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Аннотация. Развитие ифункционирование всех живых существ заканчивается неизбежнымпроцессом старения, в результате которого
подавляется деятельность всех органов и организма в целом, что приводит к неминуемой смерти. Одной из причин старения счита-
ют гликирование белков. Этот процесс протекает на протяжении всей жизни, но с возрастом он усиливается. Гликирование белков –
это реакция ковалентного соединения свободных аминогрупп белков и восстанавливающих углеводов, которая протекает без участия
ферментов и приводит к нарушению функций белков. Этот процесс является нерегулируемым, так как происходит без участия биологи-
ческих катализаторов. В результате гликирования белков у человека в организме возникают воспалительные процессы, и развивается
ряд таких заболеваний, как инфаркт, инсульт, атеросклероз, катаракта, гликемия, болезнь Альцгеймера, сахарный диабет и др. В за-
дачах медицинской диагностики необходимы методы контроля состояния белков в организме человека, сывороточного альбумина
человека (САЧ). В связи с этим работа посвящена изучению процессов взаимодействия глобул сывороточного альбумина человека
(САЧ) с глобулами гликированного сывороточного альбумина человека (гСАЧ). Установлено, что интенсивность и кинетика затухания
замедленной флуоресценции ифосфоресценции люминесцентного зонда эозина, связанного с белками, чувствительны к соотношению
гликированных и негликированных белков в растворе. Для объяснения возрастания интенсивности и времени жизни фосфоресценции
эозина при переходе от раствора САЧ к смеси САЧ с гСАЧ сделано предположение, что глобулы САЧ и гСАЧ в результате диффузионных
встреч образуют комплекс состава гСАЧ-САЧ, вращательная подвижность которого гораздо меньше, чем отдельно глобул САЧ и гСАЧ.
Образование комплекса подтверждается возрастанием анизотропии замедленной флуоресценции и фосфоресценции эозина в смеси
САЧ с гСАЧ. Полученные результаты проделанной работы можно использовать для диагностики наличия комплекса гликированных
с негликированными белками в плазме крови человека.
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Abstract. Background and Objectives: The development and functioning of all living beings ends with the inevitable aging process, as a result
of which the activity of all organs and the body as a whole is suppressed, which leads to imminent death. Protein glycation is considered to be
one of the causes of aging. This process takes place throughout life, but it intensifies with age. Protein glycation is a reaction of covalent coupling
of free amino groups of proteins and reducing carbohydrates, which proceeds without the participation of enzymes and leads to disruption of
protein functions. This process is unregulated, as it occurs without the participation of biological catalysts. As a result of glycation of proteins in
humans, inflammatory processes occur in the body and a number of diseases such as heart attack, stroke, atherosclerosis, cataract, glycemia,
Alzheimer’s disease, diabetesmellitus, etc. develop. In the tasks ofmedical diagnostics, methods ofmonitoring the state of proteins in the human
body are necessary. In this regard, the work is devoted to the study of the processes of interaction of human serum albumin globules (HSA) with
globules of human glycated serum albumin (gHSA). Materials and Methods: In conducting a study of the spectral-kinetic characteristics of the
eosin luminescent probe in solutions of glycated and non-glycated HSA, as well as in amixture of glycated and non–glycated HSA, an exponential
dependence of the second order was used to approximate the dependencies of DF (delayed fluorescence) and PHOS (phosphorescence), and
an anisotropy equation was used to assume the formation of the gHSA-HSA complex. Results: It has been found that the intensity and kinetics
of quenching of delayed fluorescence and phosphorescence of the eosin fluorescent probe associated with proteins are sensitive to the ratio
of glycated and non-glycated proteins in solution. To explain the increase in the intensity and lifetime of eosin phosphorescence during the
transition from a solution of HSA to amixture of HSA and gHSA, it is assumed that the globules of HSA and gHSA form a complex of the composition
of gHSA-HSA, as a result of diffusion encounters. The rotational mobility of this complex is much less than the separate globules of HSA and
gHSA. The formation of the complex is confirmed by an increase in the anisotropy of delayed fluorescence and phosphorescence of eosin in a
mixture of HSA and gHSA. Conclusion: The obtained results of the work can be used to diagnose the presence of a complex of glycated with
non-glycated proteins in human blood plasma.
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Введение

