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Методом оптической спектроскопии исследовано взаимодействие катионных полиметиновых 

красителей 3,3’-диоктадецилоксакарбоцианин перхлорат (DiO), 1,1’-диоктадецил-3,3,3’,3’-

тетраметилиндокарбоцианин перхлорат (DiI) и 1,1’-диоктадецил-3,3,3’,3’-

тетраметилиндодикарбоцианин перхлорат (DiD) с цвиттерионными липосомами 

фосфатидилхолина яичного желтка (ФХ). По изменению оптической плотности растворов 

красителей при варьировании концентрации ФХ, используя уравнение Скотта, оценены 

константы связывания красителей с липосомами ФХ (Kc) и рассчитаны термодинамические 

параметры комплексообразования «краситель-липосома» ( 0G , 0H и 0S ).  Показано, что 

процесс комплексообразования является самопроизвольным и энергетически выгодным 

процессом, связанным с переходом красителя из агрегированной формы в мономерную. 

Основной вклад в процесс комплексообразования вносят гидрофобные и ван-дер-ваальсовы 

взаимодействия, вклад электростатических взаимодействий незначителен.  

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: полиметиновый краситель, липосома, константа связывания, 

межмолекулярное взаимодействие, термодинамические параметры. 
 

ДОСЛІДЖЕННЯ ВЗАЄМОДІЇ ГІДРОФОБНИХ ПОЛІМЕТИНОВИХ БАРВНИКІВ З 

ЛІПОСОМАМИ В ВОДНИХ РОЗЧИНАХ МЕТОДОМ ОПТИЧНОЇ СПЕКТРОСКОПІЇ 
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Методом оптичної спектроскопії досліджено взаємодію катіонних поліметинових барвників 

3,3’-діоктадецилоксакарбоцианін перхлорат (DiO), 1,1’-діоктадецил-3,3,3’,3’-

тетраметиліндокарбоцианін перхлорат (DiI) и 1,1’-діоктадецил-3,3,3’,3’-

тетраметиліндодікарбоцианін перхлорат (DiD) з цвиттеріонними ліпосомами фосфатіділхоліна 

яєчного жовтка (ФХ). За зміною оптичної густини розчинів при варіюванні концентрації ФХ з 

використанням рівняння Скотта, проведено оцінку констант зв’язування барвників з 

ліпосомами ФХ (Kc) та розраховано термодинамічні параметри утворення комплексів «барвник 

– ліпосома» ( 0G , 0H и 0S ). Показано, що процес утворення комплексів є довільним та 

енергетично вигідним процесом, який пов’язаний з переходом барвника з агрегованої форми до 

мономерної. Основний вклад в процес утворення комплексів належить гідрофобним та ван-дер-

ваальсовим взаємодіям, внесок електростатичної взаємодії незначний. 
КЛЮЧОВІ СЛОВА: поліметиновий барвник, ліпосома, константа зв’язування, міжмолекулярна 

взаємодія, термодинамічні параметри. 
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Interaction between cationic polymethine dyes 3,3'-dioctadecyloxacarbocyanine perchlorate (DiO), 1,1’-

dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindocarbocyanine perchlorate (DiI), 1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3’-

tetramethylindodicarbocyanine perchlorate (DiD) and zwitterionic liposomes of L- -Phosphatidylcholine 

from egg yolk (PC) has been studied by spectroscopic method. Analyzing changes in the dye absorption 

spectra under the variation of PC concentration and using Scott equation, binding constants (Kc) and 

thermodynamic parameters ( 0G , 0H и 0S ) of ―dye-to-liposome‖ complex formation have been 

calculated. It has been shown that the complex formation is spontaneous and energetically favorable 

process associated with the change in dye aggregate state from associates to monomer form. The main 

contribution in complex formation process belongs to hydrophobic and Van der Waals forces, while the 

contribution of electrostatic interactions is negligible. 
KEY WORDS: polymethine dyes, liposome, binding constant, intermolecular interaction, thermodynamics 

parameters 

 

