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Вступ. Методи флуоресцентної спектро�
скопії знаходять широке застосування
в дослідженнях таких складних субмолекуляр�
них об’єктів, як міцели, ліпосоми, біологічні
клітини та їхні компоненти [1]. За своїми
аналітичними можливостями деякі з них є
унікальними, оскільки дають змогу реєструва�
ти випромінювання одного кванта світла
в об’ємі, меншому за 1 мкм3, або фіксувати мо�
лекулярні явища у фемтосекундній шкалі часу.
У дослідженнях субмолекулярних об’єктів час�
то використовуються допоміжні інструменти —
флуоресцентні зонди — молекули, здатні після
поглинання кванта світла оптичного діапазону
випромінювати новий квант світла (рис. 1).

Флуоресцентні зонди, незважаючи на свої
надмініатюрні розміри (довжина, ширина, тов�
щина їхніх молекул, як правило, не перевищу�
ють значень відповідно 1—0,5—0,2 нм), є при�
строями, в будові яких можна виділити окремі
функціональні елементи, зокрема, приймально�
передавальний блок, роль якого виконує хромо�

фор молекули. Залежно від призначення флуо�
ресцентний зонд може містити фіксуючу групу
(якір) та сенсор — апарат настроювання зонда
на заданий режим вимірювань. Оскільки зонд
завжди працює в середовищі з певними харак�
теристиками міжмолекулярних взаємодій,
до яких часто застосовують термін ліпофіль�
ність (гідрофобність), то для стабільної та адек�
ватної роботи він завжди повинен відповідати
середовищу за цим параметром. 

Характеристики випромінювання зондів
(інтенсивність, положення і напівширина сму�
ги в спектрі тощо) завжди несуть певну інфор�
мацію про об’єкт. Завдання дослідника —
адекватно інтерпретувати отриману інфор�
мацію. Проте часто цей процес є досить склад�
ним, оскільки випромінювання молекули зон�
да, як правило, відображає стан відразу
кількох фізичних параметрів мікрооточення.
У зв’язку з цим до хімічної архітектури зонда
та його флуоресцентних властивостей висува�
ють ряд вимог, однією з яких є можливість от�
римання адекватної інформації про досліджу�
ваний параметр середовища. Це завдання
вирішується з допомогою різних методів
фільтрації інформації. Як правило, з цією
метою структуру зонда настроюють на
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вимірювання одного певного параметра. До�
датковим шляхом підвищення достовірності
інформації про об’єкт є збільшення числа ка�
налів її отримання. 

Конструкція і властивості молекулярного
зонда визначаються не тільки параметром
об’єкта, на вимірювання якого він настроєний,
але також і типом приладу, що приймає
інформацію від зонда. Найбільш розповсюд�
женими є флуоресцентні зонди для стаціонар�
ної флуориметрії і флуоресцентної мікро�
скопії. За типом спектральної відповіді такі
зонди можна поділити на три групи: флуорес�
центні мітки, інтенсометричні та раціомет�
ричні зонди. Флуоресцентні мітки (рис. 2а)
інформують тільки про місце перебування (ло�
калізацію) об’єкта досліджень, про кількість
його одиниць та/або про його геометричні
розміри. Тому до міток висувають лише одну
вимогу: контактуючи з об’єктом, вони повинні
якомога яскравіше світитися (яскравість ви�
промінювання тут визначається високими

значеннями молярного коефіцієнта екстинкції
і квантового виходу флуоресценції).

Принцип передачі інформації інтенсомет�
ричними зондами (рис. 2б) полягає у зміні
інтенстивності флуоресценції. Зонди зазна�
ченого виду є одноканальними пристроями,
у будові яких передбачено настроювання єди�
ного каналу на збір і передачу відібраної
інформації про об’єкт. Під настроюванням ро�
зуміємо оптимізацію конструкції всіх еле�
ментів зонда (насамперед блоку сенсор—хро�
мофор) відповідно до завдань дослідження. На�
строювання інтенсометричних зондів на
відтворення стану єдиного параметра, який
вивчається, значно спрощує інтерпретацію
одержаних даних, що робить ці зонди молеку�
лярними пристроями, які широко використо�
вуються. За таким принципом побудовано робо�
ту більшості сучасних флуоресцентних зондів
для вимірювання мікров’язкості, рН, концент�
рації катіонів (Ca2+, Mg2+, Na+, K+, NH4