В настоящее время большое внимание уде-
ляется поиску все новых способов ранней диа-
гностики целого ряда заболеваний. Для задач ме-
дицинской диагностики ряда заболеваний, в том
числе и такого как сахарный диабет, востребова-
ны флуоресцентные методы контроля состояния
транспортных белков организма, сывороточного
альбумина человека (САЧ) [1, 2].

Исследования степени гликирования гемо-
глобинов и белков плазмы крови показали, что
они являются более информативными по срав-
нению с определением уровня сахара в крови
[3, 4]. Уровень сахара в крови является сию-
минутным показателем, зависимым от многих
факторов – приема пищи, физической нагруз-
ки, эмоционального состояния [5–8]. Показатели
гликированного гемоглобина (ГГ) и гликирован-
ных белков (ГБ) плазмы крови информативны
на протяжении длительного времени [9]. Из-
за более короткой продолжительности жизни
ГБ (12–21 день) [10–12] определение наличия

этого альбумина позволяет реализовать гликеми-
ческий контроль пациента в течение 2–3 недель
[13], в то время как время жизни ГГ составля-
ет 60–120 дней [10, 11]. Сывороточный альбумин
человека имеет более короткий период полурас-
пада, чем у гемоглобина [14], поэтому для оценки
эффективности лечения наиболее показательны-
ми являются ГБ [15], так как позволяют получать
данные за более короткий период времени.

Известно [16], что гликирование приводит
к изменению структуры белков, в том числе
и транспортных, что приводит к увеличению
жесткости глобулы белка за счет увеличения по-
перечных сшивок внутри его глобулы.

Одним из самых чувствительных методов
является люминесцентный, позволяющий осу-
ществлять неразрушающий контроль состояний
белков плазмы крови.

Для определения структурных изменений
в белках с успехом применяются люминесцент-
ные методы, основанные на наблюдении флуо-
ресценции [17] и фосфоресценции [18] хромо-
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форов белков. Однако число люминесцирующих
хромофоров белков ограничено и их кванто-
вый выход люминесценции незначителен [18],
поэтому для исследования структурных пере-
строек в белках применяются флуоресцентные
зонды [19, 20], обладающие высоким кванто-
вым выходом свечения и способностью сор-
бироваться в определенных местах глобулы
белка.

Кроме того, чувствительность люминесцен-
ции зондов к изменениюмикроокружения зондов
позволяет исследовать структурные перестрой-
ки в сывороточном альбумине при переходе
к гликированным САЧ. Структурные перестрой-
ки в глобулах САЧ при гликировании могут
приводить к изменению микроокружения моле-
кул люминесцентных зондов, связанных с гло-
булами САЧ. Поэтому изменения, вызванные
гликированием альбумина, можно зарегистриро-
вать по изменениям люминесцентных характе-
ристик зонда, чувствительного к конформации
белка. Для исследования процессов перспектив-
но использовать долгоживущее излучение зонда –
фосфоресценцию (ФОСФ) и замедленную флу-
оресценцию (ЗФ). Значительное время жизни
ФОСФ и ЗФ зонда по сравнению с флуорес-
ценцией позволяет изучить более медленные
процессы, происходящие в структурных измене-
ниях глобулы САЧ.

Одной из проблем, возникающих при та-
ких исследованиях, является наличие в плазме
крови одновременно гликированного и негли-
кированного альбумина, различающихся струк-
турой и, следовательно, характеристиками лю-
минесценции внедренных в них зондов. Кроме
того, возможно изменение люминесценции зон-
да вследствие взаимодействия гликированного
и негликированного альбумина между собой.

