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В статье представлены результаты экспериментальных и теоретических исследований кинетики 
проникновения эритрозина в молекулы коллагеназы. Рассматривается случай с введением вещества — 
флуоресцентного зонда, молекул, которого способны образовывать димеры, в раствор фермента в случае 
инъекции. Показано, что в молекулы фермента могут проникать как мономеры, так и димеры зонда, об-
разуя комплексы мономер-фермент и димер-фермент. При этом в каждый момент времени происходит 
трансформация спектра флуоресценции зонда: наблюдается сдвиг максимума спектра и изменение его 
формы. В то же время иммобилизованные димеры красителя вносят существенный вклад в формирова-
ние итогового спектра флуоресценции. Хорошее соответствие экспериментальных и теоретических ре-
зультатов подтверждает достоверность полученных данных.  
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Abstract. — The results of the experimental and theoretical researches of kinetics of erythrosine penetration into 
collagenase molecules have represented in this paper. The case with introduction of the compound (fluorescent 
probe) which has dimers to enzyme solution as an injection has been considered. It was shown that monomers and 
dimers can penetrate into enzyme molecules with formation complexes monomer — enzyme, dimer- enzyme. 
Moreover, transformation of probe fluorescence spectra is at each time moment. Spectrum maximum shift, and its 
form change. At a time, the immobilized dye dimers greatly impact to formation of end fluorescence spectrum. 
Well correlation between experimental and theoretical results confirms reality of the obtained data. 
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Введение 

Флуоресцентная диагностика одна из наиболее динамично развивающихся областей науки. 
Благодаря развитию оптических методов удается диагностировать раковые опухоли неинвазив-
но. Во время флуоресцентной диагностики происходит взаимодействие флуоресцентного зонда 
как с опухолевыми клетками, так и с межклеточной жидкостью. Одно из таких веществ — 
фермент коллагеназа, который содержится в крови, коже и других биообъектах [Stricklin et al., 
1977]. В процессе старения кожи концентрация коллагеназы существенно изменяется [West 
et al., 1994]. Этот фермент хорошо изучен биохимиками на предмет ферментативной активно-
сти и строение молекулы. Однако до сих пор не изучено его влияние на результаты флуорес-
центной диагностики, хотя такие виды взаимодействий могут привести к искажению экспери-
ментальных результатов. Более того, используемые фотосенсибилизаторы часто имеют способ-
ность образовывать ассоциаты молекул ввиду особенностей их структур. Существующие 
оптические методы диагностики биотканей не учитывают эти факторы во время интерпретации 
результатов.  

Настоящая работа посвящена изучению особенностей кинетики иммобилизации мономе-
ров и димеров флуоресцентного зонда в молекулы коллагеназы с целью модернизации оптиче-
ских методов диагностики патологических состояний биотканей.  

Экспериментальные исследования 
Объектом экспериментальных исследований явился эритрозин (М = 834.2 г/моль) — пред-

ставитель класса ксантеновых красителей, которые часто используются для исследования бел-
ковых молекул [Menezes et al., 2007; Добрецов, 1989]. Во время экспериментов был приготовлен 
раствор коллагеназы в фосфатном буфере с рН = 7.4 с концентрацией 0.1 мкг/мл. Выбранная 
концентрация фермента входит в диапазон физиологических значений. Аликвота эритрозина 
с исходными концентрациями 10–3 М и 10–4 М добавлялась к растворам фермента таким обра-
зом, чтобы конечная концентрация эритрозина была одинаковой. Спектры флуоресценции зон-
да были измерены на спектрофлуориметре SOLAR CM-2203. Длина волны возбуждения была 
515 нм. Поскольку в работе [Маряхина, Гуньков, 2012] было показано, что состояние диффуз-
ного равновесия происходит приблизительно спустя 10 минут, все спектральные измерения 
проводились по истечении этого времени после добавления эритрозина к суспензии фермента. 