+, Zn2+,
Fe3+) або ж аніонів (Cl�, PO4

3�, AcO�), окисників і

4 Ukrainica Bioorganica Acta 1 (2005)

В. Г. Пивоваренко

   a 

450 500 550 600 650

0

200

400

600

800

I
fl

Довжина хвилі, нм
450 500 550 600 650

0

200

400

600

800

I
fl

Довжина хвилі, нм

450 500 550 600 650 700

0

10

20

30

40

50

60

Довжина хвилі, нм

I
fl

Рис. 2. Класифікація флуоресцентних зондів відповідно до типу їх спектральної відповіді: 
а — флуоресцентні мітки, б — інтенсометричні зонди, в — раціометричні зонди.
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багатьох інших молекулярних компонентів
клітини, що мають більш складну будову [1].

Основний недолік інтенсометричних зондів
— неможливість застосування їх в умовах, ко�
ли об’єм, що аналізується, є невизначеним. Та�
ка ситуація часто виникає під час роботи з
мікрооб’єктами, у тому числі й з біоклітинами.
Крім того, існує ряд завдань, які неможливо
вирішити за допомогою одноканальних зондів.
У таких випадках застосовують багатока�
нальні пристрої, зокрема, раціометричні зонди
(від англ. ratio — відношення, рис. 2в).
У спектрі флуоресценції вони мають дві смуги
(два канали збору інформації), інтенсивності
яких змінюються при зміні вимірюваних пара�
метрів. Коли положення кожної смуги
в спектрі значно змінюється при зміні інших
параметрів середовища, з’являються два до�
даткові канали надходження інформації.
У більшості випадків розподіл отриманої
інформації по каналах підвищує ступінь її од�
нозначності, а це полегшує її інтерпретацію
або збільшує кількість параметрів об’єкта,
даючи змогу вивчати їх одночасно. Очевидно,
що багатоканальні зонди є більш досконалими
пристроями, які дозволяють збільшувати
кількість інформації від об’єкта й цим спро�
щувати її інтерпретацію. Однак на сьогодні
існують лише поодинокі приклади таких моле�
кулярних пристроїв для флуоресцентної спе�
ктроскопії. Основною причиною ситуації, що
склалась, є закони флуоресценції: більшість
молекулярних сполук може мати в спектрі ли�
ше одну смугу флуоресценції.

3�Гідроксихромони (3ГХ) та їхні похідні —
флавоноли (3�гідроксифлавони, 3ГФ) —
унікальні сполуки з двосмуговою флуорес�
ценцією [3]. В основному (Sо) стані вони завжди
існують у формі кетонів, проте при збудженні,
у стані S1, вони здатні до таутомеризації —
внутрішньомолекулярного фотопереносу про�
тона від гідроксигрупи до карбонілу молекули
(рис. 3). Оскільки обидва таутомери здатні ви�
промінювати світло, у спектрі флуоресценції
3�гідроксихромонів часто спостерігаються дві
смуги, положення й інтенсивності яких зміню�
ються в залежності від параметрів мікроото�
чення [4, 5].

Однак, будучи унікальними, флавоноли
як флуоресцентні барвники мають ряд не�

доліків: невисокий молярний коефіцієнт по�
глинання, максимум якого виходить за межі
видимої області спектра, та незначний кван�
товий вихід флуоресценції. Закономірності
впливу мікрооточення на параметри їхньої
флуоресценції не досліджені, тому в дизайні
зондів на основі флавонолів насамперед
потрібно створити сполуки з покращеними
спектральними властивостями, а також ви�
явити закономірності впливу на них природи
рідинних середовищ.