Полиметиновые красители очень широко применяются в биологических 

исследованиях и медицинской диагностике в качестве флуоресцентных зондов и 

метчиков [1,2]. Привлекательными спектральными свойствами полиметинов, 

обуславливающими их применение, является экстремально высокое значение 

коэффициента молярного поглощения (  100 cm
–1

M
–1

) и высокая, по сравнению с 

другими органическими красителями, фотостабильность и узкие полосы 

люминесценции [1,2]. Флуоресцентные зонды этого класса  с короткими 

углеводородными радикалами (  7 углеродных атомов) используются как потенциал-

чувствительные сенсоры, для визуализации клеточных органелл (митохондрии, 

эндоплазматическая сеть) и контроля функционального состояния клеток по 

изменению митохондриального потенциала [1,2]. Полиметины с длинными 

углеводородными радикалами (  12 углеродных атомов) обладают ярко выраженными 

липофильными свойствами и используются для мониторинга нейронов, трайсинга 

липопротеинов, долговременного наблюдения клеток в культуре, включая 

трансплантацию клеток, криоконсервирование, изучение жизнеспособности клеточных 

культур в связи с этими процессами и др. [1-9]. Однако, несмотря на широкое 

использование полиметиновых красителей в биологических и медицинских 

исследованиях, работы по спектроскопии этих флуоресцентных зондов малочисленны 

[10-13]. Подобные исследования также важны с точки зрения использования 

полиметиновых красителей для визуализации и мечения наноразмерных контейнеров, 

таких как полимерные мицеллы и липосомы, очень интенсивно используемые в 

последнее время в биологии, фармакологии и медицине для целевой доставки 

различных веществ внутрь живой клетки [14-18]. 

В настоящей работе методами оптической спектроскопии исследуется процесс 

взаимодействия гидрофобных катионных полиметиновых красителей 3,3’-

диоктадецилоксакарбоцианин перхлорат (DiO), 1,1’-диоктадецил-3,3,3’,3’-

тетраметилиндокарбоцианин перхлорат (DiI) и 1,1’-диоктадецил-3,3,3’,3’-

тетраметилиндодикарбоцианин перхлорат (DiD)  с наноразмерными контейнерами – 

липосомами цвиттерионного фосфолипида – фосфатидилхолина яичного желтка (ФХ). 

 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Полиметиновые красители DiO, DiI и фосфолипид ФХ (рис.1) куплены у Sigma 

Aldrich, краситель  DiD - у фирмы Invitrogen и использовались без дополнительной 

очистки. Для приготовления исходных растворов красителей (1 10
-3

 М)  и липида (40 

мг/мл) использовался хлороформ (Sigma Aldrich) спектроскопической чистоты.  



22 

И.Ю. Курильченко, С.Л. Ефимова, Т.Н. Ткачева и др. 

 

. 
Рис.1. Структурные формулы используемых полиметиновых красителей и фосфолипида. 
 

Растворы для исследования готовились по следующей схеме. Сначала готовили 

исходные растворы каждого красителя в хлороформе концентрацией 1 10
-3

 М. При 

проведении исследований готовились серии растворов с определенным соотношением 

краситель:ФХ, при этом варьировалась концентрация ФХ, концентрация красителей во 

всех растворах была одинакова - 1 10
-6

 М. Поскольку концентрация ФХ варьировалась 

в широком диапазоне (от 2 10
-5

 до 1 10
-3

 М), для приготовления водных растворов с 

малым количеством ФХ были также необходимы растворы ФХ в хлороформе 

концентрациями 1 10
-2

 и 1 10
-4

 М. Исходные растворы нужного красителя и ФХ 

смешивались в заданном соотношении. После испарения хлороформа полученная 

липидная пленка, содержащая краситель, гидратировалась водой двойной перегонки,  в 

результате чего получалась суспензия, содержащая большие многослойные липосомы с 

красителем [19]. Для получения маленьких однослойных липосом, полученная 

липидная суспензия обрабатывалась ультразвуком при помощи ультразвукового 

диспергатора УЗД 22/44 (Украина) в течение 5 мин [19]. 

Спектры поглощения регистрировали с помощью UV-Vis спектрофотометра 

Specord 200 (Analytic, Jena, Германия) с применением кварцевой кюветы с длиной 

оптического пути 1 см. Все измерения проводили как минимум трижды при 

температурах 288 К, 298 К, 308 К, и 318 К. Температуру контролировали с помощью 

термостатирующей ячейки. Времена затухания люминесценции красителей в разных 

средах (растворители, мицеллы додецилсульфата натрия (ДСН) и липосомы ФХ) 

измерялись на спектрометре с временным разрешением FluoTime 2000 (PicoQuant, 

Германия), работающим по методике время-коррелированного счета  единичных 

фотонов (Time-Correlated Single Photon Counting, TCSPC) с аппаратной функцией 100 

пс. Для возбуждения люминесценции использовались лазерные пикосекундные 

диодные головки макс = 439 и 531 нм (PicoQuant, Германия). 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Все красители, используемые в работе, благодаря длинным углеводородным 

радикалам С18Н37 обладают чрезвычайно низкой растворимостью в воде. При 

добавлении воды, например, к раствору красителя DiI в этаноле происходит 

образование ассоциатов, что приводит к трансформации спектров поглощения (рис.2а). 

