ния, которое происходит в результате образова-
ния в основном состоянии нефлуоресцирующего
аддукта Tb(III)—L—белок.

Проверена возможность определения БСА по

тушению интенсивности люминесценции комплек-
сного соединения Tb(III)—L.

При оптимальных условиях тушение Iлюм
Tb(III) в изученном комплексе наблюдается в
интервале концентраций БСА 0.1—40.0 мкг/мл.
Предел обнаружения составляет 0.03 мкг/мл.

МЕТОДИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ. В мерные колбы
объемом 10 мл вносили по 0.5, 2.0, 5.0 мл рабоче-
го раствора БСА (100 мкг/мл) (5 параллельных из-
мерений). В каждую колбу прибавляли по 1.0 мл
рабочих растворов хлоридов калия, натрия, каль-

ция и глюкозы (1⋅10–4 моль/л); по 0.5 мл рабочего
раствора L-аланина (1⋅10–4 моль/л). Далее в каж-
дую колбу добавляли по 1.0 мл 1⋅10–5 моль/л рас-
твора хлорида тербия, 1.0 мл 1⋅10–5 моль/л рас-
твора L, 0.4 мл 40 %-го раствора уротропина. Па-
раллельно готовили раствор контрольной пробы,
который содержит все компоненты, кроме белка.
Растворы доводили до 10.0 мл водой и перемеши-
вали. Через 5 мин измеряли Iлюм при λэмис=545 нм
(λвозб =300 нм).

Аналитические характеристики методики: ин-
тервал линейности 0.1—40.0 мкг/мл; уравнение в
координатах Штерна—Фольмера I0/I = 1.12 +
0.054С + 0.004С2, где C — концентрация БСА,
мкг/мл; коэффициент корреляции R=0.9989. Пре-
дел обнаружения (0.03 мкг/мл) рассчитывали по
3s-критерию (n=5). Результаты определения БСА
в модельных растворах представлены в таблице.

Предлагаемая методика характеризуется удов-
летворительными метрологическими характеристи-
ками и простотой выполнения.

ВЫВОДЫ. Обнаружено тушение бычьим сыво-
роточным альбумином люминесенции комплекса
тербия (III) с 6-[(1-гидрокси-3-oксo-6,7-дигидро-3H,5H-
пиридо[3,2,1-ij]хинолин-2-карбонил)-амино]-гекса-
новой кислотой. Установлен смешанный механизм
тушения с преобладанием статического в резуль-
тате взаимодействия белка с лигандом и образо-
вания аддукта Tb(III)—L—БСА. Комплекс Tb(III)
—L может быть использован в качестве флуорес-
центного зонда для высокочувствительного опре-
деления БСА, а также для изучения связывания ле-
карственных препаратов с белками плазмы крови.

РЕЗЮМЕ. Методом флуоресценції досліджено вза-
ємодію глобулярного білка бичачого сироваткового
альбуміну (БСА) з новою водорозчинною комплексною

Рис. 7. Кривые затухания люминесценции комплекса
Tb(III)—L в присутствии различных концентраций
БСА, мкг/мл: 1 — 0 (681 мкс); 2 — 0.5 (694 мкс); 3 —
1.0 (684 мкс); 4 — 2.0 (696 мкс); 5 — 5.0 (671 мкс).
СTb=СL=1⋅10–6 моль/л.

Результаты определения БСА методом введено–най-
дено в модельных  растворах  (P= 0.95, n= 5)

Посторонние
вещества*

БСА, мкг/мл
S r

Введено Найдено

Na+ , K+ , Ca2+ ,
глюкоза, L-

aланин

  5.0 5.2 ± 0.3 0.048
20.0 19.4 ± 0.5 0.022
50.0 50.2 ± 1.1 0.018

* CMe
n+ = 1⋅10–5, Cглюкоза = 1⋅10–5, CL-аланин = 5⋅10–6 моль/л.
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сполукою тербію з 6-[(1-гідрокси-3-oксo-6,7-дигідро-3H,
5H-піридо[3,2,1-ij]хінолін-2-карбоніл)-аміно]-гексановою
кислотою (L). Виявлене гасіння 4f-люмінесценції комп-
лексу в присутності БСА пояснене утворенням аддукту
БСА—Tb(III)—L. В області низьких концентрацій БСА
спостерігається статичне гасіння флуоресценції зонду
з константою гасіння Штерна–Фольмера, яка дорівнює
(6.1 ± 0.2)⋅106 М–1. Вказаний комплекс запропонований
для визначення БСА в інтервалі 0.1—40.0 мкг/мл. Межа
виявлення складає 0.03 мкг/мл.

SUMMARY. The interaction between bovine serum
albumin (BSA) and the new water-soluble terbium complex
with 6-[(1-hydroxy-3-oxo-6,7-dihydro-3H,5H-pyrido[3,2,1-
ij]quinoline-2-carbonyl)-amino]-hexanoic acid (L) has been
investigated by fluorescence method. 4f-Luminescence quen-
ching of the complex in the presence of BSA has been ex-
plained by formation of BSA—Tb(III)—L adduct. F luo-
rescence static quenching of the probe has been observed
in the range of low BSA concentrations with a Stern–Vol-
mer quenching constant equal to (6.1 ± 0.2)⋅106 М–1. The
complex has been offered for determination of BSA in the
range of 0.1—40.0 µg/ml. The detection limit is 0.03 µg/ml.
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