Дизайн. Будова хромофорної частини мо�
лекули. Флавоноли — сполуки несиметричної
будови, спектри поглинання яких можна із за�
довільною точністю розрахувати з допомогою
методів квантової хімії. Флуоресцентні власти�
вості сполук спрогнозувати значно важче, особ�
ливо у випадку довгохвильового діапазону
емісії. Відомо лише, що для підвищення кванто�
вого виходу слід зменшувати кількість ступенів
свободи молекули [6]. Збільшення дипольного
моменту молекули шляхом встановлення елек�
тронодонорної групи також сприяє покращен�
ню її флуоресцентних властивостей, що випли�
ває з порівняння характеристик подібних спо�
лук [4, 5] і незаміщеного 3ГФ [3]. Тому опти�
мальним способом удосконалення структури
3�гідроксихромону є введення донорної групи
в пара�положення бокового замісника — 2�ари�
лу, збільшення довжини ланцюга спряження
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карбоніл�донорної групи та підвищення ступе�
ня конденсованості молекули.

Виходячи з вищезазначеного, здійснено
синтез групи 3ГФ (рис. 4) [7—14] і вивчено їхні
флуоресцентні властивості в протонних і ап�
ротонних розчинниках різної полярності, а та�
кож у мікрогетерогенних системах — міцелах
та ліпосомах. За допомогою методів електро�
оптичної спектроскопії визначено величини і
напрями дипольних моментів 3�гідроксифла�
вонів в основному та збудженому (S1) станах
[15—17].

Сенсорні групи. Молекула 3ГФ містить два
сенсори — окремі групи атомів, які відповіда�
ють за вплив мікрооточення на спектральні

параметри зонда (рис. 5). Сенсор 1 є поляризо�
ваним ланцюгом спряжених кратних зв’язків,
який закінчується електронодонором (аміно�
групою) з одного боку та акцепторною групою
(карбонілом) з іншого. При стеричному блоку�
ванні специфічних взаємодій донорної та ак�
цепторної груп з оточенням подібні конст�
рукції працюють як сенсори загальної поляр�
ності середовища за принципом зміщення
смуги у спектрі [18]. Водночас карбоніл зви�
чайної молекули 3ГФ має одну неподільну па�
ру електронів, здатну утворювати міжмолеку�
лярний водневий зв’язок, впливаючи таким
чином на положення смуги емісії в спектрі,
а також на співвідношення інтенсивності смуг
емісії фототаутомерів.

Отже, 3�гідроксихромони, як і багато інших
флуоресцентних барвників амінокарбонільної
природи, без спеціальних модифікацій здатні
одночасно відслідковувати молекулярні
взаємодії неспецифічного та специфічного ха�
рактеру — полярність рідинних середовищ і
наявність водневих зв’язків у них. Оскільки
обидва фактори чинять подібний вплив на
флуоресценцію 3�гідроксихромонів, перед

6 Ukrainica Bioorganica Acta 1 (2005)

В. Г. Пивоваренко

O

O O
H

O

N

O
O

O

  сенсор 2 
сенсор 3 

сенсор 1 

O

O

Ar

O

H

O

O

Ar

O

H
H

Ar=
N

CH3

CH3

N

CH3

CH3

N OH

O O

O
O

N N

COOH

COOH

N

O O

N

CH3

COOH

COOHHOOC

HOOC

1
a b c d

e f g

O O O

CH3

O N

CH3

CH3

O N

h j k l

Ar=
N

CH3

CH3

N

CH3

CH3

a
2

O N

CH3

CH3

cb

Рис. 4. Структури синтезованих 3�арил� і 3�гетарилхромонів. 

Рис. 5.  



дослідниками постало завдання розділення
цих ефектів у спектрах.

Крім того, конструкція молекули 3ГФ і ме�
тоди отримання цих сполук дають змогу
вводити третій сенсор на місце електронодоно�
ра — діалкіламіногрупи. При встановленні до�
даткового хелатора катіонів (структури le�lg)
чи основної групи ці сполуки перетворюються
на індикатори іонів певної хімічної природи.

Урахування ліпофільності молекули. Флу�
оресцентні зонди призначені для роботи в се�
редовищі з певними характеристиками
ліпофільності — водному розчині органічної
сполуки, цитозолі чи клітинній мембрані. Тому
під час проектування зонда потрібно врахову�
вати той чи інший параметр середовища.
У противному разі процеси асоціаціїї або
міграції зонда в близькі за ліпофільністю фази
(для мікрогетерогенних середовищ) будуть пе�
решкоджати розв’язанню поставлених за�
вдань. Урахування ліпофільності зручно про�
водити поетапно. На першому етапі за допомо�
гою розрахункових методів [19] добираються
замісники для досягнення заданої
ліпофільності молекули зонда. На другому
етапі, після досліджень на реальному об’єкті,
будова зонда коректується.

