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Вплив агрегації бензоіндосквараїнів 
на генерацію синглетного кисню
Представлено академіком НАН України О.О. Іщенком

Методом електронної абсорбційної і флуоресцентної спектроскопії з використанням пасток показано, що 
бензоіндосквараїн з гідрофобним бічним радикалом сенсибілізує утворення синглетного кисню ефективніше, 
ніж його аналог з гідрофільним радикалом, зі зростанням відсотка води в ДМСО і етанолі. Встановлено, 
що це обумовлено більшою схильністю до агрегації першого порівняно з другим. Показано, що агрегат має 
сендвічеву будову, що сприяє активації сенсибілізації синглетного кисню за рахунок триплет-триплетного 
переносу енергії.
Ключові слова: скварилієві барвники, агрегація, пастки, синглетний кисень, електронна абсорбційна і флу-
оресцентна спектроскопія, цитотоксичність.

Скварилієві барвники (сквараїни) це цвітер-іонні сполуки, в яких на кінцях хромофору 
знаходяться позитивно заряджені донорні фрагменти D і негативно заряджений акцеп-
торний фрагмент A в його центрі. Вони характеризуються значною фото- і термостабіль-
ністю, високою інтенсивністю поглинання і флуоресценції в червоному та ближньому ІЧ-
діапазоні спектра, тобто в області терапевтичного вікна [1—3]. Тому широко застосову-
ються в медико-біологічних дослідженнях для біовізуалізації та як флуоресцентні зонди 
[4]. Сквараїни також характеризуються високою здатністю до генерації синглетного кисню 
і активних форм кисню (АФК) під час опромінення світлом, що призводить до окисного 
пошкодження (фотоцитозу) клітин та тканин, внаслідок чого використовуються як фото-
сенсибілізатори у фотодинамічній терапії [5].

Інтенсивно розробляються методи модифікації хімічної структури сквараїнів для 
збільшення генерації 1О2 і АФК. Зокрема, введення важкого атома [6], заміна централь-
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ного атома кисню на аміноалкільні [7] і малононітрильні групи [8]. Зазначається також, 
що через плоску та гідрофобну будову серйозною проблемою використання скварилієвих 
барвників є їх агрегація, що погіршує спектрально-люмінесцентні і фотодинамічні власти-
вості [9]. Розуміння агрегаційної поведінки барвників у розчині має важливе значення для 
оптимізації цих властивостей. 

Мета дослідження полягала у вивченні впливу агрегації скварилієвих барвників на ге-
нерацію синглетного кисню.

Матеріали і методи. У дослідженні використано серію бензоіндоленінових сквариліє-
вих барвників з гідрофобним метильним 1 та гідрофільним сульфобутильним 2 замісни-
ками при  гетероатомі. Їх синтез, взаємодія з природними біомолекулами

O

1 2

O–

+ +

+

– ––O

+NN O
NN

HN NH
SO3O3S

і здатність проникати крізь клітинну мембрану розглянуто в роботі [10]. Вибір бензоіндо-
ленінової кінцевої групи зумовлений тим, що барвники на її основі малотоксичні, зокрема 
широковживаний у медицині індоціанін зелений (indocyanine green (ICG)) [11], задовільно 
розчинні у фізіологічному розчині і мають високі квантові виходи флуоресценції. 

Електронні спектри поглинання барвників у різних розчинниках та їх сумішах реє-
стрували на спектрофотометрі UV-VIS-NIR UV-3600 (“Shimadzu”, Японія) у діапазоні 
350—850 нм. Виміри проводили у кварцевих кюветах (10 ́  10 мм). Для реєстрації спектрів 
флуоресценції використовували спектрофлуориметр “Cary  Eclipse” (“Varian”, Австралія) з 
тими самими кюветами. Збудження флуоресценції здійснювали випромінюванням ксено-
нової лампи (150 Вт). Похибка визначення довжини хвилі становила 1 нм. Виміри синглет-
ного кисню та АФК з використанням 1,3-дифенілізобензофурану (DPBF) [12] (25 мкM) та 
Hydro-Cy5 [13] (10 мкМ) проведені в суміші етанол—буферний розчин у таких концен-
траціях V(етанол)/V(вода): 50/50, 25/75. Концентрація досліджуваних сквараїнів була од-
наковою і становила 5 мкM. Опромінення (670 нм, 180 мВт/см2) відбувалося в темряві з 
перемішуванням з інтервалом 2 хв. 

Результати та їх обговорення. Електронні спектри поглинання скварилієвих барвників 
1 і 2 у полярних апротонному диметилсульфоксиді (ДМСО) і протонодонорному етанолі 
мають типову для органічних барвників універсальну форму смуги — інтенсивну, вузьку, 
асиметричну з коливальним максимумом на короткохвильовому спаді [14] (рис. 1, а). Їй 
відповідає дзеркально симетрична смуга флуоресценції (рис. 1, б).