С целью изучения взаимодействия люминес-
центного зонда эозина с гликированным и негли-
кированными белками нами были проведены
исследования спектрально-кинетических харак-
теристик люминесцентного зонда эозина в рас-
творах гликированных и негликированных САЧ,
а также в смеси гликированных и негликирован-
ных САЧ.

1. Материалы иметоды

В качестве люминесцентного зонда нами вы-
бран наиболее перспективный зонд – эозин Y,
который обладает довольно высоким квантовым
выходом флуоресценции (φфл = 0.67) [21] и фос-
форесценции 0.001 [22], а также эффективно

связывается с САЧ [23], поскольку является диа-
нионом в водных средах.

Исследуемые растворы эозина концентра-
цией 4 · 10−6 М готовили в фосфатном буфере
рН 7.4. Выбор именно этой концентрации обу-
словлен тем, что при этом сведено к минимуму
концентрационное тушение возбужденных син-
глетных и триплетных состояний эозина. Для
наблюдения ЗФ и ФОСФ из раствора удаляли
кислород. Удаление кислорода из исследуемых
растворов производилось химическим способом
[24–26] при помощи сульфита натрия (производ-
ство «Реахим», Россия, «ч.д.а.»), концентрация
которого в растворе составляла 0.01 М. При
выбранной концентрации сульфита натрия на-
ми не наблюдалось образование фотохимических
продуктов взаимодействия эозина с сульфитом
натрия, изученных в работе [27], а также измене-
ние свойств белков [28].

Нами исследовался транспортный белок –
сывороточный альбумин человека. Он является
наиболее распространенным белком в организме
человека, что и определяет актуальность про-
ведения исследований с использованием САЧ.
САЧ содержит гидрофильные и одну гидрофоб-
ную группу, поэтому этот белок достаточно
хорошо сорбирует используемые в работе мо-
лекулы эозина как в приповерхностном слое
глобулы САЧ, так и в глубинных областях
[29, 30]. В работе использован САЧ (Sigma
Aldrich, США, каталожный номер A8763), а так-
же гликированный САЧ (Sigma Aldrich, США,
каталожный номер A8301, c содержанием 99%
основного вещества), представляющий собой
кристаллизованную структуру HSA со связанной
глюкозой с открытой цепью (GLO) на участке
Садлоу I.

САЧ и гСАЧ растворялись в фосфатном бу-
фере, содержащем Na2HPO4 – KH2PO4 0.15 М,
рН 7.4. Концентрации САЧ и гСАЧ были вы-
браны равными 1 мг/мл. Такую концентрацию
обычно используют при исследовании белков
люминесцентными методами [31]. Для изучения
взаимодействия гликированных белков с негли-
кированными проводилось смешивание по объе-
му САЧ и гСАЧ в отсутствие свободной глюкозы
в соотношении 1 : 1.

Спектры люминесценции, замедленной флу-
оресценции (ЗФ) и фосфоресценции (ФОСФ)
регистрировались на флуориметре Cary Eclipse
(Agilent Tehnologies, USA), поляризационные
спектры регистрировались на флуориметре LS55
(Perkin Elmer, USA).
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2. Результаты

С целью изучения взаимодействия люми-
несцентного зонда эозина с гликированными
и негликированными белками нами были получе-
ны спектры возбуждения и флуоресценции зонда
эозина в САЧ, гСАЧ и смеси гСАЧ и САЧ состава
1 : 1 (рис. 1, 2).