Урахування хімічної топології місця
зв’язування. В окремих випадках простого
врахування ліпофільності молекули не до�
статньо. Наприклад, якщо зонд призначений
для зв’язування з одним із сайтів глобулярно�
го білка, необхідно врахувати форму, розміри і
розподіл зарядів у сайті. Мембранні зонди ча�
сто мають векторну будову — явно виражені
ліпофільну та гідрофільну частини. У зв’язку
з цим до складу молекули зонда, яка містить
основні елементи (хромофор, сенсор і т. ін.), по�
винні входити додаткові групи, що приведуть
у відповідність топології молекули та місця
зв’язування.

Синтез. Відомо кілька шляхів синтезу фла�
вонолів [20—22], кожен з яких при синтезі 3ГФ
з електронодонорними замісниками в моле�

кулі дає занижені виходи продуктів. Умови
найбільш загального методу [20] удосконалили
[14], що дало змогу одержати цільові сполуки
1с, 1h�1l із задовільними виходами за надзви�
чайно короткий час (схема 1). 

Флуоресцентні властивості. Наявність
двох сенсорних груп у молекулі 3ГХ зумовлює
їхню більш виразну відповідь на зміну пара�
метрів оточення і водночас ускладнює інтер�
претацію спектрів флуоресценції. У зв'язку з
цим детально вивчалися флуоресцентні влас�
тивості одержаних сполук у найбільш простих
для інтерпретації умовах — у середовищі ор�
ганічних розчинників (рис. 6). При цьому було
виявлено певні закономірності зміни інтенсив�
ності й позиції смуг флуоресценції таутомер�
них N*� і Т*�форм 3�гідроксихромонів у залеж�
ності від полярності або протонодонорності
їхнього оточення [10—14, 23—28]. Показано,
що 3�гідроксихромони є мультипараметрич�
ними зондами, які дають змогу одночасно
реєструвати три фізичні параметри оточен�
ня — діелектричну проникність, коефіцієнт
заломлення і донорність водневого зв’язку
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Рис. 6. Нормалізовані по ординаті спектри
флуоресценції 4�діетиламіно�3�гідроксифлаво�
ну (1а) в рідинних середовищах: А — аце�
тонітрил, Е — етилацетат, М — метанол, L37
і L41 — суспензії і ліпосом (концентрація DРРС
ліпосом — 1 ммоль/л, зонда — 10 мкмоль/л)
відповідно при температурі 37 та 41 °C. До�
вжина хвилі збудження — 400 нм [23].
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(протонодонорність) [29]. Проведений аналіз
спектральних даних, отриманих у 21 розчин�
нику, показав, що для цих зондів існує мож�
ливість розділення ефектів полярності, прото�
нодонорності й мікров’язкості середовища
у спектрах флуоресценції. Розроблено алго�
ритм аналізу спектральних даних.

Утворені сполуки (1h�1l, 2a�2b та ін.) мають
рекордні для даного класу значення молярного
коефіцієнту екстинкції і квантового виходу
флуоресценції [10—14], а також рекордну чут�
ливість до параметрів оточення [27]. Наприклад,
якщо зонди полярності інших типів повністю
охоплюють усю шкалу полярності розчинників,
істотно втрачаючи при цьому в точності вимірю�
вання, то кожен із раціометричних зондів 1k, 1b
та 1h налаштований на роботу в окремому
діапазоні, відповідно в середовищах низької, се�
редньої та високої полярностей [25].

Зонди полярності рідинних середовищ.
Найбільш поширеною і водночас простою ха�
рактеристикою локальної полярності рідин є
функція Ліпперта [30]: 

де f(ε) та f(n) — відповідно функції діелект�
ричної проникності середовища та показника
заломлення світла в ньому. 