Люминесценция красителя в таких растворах также потушена (рис.2б). Однако в 

водных растворах, содержащих мицеллы ДСН или липосомы ФХ, благодаря эффекту 

солюбилизации происходит встраивание молекул красителя в мицеллы или липидный 

бислой липосом, что приводит к резким изменениям в спектрах поглощения и 

люминесценции (увеличение интенсивности, восстановление формы полос и сдвиг 

DiO DiI DiD 

ФХ 
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спектров, рис.2а,б) [20-24]. Для красителей DiO и DiD наблюдаются аналогичные 

изменения спектров (не приводится). 

 

Рис.2. Спектры поглощения (а) и люминесценции (б) красителя DiI в разных растворителях: 1 – 

этанол, 2 – этанол:вода (60%), 3 – водно-мицеллярный раствор ДСН, 4 – водный раствор, 

содержащий липосомы ФХ; (в) Кривые затухания люминесценции красителя DiI в разных 

растворителях: 1 – этанол; 2 – водный раствор, содержащий липосомы ФХ; 3 – водно-

мицеллярный раствор ДСН; 4 – хлороформ. [DiI] = 1 10
-5

 М. 

 

О встраивании красителей в мицеллы или липосомы свидетельствует также 

увеличение времени затухания красителей в растворах, содержащих ПАВ (рис.2в, 

кривые 2 и 3). Так, для DiI времена затухания люминесценции составляют 0,37 нс 

(этанол), 0,42 нс (водный раствор, содержащий липосомы ФХ), 0,54 нс (водно-

мицеллярный раствор) и 0,7 нс (хлороформ). Поскольку люминесценция красителей в 

водных растворах полностью потушена, то для наглядности времена затухания 

сравнили с таковыми в этаноле (
TE = 51,9 ккал/моль) и хлороформе 

(
TE  = 39,1 ккал/моль), как растворителях с большей (этанол) и меньшей (хлороформ) 

полярностью [25]. 

Полученные экспериментальные данные однозначно указывают на образование в 

водных растворах, содержащих мицеллы или липосомы, комплексов «краситель – 

мицелла/липосома». Процессы комплексообразования в системе «краситель – мицелла» 

были подробно изучены ранее [22-24]. Интересным было исследовать процесс 

комплексообразования в системе «краситель – липосома», поскольку красители DiO, 

DiI и DiD используются для флуоресцентного мечения липосом при исследовании их 

взаимодействия с живыми клетками [26,27]. 

Процессы образования комплексов в растворах характеризуются не только 

спектральными характеристиками, но и другими параметрами, в частности 

эффективностью таких процессов (степенью связывания). 

Если рассматривать липосому ФХ как отдельную частицу Л, то процесс 

комплексообразования между красителем К и липосомой Л может быть описан, как 

равновесная реакция: 

 КЛЛК сK
, (1) 

 

где КЛ – комплекс липосомы с молекулой красителя, Kс – константа равновесия, в 

данном случае, константа связывания. 

Для определения константы равновесия процесса комплексообразования 

анализировались спектры поглощения красителей в водных растворах при добавлении 
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ФХ  разной концентрации [28,29]. Константа связывания cK  при разных температурах 

(288 К, 298 К, 308 К, и 318 К) оценивалась с использованием уравнения Скотта в 

следующем модифицированном виде [30]: 

 

 
)(

1][][]][[

000 cK

ФХD

AA

lФХD
, (2) 

 

где [D] и ][ФХ  – концентрации красителя и ФХ, соответственно;  и 0  – 

коэффициент молярной экстинкции красителя связанного и несвязанного с липосомой; 

A  и 0A  – оптическая плотность раствора красителя, содержащего ФХ и без ФХ, 

соответственно, измеренная в максимуме поглощения комплекса; l  – длинна 

оптического пути. 

Как видно из уравнения (2), константа связывания cK  может быть определена 

графически по наклону прямой зависимости )/(]][[ 0AAlФХD от ][][ ФХD . На рис.3 

а приведено семейство спектров поглощения красителя DiО в водном растворе при 

увеличении концентрации ФХ.  