Рис. 1. Спектры возбуждения эозина (λфл = 550 нм): 1 –
в смеси гСАЧ и САЧ, 2 – в САЧ и 3 – в гСАЧ

Fig. 1. Excitation spectra of eosin (λ f l = 550 nm): 1 – in a
mixture of gHSA and HSA, 2 – in HSA and 3 – in gHSA

Рис. 2. Спектры флуоресценции эозина (λвозб = 530 нм):
1 – в смеси гСАЧ и САЧ, 2 – в САЧ и 3 – в гСАЧ

Fig. 2. Fluorescence spectra of eosin (λex = 530 nm): 1 – in a
mixture of gHSA and HSA, 2 – in HSA and 3 – in gHSA

Из полученных спектров следует, что ин-
тенсивность флуоресценции изменяется при гли-
кировании. В случае гликированного альбумина
интенсивность уменьшается, что свидетельству-
ет о наличии процессов тушения. В смеси аль-
буминов, как и следовало ожидать, наблюдается
среднее значение интенсивности по отношению
к исходным растворам.

При регистрации спектров замедленной флу-
оресценции и фосфоресценции картина изменя-
ется (рис. 3). В смеси гликированного и негли-
кированного альбумина интенсивность растет
по сравнению с исходными растворами.

Рис. 3. Спектры замедленной флуоресценции (λmax =
= 560 нм) и фосфоресценции (λmax = 700 нм) эозина
(C = 4 · 10−6 М): 1 – в САЧ (C = 1.5 · 10−5 М), 2 – в гСАЧ
(C = 1.5 · 10−5 М), 3 – в смеси состава 1 : 1 САЧ (C =

= 0.75 ·10−5 М) и гСАЧ (C = 0.75 ·10−5 М)
Fig. 3. Spectra of delayed fluorescence (λmax = 560 nm) and
phosphorescence (λmax = 700 nm) of eosin (C = 4 ·10−6 M):
1 – in HSA (C = 1.5 ·10−5 M), 2 – in gHSA (C = 1.5 ·10−5 M)
and 3 – in a mixture of 1 : 1 HSA (C = 0.75 · 10−5 M) and

gHSA (C = 0.75 ·10−5 M)

2.1. Изменения спектров образцов в результате
гликирования

При гликировании наблюдаемое уменьше-
ние интенсивности как ЗФ, так и ФОСФ эозина
объясняется структурными перестройками гСАЧ,
следствием которых являются изменения в пер-
вой сольватной оболочке молекул эозина, связан-
ных с глобулами белка. Проникновение молекул
воды [32] в первую координационную сферу
молекул эозина, приводит к ускорению процес-
сов дезактивации триплетных состояний молекул
эозина, вследствие чего уменьшается интенсив-
ность ЗФ и ФОСФ эозина.

Для определения констант затухания
ЗФ и ФОСФ нами получены представленные
на рис. 4 спектры люминесценции эозина для
разных времен задержки регистрации после им-
пульсного фотовозбуждения.

По полученным спектрам люминесценции
построены зависимости интенсивности в мак-
симуме спектров замедленной флуоресценции
и фосфоресценции от времени задержки после
импульсного возбуждения (рис. 5, а, б).
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а/а

б/b

в/c

Рис. 4. Спектры замедленной флуоресценции (λmax =
= 560 нм) и фосфоресценции (λmax = 700 нм) эозина
(C = 4 ·10−6 М) в растворах: а – в САЧ (C = 1.5 ·10−5 М);
б – в гСАЧ (C = 1.5 ·10−5 М); в – в смеси состава 1 : 1 САЧ
и гСАЧ при разных временах задержки после импульсно-
го возбуждения; 1 – 0.2; 2 – 0.3; 3 – 0.4; 4 – 0.5; 5 – 1; 6 – 2;

7 – 3; 8 – 4; 9 – 5 мс

Fig. 4. Spectra of delayed fluorescence (λmax = 560 nm) and
phosphorescence (λmax = 700 nm) of eosin (C = 4 ·10−6 M):
а – inHSA (C = 1.5 ·10−5M); b – in gHSA (C = 1.5 ·10−5M);
с – in amixture of 1 : 1HSA and gHSA at different delay times
after pulse excitation; 1 – 0.2; 2 – 0.3; 3 – 0.4; 4 – 0.5; 5 – 1;