На рисунке 1 приведены спектры флуоресценции эритрозина в растворах коллагеназы. 
Отчетливо заметно смещение максимума флуоресценции на 3 нм при изменении начальной 
концентрации красителя. Дополнительно для контроля были измерены спектры флуоресценции 
красителя в буферном растворе (рН = 7.4) при используемых двух различных начальных кон-
центраций эритрозина (без фермента). Нами не наблюдалось каких-либо изменений в спектрах 
флуоресценции, измеренных в условиях отсутствия фермента, при изменении начальной кон-
центрации красителя. Спектры были полностью идентичны. Наблюдаемый эффект для спек-
тров 1 и 2 (рис. 1) может быть связан с иммобилизацией мономеров и димеров красителя, по-
скольку в растворе эритрозина с исходной концентрацией 10–3 М содержатся порядка 18–20 % 
димеров [Chambers et al., 1968]. В то же время содержание ассоциатов в растворе эритрозина 
с исходной концентрацией 10–4 М пренебрежимо мало. Для подтверждения этой гипотезы про-
ведены дополнительно серия экспериментов и разработана математическая модель, учитываю-
щая указанные процессы. Далее приводится подробное их описание. 

Математическая модель 

Рассмотрим систему, в которой есть мгновенный источник исследуемого вещества. Веще-
ство вводится в виде инъекции в объем биологической жидкости, которая состоит как из воды, 
так и содержащихся в ней биологически активных молекул, например, белков, ферментов. 
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Рис. 1. Спектры флуоресценции эритрозина в растворе коллагеназы при использовании аликвоты краси-
теля с исходной концентрацией: 1 — 0.1 мМ, 2 — 1 мМ [Maryakhina, 2013]. Для сравнения приведен 
спектр флуоресценции эритрозина в буферном растворе (рН = 7.4) без фермента (3). Конечная концен-
трация красителя была во всех растворах 1.5 10–5М. Концентрация коллагеназы в растворе 0.1 мг/мл 

Молекулы рассматриваемого молекулярного зонда могут образовывать ассоциаты. При этом 
как мономеры, так и димеры зонда могут иммобилизовываться внутри таких структур и флуо-
ресцировать внутри них. Свободно диффундирующие в жидком растворе мономеры зонда тоже 
флуоресцируют. Флуоресценция свободно диффундирующих димеров до сих пор не отмеча-
лась в научной периодике, поэтому в этой модели ее учитывать не будем. Концентрацию сво-
бодно диффундирующих мономеров зонда обозначим 1( )N t , а свободно-диффундирующих 

димеров — 2 ( )N t . В настоящей модели будем учитывать, что между молекулами зонда и био-

логическими структурами есть только физические взаимодействия и полное отсутствие хими-
ческих превращений. При этом взаимодействие прочное и не происходит распада образованно-
го комплекса в течение времени, необходимого для измерений спектров флуоресценции и вы-
хода диффузионных процессов на стационарный режим. Поэтому такие биоструктуры для 
нашего зонда являются «ловушками».  

В биологической системе существует большое разнообразие таких поглощающих компо-
нентов, их реакционная способность в основном определяется радиусом и объемной концен-
трацией. Не смотря на неоднородность поверхности и формы биологических структур, предпо-
ложим, что они имеют сферическую форму и локализованы равномерно по всему объему. 
В этой работе будем учитывать один вид поглощающих компонентов, концентрацию которых 
обозначим ( )N t . Под молекулами N  могут подразумеваться различные вещества белковой 

природы.  
Исходя из описания процессов, происходящих в жидкой среде, можно принять коэффици-

ент диффузии равным 910 м2/с, что совпадает со средним по порядку величины коэффициен-
том диффузии для веществ в жидких средах. 

В этой работе примем пространство однородным по всему объему и будем рассматривать 
диффузию в объеме биологической жидкости, поэтому кинетические уравнения были состав-
лены на основе уравнения диффузии. Логично предположить, что оператор Лапласа необходи-
мо записывать в сферических координатах. Однако ввиду однородности пространства задача 
представляется сферически симметричной и концентрация зонда не зависит от углов θ и φ. По-
этому концентрация исследуемого вещества будет зависеть только от радиуса r и времени t. 
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С учетом этого предположения кинетические уравнения выглядят следующим образом: 
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Предполагая, что лимитирующим процессом взаимодействия зонда с биологической жид-
костью является диффузия, запишем уравнение для констант скоростей [Эммануэль, Кнорре, 
1984] как 
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где ir  — радиусы молекул мономеров/димеров красителя, взаимодействующих с ферментом, 
нм; r — радиус молекулы фермента, нм; k — постоянная Больцмана; T — температура, K; η — 
вязкость, Пз. Измерения проводились при температуре 298 К. Вязкость раствора фермента бы-
ла рассчитана по формуле [Freifelder, 1976], предложенной для расчета, и составила 0.2 сПз.  