Слід зазначити, що параметр Ліпперта
можна визначати з допомогою спектромет�
ричних методів. Флуориметричне або спект�
рофотометричне визначення полярності
апротонних середовищ проводять з допомо�
гою барвників, основний або збуджений стан
яких характеризується високим дипольним
моментом [18]. Проте для протонних середо�
вищ кількісне визначення полярності є склад�
ною проблемою, оскільки за таких умов спе�
цифічні взаємодії з оточенням (водневі зв’яз�
ки) є причиною додаткових спектральних
ефектів. Для усунення цих ефектів створено
окремі барвники оксифенілпіридинового ря�
ду, в яких просторовий доступ протонодонора
до крайніх атомів хромофора молекули є мак�
симально блокованим. Шкалу полярності ЕТ30
побудовано саме на спектральних властивос�
тях одного з таких барвників [18]. Проте жо�
ден із застосованих методів не дав змоги
повністю усунути специфічні взаємодії моле�

кул протонних розчинників із молекулами
барвника [31]. 

У випадку 3�гідроксихромонів стеричне
блокування карбонільної групи молекули
(структури 2а�2с) може бути методом усунен�
ня впливу специфічних взаємодій із середови�
щем на спектральні властивості зонда. Однак
для структур 2а�2с зберігається можливість
утворення водневих зв’язків як по 3�ОН групі,
так і по карбонілу (семичленний циклічний
комплекс). Здатність утворювати водневі ком�
плекси, їх можливі відмінності за флуорес�
центними властивостями від незв’язаних мо�
лекул демонструють лише досліди з реальни�
ми сполуками 2а�2с, оскільки квантово�хімічні
розрахунки в цьому випадку не дають точної
відповіді.

Такі досліди проводилися зі сполукою 2b [32]
й показали, що карбонільна група сполук 2а�2с
при температурі 20 °C і вище не утворює міжмо�
лекулярного водневого зв’язку з протонодоно�
ром, а можливі специфічні взаємодії сполук з
оточенням настільки слабкі, що  істотно не впли�
вають на їх флуоресцентні властивості.

Отже, ми створили перший двосмуговий
флуоресцентний зонд полярності, який працює
однаково ефективно як у протонних, так і
в апротонних середовищах. У парі зі звичайним
зондом 1b його рекомендовано для вивчення по�
лярності й гідратованості ліпідних мембран.

Застосування багатоканальних зондів для
вивчення фізико�хімічних явищ у міцелах і
ліпосомах продемонструвало їх високу ефек�
тивність [7, 8, 13, 23—26, 33—35]. Збільшення
кількості каналів передачі інформації від
об’єкта дає змогу реєструвати такі явища, як
входження зонда в мікроструктуру, зміну
в’язкості й гідратованості його оточення, зміну
полярності оточення, а також виявляти при�
чини цих явищ. Висока чутливість зондів доз�
воляє досягати високої контрастності ефектів
(рис. 7).

Дизайн зондів для дослідження глобуляр�
них білків — складна проблема, яка вимагає
глибоких знань третинної структури білка.
Тут завдання розподіляються за двома напря�
мами — конструювання зондів для вивчення
процесів, що відбуваються на межі білкової
глобули й оточення, і зондів для дослідження
більш глибоких зон (сайтів) білка. У першому
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випадку зонд ковалентно прикріплюють до
глобули з допомогою відомих методів [1], його
будова повинна відповідати оточенню глобули
за параметром ліпофільності. У другому ви�
падку вимоги щодо конструювання зонда
більш суворі: необхідно досягнути відпо�
відності хімічної топології його молекули й
місця зв’язування, оскільки лише за таких
умов просторову структуру глобули не буде
порушено, а константа зв’язування зонда ма�
тиме максимально високі значення. Таку

відповідність знайдено для БСА та сполуки 1k,
що дало змогу визначати концентрацію БСА
в сироватці крові [25].

Дизайн індикаторів катіонів. Краун�фла�
вонол le запропоновано як індикатор, що
розрізняє йони лужно�земельних металів за їх
радіусом [9, 36]. Ефекти зв’язування йону ме�
талу по краун�циклу і по гідроксикарбонільно�
му хелатору молекули le добре розрізняються
як в спектрі флуоресценції (рис. 8), так і
в спектрі поглинання. Кальцієвий зонд 1g дає
спектральну відповідь на зміну концентрації
кальцію в діапазоні 50—5000 нмоль/л (рис. 9).