6 – 2; 7 – 3; 8 – 4; 9 – 5 ms

а/а

б/b

Рис. 5. Кинетика затухания: а – фосфоресценции, б – за-
медленной флуоресценции эозина в растворах: 1 – САЧ,
2 – гСАЧ и 3 – смеси состава 1 : 1 САЧ – гСАЧ. IPHOS и IDF –
интенсивность в максимуме спектров фосфоресценции

и ЗФ эозина
Fig. 5. Kinetics of attenuation of phosphorescence (a) and
delayed eosin fluorescence (b) in solutions: 1 – HSA, 2 –
gHSA, 3 – in a mixture of 1 : 1 HSA and gHSA. IPHOS и IDF –
are the intensity at the maximum of the phosphorescence and

DF spectra of eosin

Полученные зависимости замедленной флу-
оресценции и фосфоресценции были аппрок-
симированы биэкспоненциальной зависимостью
согласно уравнению

IPHOS, DF = A1e−t/τ1 +A2e−t/τ2 , (1)

где Ai – интенсивность люминесценции i-й ком-
поненты при t = 0, τi – время затухания экспо-
нент, соответствующее времени жизни соответ-
ствующего возбужденного состояния эозина, t –
задержка регистрации после возбуждения флу-
оресценции. Для оценки относительного вклада
экспонент результаты нормировались таким об-
разом, чтобы A1+A2 = 1.
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Существует возможность того, что не весь
эозин связан с молекулами альбуминов. Одна-
ко это не может повлиять на анализ полученных
результатов. Согласно нашим данным, время за-
тухания фосфоресценции эозина в фосфатном
буфере равно 0.8 ± 0.4 мс. Но при той же концен-
трации эозина начальная интенсивность кривой
затухания такой фосфоресценции составляет все-
го 4% от интенсивности фосфоресценции образ-
цов с САЧ или гСАЧ. Учитывая, что часть эозина
провзаимодействовала с молекулами альбумина,
можно считать, что вклад фосфоресценции эози-
на в фосфатном буфере существенно меньше 4%
от общей интенсивности и не должна принимать-
ся во внимание.

Полученные результаты сведены в табл. 1.
Для объяснения биэкспоненциальной зависи-

мости затухания люминесценции нами проведен
анализ мест связывания эозина и глюкозы в гло-
буле альбумина.

В глобуле САЧ (C = 1.8·10−5 М), по аналогии
с бенгальской розой [33], могут располагать-
ся несколько молекул красителя эозина (C =
= 4 · 10−6 М). Согласно [34], при значениях pH
3.5–8.0 в связывании эозина с глобулой белка
участвуют остатки лизина (через гидроксильную
и карбоксильную группы группы эозина), также
участвуют остатки треонина (через гидроксиль-
ную группу эозина) и глутаминовой кислоты
(через гидроксильную и карбоксильную группы
эозина). К участкам связывания с САЧмалых орга-
нических молекул, таких как эозин, относят сайт I
и II [34, 35]. Расположенный в гидрофобной обла-
сти сайт I находится в домене II альбумина САЧ,
в него входят лизин (195, 199), треонин (125, 243),
глутаминовая кислота (167, 244), глутамин (196),
серин (202), аргинин (197, 218, 222, 257). Сайт II

находится в домене III молекулы САЧ, в него
входит тирозин (411) и прилежащие к нему лей-
цин (413) и валин (415, 418). Эти аминокислоты
расположены преимущественно в гидрофильном
приповерхностном слое глобулы белка.

В работе [36] по результатам изучения три-
плет-триплетного переноса энергии между гид-
рофобным пиреном и эозином показано, что
эозин может проникать в глубинные области САЧ,
связываясь с лизином, находящимся вблизи гид-
рофобной области.

Таким образом, эозин при связывании с гло-
булой САЧ может локализоваться в доступном
приповерхностном слое глобулы, связываясь с по-
лярными аминокислотами, а также может про-
никать и в труднодоступные глубинные области,
связываясь с аминокислотами вблизи гидрофоб-
ной области. При этом микроокружение молекул
эозина будет разным. Это должно проявить-
ся в спектрально-кинетических характеристиках
эозина.