 

Рис.3 (а) Спектры поглощения красителя DiO в водном растворе при варьировании 

концентрации ФХ (2 10
-5

 – 1 10
-3

 М). [DiO] = 1 10
-6

 М. Пунктиром приведен спектр DiO в воде 

без ФХ; (б) Изменение оптической плотности водных растворов DiO как функция 

концентрации ФХ. Т=298 К; (в) графическое определение константы связывания красителя DiO 

с липосомами ФХ при разных температурах и аппроксимация экспериментальных точек 

уравнением Скотта (прямая линия).  

 

Видно, что добавление в раствор ФХ приводит к восстановлению спектра 

поглощения DiO и смещению его максимума, что свидетельствует, как уже говорилось 

выше, о встраивании красителя в липосомы. На рис.3б приведено изменение 

оптической плотности растворов при увеличении концентрации ФХ. Видно, что 

увеличение концентрации ФХ приводит к постепенному росту оптической плотности и 

затем, выше определенной концентрации, кривая зависимости выходит на насыщение, 

что указывает на то, что весь краситель встроился в липидный бислой липосом. 

Полученная зависимости )/(]][[ 0AAlФХD от ][][ ФХD  оказалась прямой линией 

для при всех температурах (рис.3 в), что является доказательством образования 

комплекса «краситель – липосома» состава 1:1 [28,29] и позволило получить 

константу связывания cK  при разных температурах как тангенс угла наклона прямых. 

Для красителей DiI и DiD влияние ФХ на спектры поглощения аналогично. 
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Зависимости )/(]][[ 0AAlФХD от ][][ ФХD  также являются прямыми линиями (не 

приводится). Полученные константы связывания для всех красителей при разных 

температурах приведены в Табл.1. 
Таблица 1 

Константы связывания и термодинамические параметры комплексообразования «краситель – 

липосома» 

 Краситель Т, (K) cK , 

л∙мол
-1 

ΔGº, 

кДж∙мол
-1

 

ΔHº, 

кДж∙мол
-1

 

ΔSº,  

Дж∙мол
-1

град
-1 

DiO 

 

288 7,16 10
4 -26,75 

-15,64 

 

38,56 

298 5,0 10
4
 -26,79 37,40 

308 4,74 10
4
 -27,55 38,66 

318 3,68 10
4
 -27,78 38,15 

DiI 

288 13,6 10
4
 -28,28 

-20,71 

 

26,29 

298 9,4 10
4
 -28,35 25,63 

308 6,85 10
4
 -28,49 25,26 

318 6,13 10
4
 -29,13 26,45 

DiD 

288 10,0 10
4
 -27,56 

-6,71 

 

72,40 

298 8,38 10
4
 -28,07 71,67 

308 8,17 10
4
 -28,94 72,19 

318 7,57 10
4
 -29,68 72,24 

 

Рассчитанные константы связывания для всех красителей имеют довольно большие 

значения, что говорит о сильном взаимодействии между красителем и липосомой и 

смещении равновесия в уравнении (1) в сторону образования комплекса КЛ. 

Увеличение температуры не значительно влияет на процесс комплексообразования, что 

указывает на прочность образующихся комплексов «краситель – липосома». 

Можно также оценить эффективность связывания красителя с липосомами ФХ 

рассчитав долю связанного красителя ( micf ), используя полученные из уравнения 

параметры по следующей формуле [31]: 

 
0( )

mic

m

A
f

Dl
, (3) 

Расчеты показали, что для DiO и DiI эта величина составляет 0,999, а для DiD – 0,97. То 

есть в водном растворе, содержащем липосомы ФХ, практически 100% молекул 

красителей связано с липосомами.  

В общем случае, взаимодействие между катионной гидрофобной молекулой 

красителя и липосомой цвиттерионного фосфолипида ФХ будет определяться силами 

гидрофобного, ван-дер-ваальсового и электростатического взаимодействий, вклад 

которых определяется знаком и величиной термодинамических параметров 

комплексообразования [32]. Используя значения константы связывания cK , 

полученные для разных температур, можно рассчитать изменение свободной энергии 

Гиббса ( 0G ), энтальпию ( 0H ) и энтропию ( 0S ) процесса комплексообразования 

используя выражения [32]: 

 

 cKRTG ln0  (4) 
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p
T

TG
H

)/1(

)/( 0
0  (5) 

 
T

GH
S

00
0  (6) 

 

Из уравнения (5) видно, что величина 0H может быть получена графически, 

используя зависимость TG /0 от T/1 , которая должна быть прямой линией с 

наклоном равным 0H . Полученные значения термодинамических параметров для 

всех красителей приведены в Табл.1.  