Розчини барвників 1 і 2 у ДМСО та етанолі підлягають закону Ламберта—Бера в 
інтервалі концентрацій 1—100 мкМ. Це означає, що вони в них знаходяться в неагрегованій 
мономерній формі.
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Для дослідження спектральних проявів агрегації спектри поглинання і флуоресценції 
сквараїнів 1 і 2 аналізували в сумішах з водою етанолу і ДМСО у різному співвідношенні за 
постійної концентрації барвника. Виявлено, що зі збільшенням вмісту води як у етанолі, так 
і ДМСО відбувається сильна деформація спектрів поглинання сквараїну 1 (див. рис. 1, а). 
Різко падає інтенсивність довгохвильового максимуму і з’являється нова короткохвильова 
смуга. Зі збільшенням вмісту води вона поступово гіпсохромно зміщується, а її інтенсивність 
зростає. При цьому відбувається закономірне гасіння флуоресценції (див. рис. 1, б). Нові 
смуги флуоресценції не виникають. Аналогічні спектрально-флуоресцентні ефекти 
спостерігаються в разі збільшення концентрації барвника за постійного співвіднош ення 
суміші згаданих розчинників. Це свідчить про те, що в сумішах з водою етанолу і ДМСО зі 
збільшенням вмісту води відбувається агрегація сквараїну 1.
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Рис. 1. Спектри поглинання (а) і флуоресценції (б) барвника 1 в етанольному розчині з різним вмістом 
води, %: 0 (1), 10 (2), 30 (3), 50 (4), 70 (5) та 100 (6); концентрація барвника 5 мкМ
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Рис. 2. Спектри поглинання (а) і флуоресценції (б) барвника 2 в етанольному розчині з різним вмістом 
води, %: 0 (1), 50 (2), 100 (3); концентрація барвника 5 мкМ
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У барвника 2, у якого гідрофобний побічний замісник замінений на гідрофільну 
сульфобутильну групу, в аналогічних умовах зміни в спектрах поглинання відбуваються 
значно слабше. Спектри зберігають універсальний контур смуг поглинання за значно 
більшого вмісту води у сумішах розчинників, ніж у барвника 1 (рис. 2, а, б). Лише за 
високого (понад 50 %) вмісту води в нього з’являється невеликий короткохвильовий 
максимум при 612 нм. Це вказує на те, що сквараїн 2 агрегує значно слабше порівняно з 
барвником 1. Вірогідно, це є наслідком більшої розчинності першого порівняно з другим 
у водному розчині. У результаті молекули сквараїну 2 менше виштовхуються зі структури 
води порівняно з барвником 1, внаслідок чого, як відомо, агрегують слабше [15]. 

Для дослідження здатності до генерації синглетного кисню та інших АФК барвниками 
1 і 2 використовували DPBF [12] і гідроціанін Hydro-Cy5 [13] відповідно. У результаті вза-
ємодії з 1O2 у DPBF утворюється ендопероксидний фрагмент у циклі, який перериває спря-
ження і здатний навіть розірвати зв’язок (схема 1). Це призводить до знебарвлення DPBF, 
яке супроводжується падінням оптичної густини  у його максимумі (415 нм).
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• перетворюється в 
поліметиновий барвник Cy5, який інтенсивно забарвлюється і сильно флуоресціює (схема 2).

Дослідження проводили у водно-етанольному середовищі (50/50 %), застосовуючи 
опромінення довжиною хвилі (λ) 670 нм у смугу поглинання барвників 1 і 2. Важливо, що 
довжина хвилі 670 нм лежить за межами поглинання DPBF, тому за цих умов його спектр 
поглинання не змінюється. Однак у присутності сквараїнів 1 і 2 опромінення довжиною 
хвилі 670 нм спричиняє зниження оптичної густини DPBF на 50 % протягом 70 с (рис. 3). Це 
є вагомою ознакою утворення 1О2. Однак відомо, що у ряді випадків DPBF може подібним 
чином реагувати з супероксидом. Якщо останній задіяний у цьому процесі, то це чітко 
повинно виявлятися в реакції з гідроціаніном. Однак у тих самих умовах (λ = 670 нм) ніяких 
змін ні в спектрах поглинання, ні в спектрах флуоресценції Hydro-Cy5 не відбувається. 
Отже, однозначно можна констатувати, що деградація сквараїнів внаслідок опромінення 
пов’язана з утворенням синглетного кисню. Цікаво, що сквараїн 2 генерує його активніше, 
ніж барвник 1, якщо вміст води в суміші становить до 50 %. Зважаючи на це, можна 
очікувати, що подальше збільшення її вмісту в досліджуваному середовищі підсилить ці 
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тенденції. Несподіваним виявилося, що зростання вмісту води до 75 % спричинило значно 
більше знебарвлення DPBF у барвника 1 порівняно з 2. У першого воно відбулося на 50 % 
вже після 20 с опромінення. Ми припускаємо, що більш швидке зростання сенсибілізації 
1О2 барвником 1 порівняно з 2 з підвищенням вмісту води в суміші розчинників пов’язано 
з більшою схильністю першого до агрегації. 