Наиболее вероятно, что быстрозатухающая
компонента люминесценции обусловлена вкла-
дом молекул, расположенных в приповерхност-
ном слое глобулы. Наличие большого количества
полярных аминокислот в гидрофильной области
белка обеспечивает сосредоточение молекул эози-
на в приповерхностной гидрофильной области
белка. Малое время жизни фосфоресценции и ЗФ
локализованных в этой области молекул эози-
на свидетельствует об эффективной дезактивации
триплетных состояний вследствие высокой по-
лярности микроокружения, а также из-за проник-
новения молекул воды в гидрофильную область
белка.

Нами сделано предположение, что в этих
условиях возможен процесс переноса валентного

Таблица 1 / Table 1
Значения коэффициентов A1 и A2 для затухания интенсивностей ЗФ и ФОСФ эозина (C = 4·10–6 М) в фосфатном
буфере; τ1, τ2 – времена затухания компонент ЗФ и ФОСФ после импульсного фотовозбуждения в САЧ, гСАЧ

(C = 1.5·10–5 М) и их смеси 1 : 1
Values of coefficients A1 and A2 for quenching the intensities of DF and PHOS of eosin (C = 4·10–6 M) in the phosphate
buffer; τ1, τ2 – lifetimes of the components of DF and PHOS after pulsed photoexcitation in HSA, gHSA (C = 1.5·10–5 M)

and their mixture 1 : 1

Образец/
Sample

ФОСФ/PHOS ЗФ/DF

A1
±0.05

τ1
±0.2,
мс/ms

A2
±0.04

τ2
±0.1,
мс/ms

A1
±0.05

τ1
±0.2,
мс/ms

A2
±0.04

τ2
±0.1,
мс/ms

САЧ/HSA 0.34 1.1 0.66 2.6 0.28 1.1 0.72 2.5
гСАЧ/gHSA 0.22 1.0 0.78 2.4 0.15 1.0 0.85 2.3
САЧ+гСАЧ/
HSA+gHSA

0.23 1.2 0.77 2.9 0.34 1.1 0.66 2.9
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электрона с эозина в синглетном фотовозбуж-
денном состоянии на молекулы воды, распо-
ложенные вблизи эозина в глобуле САЧ. Это
предположение находится в соответствии с гипо-
тезой, представленной в [37, 38], согласно которой
вблизи аминогруппы ANS (N-phenyl-1-amino-8-
sulphonaphthalene) образуется кластер из 3–4 мо-
лекул воды, и электрон возбужденного ANS
переносится в водный кластер. В результате флу-
оресценция гасится. Н-связь является связующим
звеном для такой передачи заряда. Подтверждени-
ем этого предположения является показанное на-
ми равенство времен затухания короткоживущей
компоненты люминесценции эозина, растворен-
ного в буфере и в САЧ.

Малое значение времени жизни фосфорес-
ценции и ЗФ эозина в гидрофильной области
можно объяснить также высокой проницаемо-
стью этой приповерхностной области глобулы
САЧ для молекул остаточного кислорода после
фотохимического обескислороживания которые
являются эффективными тушителями триплет-
ных состояний эозина.

Медленно затухающую компоненту следует
отнести к люминесценции молекул эозина, нахо-
дящихся в глубинных областях глобулы. Известно
[39], что молекулы эозина могут располагаться
в сайтах с высоким сродством к белку и от-
носительно низкой микрополярностью (сайт I).
Это возможно, если эозин связывается с лизи-
ном вблизи гидрофобной области САЧ. В пользу
этого свидетельствуют результаты, полученные
нами по наблюдению синглет-синглетного (трип-
тофанил-эозин) и триплет-триплетного (антра-
цен-эозин, в глобуле белка) переноса энергии [36].
Окружающая среда, создаваемая участком сайт I,
менее полярна и значительно менее доступна как
для воды, так и для кислорода [39]. Вследствие
этого время жизни фосфоресценции имеет боль-
шее значение по сравнению с временем жизни
фосфоресценции и ЗФ эозина в воде и гидрофиль-
ной области САЧ (см. табл. 1).