Начальные условия 

Для решения системы (3.1) необходимо знать начальные условия. Однако количество мо-
лекул коллагеназы и зонда в суспензии очень различно. Поэтому для удобства будем пользо-
ваться величиной объемной концентрации веществ в растворе (произведение количества моле-
кул N на объем одной молекулы V1).  

Так, для эритрозина количество молекул в начальный момент времени определяется вы-
ражением (0) AN C V N   . Учитывая, что рассматриваемый объем исследуемой жидкости ра-

вен 1 см3, количество молекул зонда равно 159 10  см–3. Величину объема одной молекулы 
эритрозина можно вычислить по формуле  

 1 34

3
V R  ,  (4.1) 

где 3
3
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 — радиус молекулы, м. 
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Плотность сухого эритрозина — 0.98 г/л, следовательно, 1 241.4 10V   см3. Принимая, что 
при использовании эритрозина с исходной концентрацией 10–3 М, содержание димеров состав-
ляет 18 % [Chambers et al., 1968], величина объемной концентрации мономеров эритрозина мо-
жет быть получена согласно выражению 

1 1 15 24 9 3
1 1 9 10 1.4 10 0.82 10.3 10  мN V         , 

при этом объемная концентрация димеров в растворе равна  

1 1 15 24 9 3
2 2 9 10 2.8 10 0.18 4.5 10  мN V         . 

Количество молекул фермента можно вычислить по формуле /AN C N M  . Таким образом, 

в случае использования раствора коллагеназы с концентрацией 0.1 мкг/мл 12(0) 2.8·10N  см–3. 
Размер молекулы фермента примем равным 40 нм, т. к. это средняя величина для такого класса 
веществ [Metsler, 1977]. Поэтому объемная концентрация коллагеназы в исследуемой системе 
составит 

1 1 11 22 115.7 10 2.0 10 11.4 10N V         м3. 

Отметим, что физический смысл произведения NV — это объем каждого типа молекул 
в 1 см3 суспензии. Если эти величины разделить на объемную концентрацию эритрозина, то 
получим относительные объемные концентрации компонентов с размерностью см–3. Поэтому 
начальные условия для системы уравнений (3.1) составили 3

1(0) 0.82 ( ) смN r   , 
3

2 (0) 0.35 ( ) смN r   , 3(0) 0.009 смN  , где ( )r  — дельта-функция, учитывающая наличие 
мгновенного точечного источника в исследуемой системе. Для раствора коллагеназы 
с концентрацией 0.5 мкг/мл начальное условие для N будет 3(0) 0.045 смN   

Неоднородное распределение красителя по радиусу позволяет сделать граничное условие 
второго рода '

1 ( 0, ) 0rN r t  , '
2 ( 0, ) 0rN r t  . 

Результаты и их обсуждение 

В результате диффузии вещества происходит его перераспределение по всему объему 
жидкости. Интегрирование функции ( , )W r t  позволяет получить значение приведенной кон-
центрации в каждый момент времени: 

 
0

( , )
( ) i

i

W r t
N t dr

r



  .  (5.1) 