Донорно-акцепторна природа сквараїнів створює умови для сильного міжмолекуляр-
ного електростатичного тяжіння різнойменних зарядів, що спричиняє утворення димерів 
і складніших агрегатів навіть у дуже розбавлених розчинах [16]. У разі орієнтації молекул 
сквараїну, як у струкурі I (рис. 4), взаємодія між ними має бути максимальною, оскільки про-
тилежно заряджені фрагменти D і А різних молекул знаходяться один проти одного на обох 
кінцях молекули. У такій структурі утворюється кут між двома хромофорами, близький до 
180о. Характерною її ознакою є поява нової довгохвильової смуги поглинання і флуоресцен-
ції відносно відповідних смуг мономерної молекули [17]. Їх відсутність унеможливлює реа-
лізацію агрегату типу I у нашому випадку. Структура II має бути менш вигідною, оскільки 
взаємодія фрагментів мономерів D і А відбувається лише з одного боку. У разі гострого кута 
між хромофорами виникають дві смуги поглинання, але інтенсивність довгохвильової на-
багато вища [15]. Цей випадок у нас також не реалізується. У сендвічевій структурі III одно-
йменно заряджені фрагменти розташовані один проти одного. Кулонівські сили відштовху-
вання дестабілізують такий агрегат. Однак у разі паралельного розташування хромофорів 
дисперсійні взаємодії між ними максимальні. Тому є можливість утворення таких агрега-
тів. У нашому випадку додаткове посилення дисперсійних взаємодій у сендвічевій струк-
турі здійснюється за рахунок бензанелювання індо-
ленінового ядра, що розширює π-систему спряження. 

Однозначним доказом домінування в нашому ви-
падку структури III у разі збільшення вмісту води в 
сумішах розчинників є: виникнення нової коротко-
хвильової смуги поглинання (гіпсохромно зсунутої 
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Рис. 3. Швидкість розкладання DPBF у присутності барвників 1 (крива 1) і 2 (крива 2) у водно-етанольному 
розчині: 50 % води (а) і 75 % води (б), залежно від часу опромінення. А(DPBF) — абсорбція DPBF після 
опромінення в момент часу t, A0(DPBF) — абсорбція DPBF до промінення
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приблизно на 30—40 нм); зростання її інтенсивності (навіть перевищує інтенсивність 
основної смуги); падіння інтенсивності довгохвильової смуги; гасіння флуоресценції мо-
номерної смуги до її повного зникнення за вмісту води близько 80 % [18]. 

Агрегація барвників супроводжується зменшенням енергетичної щілини між S1 і Т 
станами порівняно з мономерним барвником. Це зумовлює зростання ймовірності інтер-
комбінаційної конверсії. В асоціатів сендвічевої будови III вона додатково зростає вна-
слідок того, що конкурентний флуоресцентний перехід S1 →S0 у них заборонений [18]. У 
результаті активований триплетний стан агрегату III здатний за механізмом Т-Т переносу 
енергії сенсибілізувати утворення синглетного кисню (схема 3). 

3III + 3О          
1III + 1О2

Схема 3
Висновки. Агрегація сквараїнів, яка, як правило, небажана в медико-біологічних екс-

периментах, може відігравати корисну роль для сенсибілізації синглетного кисню. Це не-
обхідно враховувати під час використання скварилієвих барвників у фотодинамічній тера-
пії. Дійсно, життєздатність клітин MCF-7 (лінія клітин аденокарциноми молочної залози 
людини) під дією опромінення лазером у присутності сквараїну 1 знижувалася: за концен-
трації 0,1 мкМ майже на 40 %, за концентрації 10 мкМ майже на 90 %. Для сквараїну 2 спо-
стерігалося зниження життєздатності клітин більш ніж на 50 % лише за високої (10 мкМ) 
концентрації. Обидва барвники виявляли низьку темнову токсичність.
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AGGREGATION EFFECT OF BENZOINDOSQUARAINS ON SINGLET OXYGEN GENERATION

The effect of aggregation of benzoindosquaraines on singlet oxygen generation was investigated using electronic 
absorption and fluorescence spectroscopy in the presence of traps. The results demonstrate that benzoindosquarine 
with a hydrophobic side radical sensitizes the formation of singlet oxygen more effectively compared to its analog 
with a hydrophilic radical, especially as the percentage of water in DMSO and ethanol increases. This difference in 
sensitization efficiency is attributed to the higher propensity of the former to aggregate, in contrast to the latter. The 
study further reveals that the aggregate adopts a sandwich structure, which facilitates the activation of singlet 
oxygen sensitization through triplet-triplet energy transfer.
Keywords: squarilium dyes, aggregation, traps, singlet oxygen, electronic absorption, fluorescence spectroscopy, 
cytotoxicity.