Времена жизни замедленной флуоресцен-
ции и фосфоресценции эозина уменьшаются при
переходе от САЧ к гликированным САЧ. Это
можно объяснить изменением микроокружения
молекул эозина вследствие изменения структу-
ры белка под влиянием процесса гликирования.
В результате изменения структуры САЧ ионы
эозина становятся более доступными для моле-
кул воды раствора, что приводит к увеличению
вероятности процессов безызлучательной дезак-
тивации энергии триплетных состояний молекул

эозина, ответственных за излучения ЗФ и ФОСФ.
Наличие в областях связывания глюкозы заряжен-
ных участков в гидрофобных областях глобулы
САЧ приводит к возможности локализации эозина
в непосредственной близости от связанной с бел-
ком глюкозы [40].

Установлено [41], что изменения в спек-
тре флуоресценции, наблюдаемые в гликозилиро-
ванном человеческом сывороточном альбумине,
отражают изменения в микроокружении трип-
тофанила, который находится в поддоменах IIA
и/или IB, IIB и IIIA вблизи лизина. Можно пред-
положить, что это же приводит к изменению
интенсивности наблюдаемой нами замедленной
флуоресценции и фосфоресценции ионов эозина,
расположенных в этих же поддоменах.

2.2. Спектры эозина в смеси альбуминов

Если раствор содержит смесь гСАЧ и САЧ,
нами наблюдалось возрастание интенсивности
и времени жизни ЗФ и фосфоресценции эози-
на по сравнению с результатами в САЧ и гСАЧ.
Для объяснения этого нами предложена модель
их связывания с образованием комплексов соста-
ва гСАЧ-САЧ.

Спектральные приборы с дифракционной
решеткой, в том числе и используемые нами,
поляризуют проходящий через них свет. В флу-
ориметрах таких устройств два: монохроматоры
для возбуждающего света и для люминесценции.
В результате исследуемый образец облучается
поляризованным вертикально светом, а моно-
хроматор для анализа спектров люминесценции
является анализатором, ось поляризации которого
тоже расположена вертикально. Молекулы эозина
и САЧ в растворе могут свободно перемещать-
ся, в том числе и вращаться. Вследствие этого
интенсивность регистрируемой люминесценции
зависит от угла поворота оси возбужденного ди-
поля, на который он повернулся от момента
возбуждения до момента люминесценции. Чем
больше угол поворота, тем меньше регистриру-
емая люминесценция. В случае флуоресценции
время жизни возбужденного состояния эозина на-
столько мало, что можно считать угол поворота
пренебрежимо малым. В результате наблюдаются
истинные концентрационные зависимости интен-
сивности флуоресценции от концентрации, типа
и состояния флуорофора. Время жизни триплет-
ных состояний существенно больше, поэтому
угол поворота увеличивается, и интенсивности
спектров замедленной флуоресценции и фосфо-
ресценции зависят от угла поворота диполя. Вра-
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щательная подвижность предполагаемого нами
комплекса САЧ-гСАЧ гораздо меньше, чем отдель-
но глобул САЧ и гСАЧ, поэтому угол поворота
меньше. Это приводит к тому, что интенсивность
полос в спектрах смеси альбуминов выше, чем
в САЧ или гСАЧ.

Наличие биэкспоненциальной зависимости
в кинетике затухания люминесценции свидетель-
ствует о том, что эозин также локализуется в двух
местах связывания, описанных выше. Однако из-
за больших размеров подвижность этого комплек-
са меньше, чем глобул САЧ и гСАЧ, и, следова-
тельно, уменьшается вероятность встреч эозина
с молекулами тушителя триплетных состояний –
остаточного кислорода по сравнению с водным
раствором эозина, а также САЧ и гСАЧ. Этим
можно объяснить увеличение времени жизни лю-
минесценции эозина в смеси (см. табл. 1).