Рассчитанные концентрации ( )iN t  по уравнению (5.1) позволяют связать количество им-
мобилизованных мономеров и димеров зонда с изменением его спектров флуоресценции во 
времени. Для этого брали экспериментально полученные спектры флуоресценции зонда в фос-
фатном буферном растворе (рН = 7.4) (рис. 1), и твердых растворов эритрозина в коллагеназе, 
измеренных после добавления аликвоты красителя с исходными концентрациями 10–3 М 
и 10–4 М к порошку коллагеназы [Maryakhina, 2013]. Для исключения перепоглощения образцы 
были приготовлены с оптической плотностью не более 0.7. Спектры флуоресценции твердых 
растворов эритрозина измерялись при длинах волн возбуждения 515 и 480 нм исходя из осо-
бенностей спектров поглощения эритрозина (см, например [Maryakhina, 2013]). Наибольший 
вклад в спектр поглощения на длине волны 515 нм имеют мономеры эритрозина, в то время как 
на 480 нм поглощают преимущественно димеры. Идентичное предположение было описано 
в работе [Rodríguez et all, 2004]. Поэтому в этой работе сделаем допущение следующего харак-
тера: спектр флуоресценции, измеренный при длине волны возбуждения 515 нм, примем за 
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спектр флуоресценции мономеров эритрозина, а спектр флуоресценции, измеренный на длине 
волны возбуждения 480 нм, — за спектр флуоресценции димеров эритрозина.  

В процессе диффузии зонда происходит его иммобилизация в молекулы фермента, что 
приводит к смещению его спектров флуоресценции. Расчет динамики спектров производили по 
формуле  

 
1 2

' '
1 2 3 1( , ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ),S t S N t S N t S N t       (5.2) 

где   — длина волны, нм; ( , )S t  — итоговый спектр флуоресценции зонда в исследуемой 

биологической системе; 1( )S  , 2 ( )S  , 3( )S   — спектры флуоресценции мономеров и диме-

ров зонда в твердых растворах и его мономеров в буферном растворе соответственно; ' ( )iN t  — 
концентрации иммобилизованных мономеров и димеров в молекулы фермента, полученные 
согласно формуле 

' ( ) (0) ( )i i iN t N N t  . 

Для расчета использовались спектры флуоресценции с истинным значением интенсивности. 
Как видно из рисунка 2, происходят изменения спектров флуоресценции со временем. Изменя-
ется как интенсивность спектра флуоресценции, так и максимум спектра. Наиболее значитель-
ные отличия происходят в течение первых 6÷8 минут. Затем изменения в спектре флуоресцен-
ции менее значительны. Поскольку лимитирующей стадией рассматриваемых процессов явля-
ется диффузия, в первые 5 минут реагируют наиболее близко расположенные молекулы 
мономеров и димеров зонда. Затем концентрация свободных молекул зонда уменьшается и все 
меньшая доля молекул реагирует с ферментом, образуя комплексы. Поэтому в последующие 
несколько минут метаморфозы спектров флуоресценции менее выражены. Аналогичная дина-
мика была получена для раствора с концентрацией фермента 0.5 мкг/мл. 

 

Рис. 2. Динамика спектров флуоресценции эритрозина в зависимости от времени его диффузии. Концен-
трация коллагеназы 0.1 мкг/мл 
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В жидком растворе флуоресцируют как свободные мономеры красителя, так и комплексы 
мономер-фермент, димер-фермент. Экспериментальный спектр (рис.1) является суммарным 
спектром от описанных трех составляющих. Поэтому расчетный спектр ( )S  для момента вре-

мени 10t   мин будем сравнивать с экспериментально полученным спектром, изображенным 
на рисунке 1. 

В случае расчета эритрозина с исходной концентрацией 10–4 М концентрация димеров 
равна нулю, а значит 2 ( ) 0,W t   и система уравнений (3.1) сводится к решению первого 
и третьего уравнений.  

Как видно из следующей иллюстрации, наблюдается удовлетворительное совпадение экс-
периментальных и теоретических данных. Как эксперимент, так и теоретические расчеты дока-
зывают смещение максимума спектра флуоресценции эритрозина при его использовании 
с двумя разными исходными концентрациями. Одновременно на двух типах спектров отчетли-
во заметно их пересечение в районе 575 нм. Отметим, что теоретически полученные спектры 
отличаются от экспериментальных на 4 нм по ширине, однако все вышеописанные закономер-
ности сохраняются. Наблюдаемые незначительные отличия теории от эксперимента могут быть 
следствием математической обработки спектров (сглаживание, нормирование) и сделанных 
допущений. Отметим, что полученные на рисунке 3 данные позволяют сделать вывод об адек-
ватности допущения о спектрах флуоресценции мономеров и димеров зонда, измеренных 
с длиной волны возбуждения 515 нм/480 нм. 