Отрицательные значения изменения свободной энергии Гиббса свидетельствуют о 

том, что процесс комплексообразования является самопроизвольным энергетически 

выгодным процессом [32]. Зависимости TG /0 от T/1 для всех красителей оказались 

линейными (рис.4), а полученные значения 0H  – отрицательными величинами 

(Табл.1), что указывает на то, что связывание красителей с липосомой – 

экзотермический процесс. 

 

Рис.4. График зависимости TG /0
от T/1 для связывания красителя DiO (квадраты), DiI 

(точки) и DiD (треугольники) с липосомами ФХ. 

 

Изменение энтропии ( 0S ), рассчитанное по уравнению (6) для всех красителей 

оказалось положительным (Табл.1). Обычно положительное значение изменения 

энтропии характерно для процессов, сопровождающихся изменением агрегатного 

состояния вещества, таких, например, как растворение кристаллических веществ – 

переход вещества из твердого состояния в жидкое [32]. Подобный процесс происходит 

и в наблюдаемой нами системе. При связывании красителей, которые в воде образуют 

нерастворимые ассоциаты, липосомами ФХ, происходит переход красителя из 

агрегированного состояния в мономерное за счет «растворения» в липидном бислое 

липосомы. 

В работах P.D. Ross [33], M.H. Rahman [34] и соавторов была детальна изучена 

термодинамика процесса взаимодействия различных лигандов (органических молекул) 

с биологическими макромолекулами (протеинами) [34], а также процессы ассоциации 

протеинов [33] в растворах. Было показано, что положительное значение 0S указывает 
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на участие гидрофобных взаимодействий в процессе связывания лиганда и протеина 

[34]. Данный вывод может быть применен и к случаю взаимодействия органического 

красителя с липосомой ФХ. Для чисто гидрофобного взаимодействия, значения как 
0H , так и 0S должны быть положительными [34]. Отрицательные значения 0H  

указывают на вклад электростатических взаимодействий в процесс 

комплексообразования «краситель – липосома». Однако для того чтобы этот вклад был 

заметным, значение изменения энтальпии 0H должны быть немного меньше или 

равно нулю [34]. В нашем случае значения 0H существенно меньше нуля. 

Отрицательные значения изменения энтальпии могут указывать на роль водородных 

связей и ван-дер-ваальсовых взаимодействий в процессе комплексообразования [33]. 

В изменение свободной энергии Гиббса ( 0G ), которой характеризуется процесс 

комплексообразования, вносят вклад одновременно два противоположных фактора 

энтропийный (TΔS
0
) и энтальпийный (ΔH

0
) [32]: 

 000 STHG  (7) 

Для красителей DiO и DiI значения /TΔS
0
/ < /ΔH

0
/, что означает, что в этом случае 

движущей силой комплексообразования «краситель – липосома» является изменение 

энтальпии. Тогда как в случае красителя DiD, /TΔS
0
/ > /ΔH

0
/, а значит, процесс 

комплексообразования управляется изменением энтропии. Причина таких отличий в 

значениях термодинамических параметров для красителя DiD неясна и требует 

дальнейших исследований. Одной из возможных причин может являться особенность 

строения молекулы (рис.1). Молекула DiD обладает наиболее длинной полиметиновой 

цепочкой в флуорофорной части молекулы, по сравнению с молекулами  DiO и DiI, что 

увеличивает гибкость молекулы и возможность вращения ее фрагментов относительно 

друг друга. В работе [22] на основе анализа кривых затухания анизотропии 

флуоресценции молекул DiI и DiD в мицеллах ДСН, было показано, что вращение 

молекулы DiD более свободно, по сравнению с DiI, что объяснялось тем фактом, что 

из-за особенностей своей структуры в мицеллу может встраиваться только один 

углеводородный радикал. Подобная ситуация может наблюдаться и в случае липосом 

ФХ. 

 

ВЫВОДЫ 

Таким образом, исследование изменения оптической плотности водных растворов 

красителей DiO, DiI, DiD при добавлении фосфолипида ФХ показывает, что в водном 

растворе происходит образование комплексов «органический краситель – липосома 

ФХ». Полученные большие значения констант связывания Kc  и доли связанного 

красителя (0,97 – 0,99 %) говорит, что процесс комплексообразования является очень 

эффективным. Рассчитанные термодинамические параметры комплексообразования 

свидетельствуют о том, что этот процесс определяется главным образом силами 

гидрофобного и ван-дер-ваальсового взаимодействий ( 0S >0). Влияние 

электростатических взаимодействий незначительно ( 0H <0). 
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