С целью подтверждения предположения об-
разования комплекса гСАЧ-САЧ нами были опре-
делены значения анизотропии ЗФ иФОСФ эозина
в САЧ, гСАЧ и смеси гСАЧ-САЧ при разных
положениях поляризаторов. Для расчета значе-
ний анизотропии было использовано уравнение
[42, 43].

r =
Ivv − k · Ivh

Ivv +2 · k · Ivh
, (2)

где коэффициент k определялся отношение k =
= Ihv/Ihh; Ivv – интенсивность максимума люми-
несценции эозина при вертикальной ориентации
поляризаторов в канале возбуждения и в канале
регистрации излучения эозина; Ihv – интенсив-
ность максимума люминесценции эозина при го-
ризонтальной ориентации поляризатора в канале
возбуждения и вертикальной ориентации поля-
ризатора в канале регистрации люминесценции;
Ivh – интенсивность максимума люминесценции
эозина при вертикальной ориентации поляриза-
тора в канале возбуждения и горизонтальной
ориентации поляризатора в канале регистрации

излучения; Ihh – интенсивность максимума лю-
минесценции эозина при горизонтальной ориен-
тации поляризаторов возбуждения и излучения.
Результаты представлены в табл. 2.

Погрешность определения анизотропии лю-
минесценции составляет 0.05.

Из табл. 2 следует, что при переходе от рас-
творов, содержащих САЧ, к смеси гСАЧ и САЧ
наблюдается возрастание анизотропии ЗФ и фос-
форесценции эозина, связанного с комплексом
гСАЧ-САЧ. Полученные результаты подтвержда-
ют меньшую вращательную подвижность ком-
плекса по сравнению с САЧ и гСАЧ

Нами также экспериментально получено зна-
чение анизотропии флуоресценции эозина в вод-
ном растворе рH 7.4, которое оказалось равным
0.004, что хорошо согласуется с данными, полу-
ченными в работе [44].

Выводы

1. Получены спектрально-кинетические ха-
рактеристики люминесцентного зонда – эозина,
нековалентно связанного с глобулами САЧ и гСАЧ.
Установлено, что при переходе от САЧ к гСАЧ на-
блюдается уменьшение интенсивности и времени
жизни замедленной флуоресценции и фосфорес-
ценции эозина. Показано, что это объясняет-
ся увеличением вероятности безызлучательных
процессов дезактивации энергии электронного
возбуждения эозина, вследствие структурных пе-
рестроек САЧ при гликировании.

2. Обнаружено значительное возрастание ин-
тенсивности и времени жизни фосфоресценции
эозина в растворе, содержащем смесь гликиро-
ванного и негликированного САЧ. Предположено,
что это связано с образованием комплекса состава
гСАЧ-САЧ. Таким образом, увеличение интенсив-
ности люминесценции эозина свидетельствует
о связывании гликированного САЧ с неглики-
рованным. Полученную зависимость интенсив-
ности и времени жизни люминесценции можно

Таблица 2 / Table 2
Значения анизотропии ЗФ (rЗФ) и ФОСФ (rФОСФ) эозина (C = 4·106 М) в растворе САЧ, смеси гСАЧ-САЧ

(состава 1 : 1) и в растворе гликированного САЧ (гСАЧ)
Values of the anisotropy of DF (rDF) and PHOS (rPHOS) of eosin (C = 4·106 M) in a solution of HSA, a mixture of gHSA-

HSA (composition 1 : 1) and in a solution of glycated HSA (gHSA)

Среда/Solution rDF rPHOS
САЧ/HSA 0.43 0.37
гСАЧ/gHSA 0.47 0.62

САЧ+гСАЧ/HSA + gHSA 0.52 0.69
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использовать для обнаружения наличия комплек-
са гликированных с негликированными белками
в плазме крови человека.
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