 

Рис. 3. Нормированные экспериментальные (1, 2) и теоретические (3, 4) спектры флуоресценции эритро-
зина в растворе коллагеназы 0.1 мкг/мл после использования аликвоты красителя с исходной концентра-
цией: 1, 3 — 0.1 mМ; 2, 4 — 1 mМ  

Описанное явление иммобилизации мономеров и димеров ксантеновых красителей было 
описано и другими авторами [Rodríguez et all, 2004; Xu, Neckers, 1984; Pandya, Machwe, 1977; 
Schlein et all, 2011; Pellosi et all, 2012; Slyusareva et all, 2009] на примере системы бенгальский 
розовый-целлюлоза, еозин-САЧ и др. Наши результаты согласуются с приведенными данными. 

В биологических исследованиях иногда используют параметр изменения интенсивности 
флуоресценции вещества на одной длине волны. Следующий рисунок (рис. 4) показывает не-
линейную зависимость интенсивности флуоресценции от времени. Дополнительные расчеты 
были сделаны для концентрации коллагеназы 0.5 мг/мл, которая также входит в диапазон фи-
зиологических значений и используется в экспериментах in vitro. Для этого начальное условие 
для концентрации фермента было изменено на 3(0) 0.045 смN  . Можно заметить, что разли-
чия между выбранными концентрациями зонда не существенны, но при концентрации фермен-
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та 0.5 мг/мл эти изменения более значительны. Это связано с тем, что большее количество мо-
лекул красителя иммобилизуется в молекулы фермента из-за увеличения их количества в рас-
творе, что приводит к изменению интенсивности и формы спектра. Различия в кинетике интен-
сивности флуоресценции при двух длинах волн: 545 и 560 нм более значительны, особенно ту-
шение флуоресценции на длине волны 560 нм. Предположительно, это связано с меньшим 
вкладом димеров в общий спектр флуоресценции. 

 

Рис. 4. Изменение интенсивности флуоресценции эритрозина на длине волны 560 нм (1, 2) и 545 нм 
(3, 4). Концентрация коллагеназы в растворе составляла 0.1 мкг/мл (1,3) и 0.5 мкг/мл (2, 4). Для расчета 
использовались теоретически полученные спектры 

Заключение 

Во время флуоресцентной диагностики часто используются фотосенсибилизаторы и зон-
ды, молекулы которых могут образовывать ассоциаты. Такими примерами могут служить ди-
метиламинохалкон [Гуларян и др., 2005], Аласенс [Вакуловская и др., 2003], эозин, бенгальский 
розовый [Maryakhina, Letuta, 2013] и другие. В этой работе на примере флуоресцентного зонда 
эритрозина, который также используется во флуоресцентной диагностике, показано, что про-
цессы иммобилизации ассоциатов зонда могут вносить существенный вклад в суммарный 
спектр флуоресценции. Смещение его максимума и изменение ширины из-за иммобилизации 
димеров зонда могут оказать влияние на результаты флуоресцентной диагностики. Заметим, 
что нами ранее было показано [Маряхина, 2012], что с увеличением концентрации эритрозина 
от 10–4 М до 10–3 М изменяется как время жизни локализованных в опухолевых клетках три-
плетных состояний эритрозина, так и константа скорости его взаимодействия с синглетным ки-
слородом. Одной из причин может быть описанная в этой работе иммобилизация димеров кра-
сителя в молекулы белковой природы. 

В результате моделирования было также получено, что время, необходимое для заверше-
ния диффузионных процессов, составляет приблизительно 8÷10 минут. В течение этого проме-
жутка времени происходит значительная деформация спектров флуоресценции. Следовательно, 
по истечении этого времени, после установления стационарного режима, целесообразно вы-
полнять экспериментальные исследования.  

Полученные результаты могут быть полезны как во флуоресцентной диагностике, так 
и при исследовании доставки лекарственных препаратов. 
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