Дизайн трисмугових флуоресцентних
зондів. Зазначені вище результати свідчать
про перспективність застосування багатока�
нальних флуоресцентних зондів у різних га�
лузях науки і техніки, що є стимулом для ро�
боти щодо збільшення кількості каналів пере�
дачі інформації з допомогою флуоресцентних
зондів на основі 3ГХ. З цією метою синтезова�
но сполуки 3а�3с, які мають два здатні до фо�
тотаутомеризації угруповання. Розпочато
дослідження флуоресцентних властивостей
цих сполук [38, 39]. 

Дифлафоноли 3а�3с у збудженому стані з
вихідної NN*�форми можуть утворювати два
таутомери — NT* i TT*, унаслідок чого в їхніх
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Рис. 8. Вплив зміни концентрації іонів Мg2+ (a) i Ba2+ (b) на спектри флуоресценції сполуки 1e (середо�
вище — ацетонітрил) [9]. На графіках: 1cа, 1b — ефекти зв’язування катіону по карбонілу, 1bс —
ефект зв’язування катіону по краун�циклу.
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спектрах флуоресценції можуть спостеріга�
тися три смуги. Для сполуки 3а виявлено три�
смугову флуоресценцію в етанольному роз�
чині (рис. 10) [40]. Дифлавонол 3с у досліджу�
ваних умовах завжди мав дві смуги в спектрі
флуоресценції, однак його короткохвильова
смуга в різних розчинниках у 2 рази різнилася
за напівшириною, що з урахуванням інших

спектральних закономірностей свідчить про
суміщену в ній емісію двох таутомерних форм
[39]. Ця сполука має рекордну спектральну
чутливість до полярності розчинника. 

Окрім багатосмугової емісії, дифлавоноли
мають цілий ряд унікальних флуоресцентних
властивостей, а саме: великий стоксовий зсув
однієї зі смуг емісії (12000 см�1), одночасну
люмінесценцію у всій області видимого спект�
ра, відносно високий молярний коефіцієнт по�
глинання (~60000) і високий квантовий вихід
флуоресценції (~0,6).

Висновки. Унаслідок інтенсивного роз�
витку біохімії, молекулярної біології та меди�
цини виникає потреба в нових, більш до�
сконалих методах наукових досліджень.
Флуоресцентні зонди як інструмент дослід�
ження мають широке і щораз усе більш
різноманітне застосування. Нині вони удо�
сконалюються, створюються їх нові типи,
одним з яких є похідні 3�гідроксифлавону.
Флуоресцентні властивості цих сполук, їхня
висока чутливість до природи оточення є
перспективними для дизайну й практичного
застосування зондів на їх основі у дослід�
женнях клітинних об'єктів. 

I 

400                   500                    600                    700 
Довжина хвилі, нм

Рис. 10. Спектри дифлавонолу 3а в етанолі при
температурі від 295 К (a) до 160 К (f) [38].

Рис. 9. Хімічна структура і спектри збудження кальцієвого зонда на основі 3ГФ при поступовому
зниженні концентрації іонів Са2+ в 0,1 М tris�буфері (рН 7,2) при температурі 20 °C. Довжина хвилі
прийому емісії — 550 нм [37].
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Design of multi�channel fluorescent probes on the basis of 3�hydroxychromones and their analogues

V. H. Pyvovarenko 
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64 Volodymyrska Str., Kyiv, 01033, Ukraine

Summary. The design of multi�channel fluorescent probes for the study of physical parameters of homoge�
neous and heterogeneous liquid media are discussed. The review deals with the design, synthesis luminescence
and sensor properties in organic solvents, micelles and liposomes of multi�channel probes on the basis of 3�
hydroxychromones as well as cation indicators on this basis.

Key words: fluorescent probes, fluorescent sensors, excited state intramolecular proton transfer, 3�hydroxy�
chromones, 3�hydroxyflavones, flavonols, diflavonols.
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