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СПЕКТРАЛЬНЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ МЕТИЛЕНОВОГО СИНЕГО - 

ПЕРСПЕКТИВНОГО ФОТОСЕНСИБИЛИЗАТОРА ДЛЯ АНТИМИКРОБНОЙ 

ФОТОДИНАМИЧЕСКОЙ ТЕРАПИИ 

 

Ушбу мақолада турли концентрациядаги метилен сувли эритмасининг абцорбцион-

флуоресцент хоссалари тадқиқ этилган. Метиленнинг спектрал характеристикалари 

ѐрдамида ушбу молекулаларнинг эритмадаги олигомерларга боғланиш ва метахромизм 

характерининг пайдо бўлиш имкониятлари ўрганилган. Абцорбцион-флуоресцент 

характеристикалари ѐрдамида метилиннинг антимикробли фотодинамик терапияда 

фотосенсибилизатор сифатида қўлланилиш имкониятлари кўрсатиб ўтилган. 

 

В работе рассматриваются абсорбционно-флуоресцентные свойства водного 

раствора метиленового синего различных концентраций. Показаны на основе спектральных 

характеристик связывание молекул метиленового синего в олигомеры в растворе и 

характер проявления метахромизма. Представлены возможности применения 

метиленового синего в качестве фотосенсибилизатора для антимикробной 

фотодинамической терапии по абсорбционно-флуоресцентным характеристикам. 

 

In the paper absorption-fluorescent properties of different concentrations of an aqueous 

solution of methylene blue have been studied. According to the spectral characteristics of methylene 

blue, the ability of these molecules binding to oligomers in solution and the character of the 

manifestation of metachromism has been studied. By the absorption-fluorescence characteristics 

the possibilities of using methylene blue as a photosensitizer for antimicrobial photodynamic 

therapy are shown. 

 

В последние годы, наряду с двумя важнейшими областями применения лазерного 

излучения в клинической практике - низкоинтенсивной стимулирующей терапией и 

высокоэнергетической хирургией, появилось новое направление современной медицины-

фотодинамическая терапия (ФДТ)[1]. ФДТ является принципиально новым методом лечения 

злокачественных опухолей и основывается на способности специальных молекул - 

фотосенсибилизаторов при их возбуждении лазерным излучениемпереводить рядом 

находящиеся атомы кислорода в синглетное возбужденное состояние с сильно 

цитотоксическим действием.Избирательное накопление фотосенсибилизатора в 

злокачественных клетках позволяет разрушатьименно последние, облучая соответствующие 

части человеческого тела лазерным излучением, а сопровождающаяся при этом 

флуоресценция фотосенсибилизатора в длинноволновой области – диагностировать и 

локализовать область расположения опухолей [2]. Наряду с онкологией, ФДТ успешно 

применяться также и в антибактериальной терапии, особенно, при устойчивости 

возбудителей инфекционных заболеванийк антибактериальным препаратам [3]. 

В настоящее время во многих научных центрах мира идет активный поиск новых, 

перспективных в качестве фотосенсибилизаторов ФДТ веществ и изучение их 

цитобиологических, биохимических, а также спектрально-кинетических свойств [4]. 

Краситель фенотиазинового ряда - метиленовый синий (МС) характеризуется важнейшими 

для ФДТ свойствами: низкая токсичность применения, избирательное накопление в 

злокачественных клетках, высокий квантовый выход генерации синглетного кислорода и 



достаточно длинноволновое положение полосы возбуждения (665 нм), обеспечивающее 

глубокое проникновение возбуждающего излучения в ткани. Плоская гетероциклическая 

структура молекулы МС обуславливает интенсивное взаимодействие с белками, 

нуклеиновыми кислотами и, как последствие, высокую биологическую активность. 

Благодаря таким свойствам МС применяют в качестве молекулярного зонда в биополимерах; 

для окрашивания микробов и вирусов; а его чувствительность к структуре и 

конформационному состоянию окружающих биомолекул дает возможность контролировать 

деструкционные и конформационные изменения в ДНК и белках [5,6]. 

Кроме того, МС является высокоэффективным сенсибилизатором для 

преобразователей солнечной энергии [7], катализатором окислительных реакций [8], 

проявляет сильно выраженный электрохромный эффект [9], а также может использоваться в 

качестве активного элемента лазера на красителе [10]. Учитывая такие свойства, оптические 

и молекулярные свойства МС в последние годы активно изучаются. 

В настоящей работе исследованы абсорбционно-флуоресцентные свойства водного 

раствора МС различных концентраций. По спектральным характеристикам МС изучена 

способность молекул МС связывания в олигомеры в растворе, характер проявления 

метахромизма. Показаны возможности применения МС в качестве фотосенсибилизатора для 

антимикробной фотодинамической терапии по их абсорбционно-флуоресцентные 

характеристики. 

Водный раствор МС (Sigma-Aldrich, США) был приготовлен с первичной 

концентрацией 10
-3

 М, который оставался стабильным не менее 3-4 дней в темноте при 

температуре 4°C. Более низкие концентрации раствора были получены добавлением в 

раствор бидистиллированной воды. 

Спектры поглощения растворов МС различной концентрации и взвесей бактерий, 

впитавших ее при соответствующих концентрациях, измерялись в кварцевых кюветах 

объемами 5, 2, 1 и 0.5 мл с помощью высокочувствительного спектрофотометра 

ShimadzuUV-1280 (Shimadzu, Япония, 2015г.). Измерения производились при температуре 

22°С. 

Спектры флуоресценции измерялись на оригинальной экспериментальной установке, 

включающей в себя импульсный азотный лазер УФ-излучения (λ=337 нм, f=10 Гц, τ=8 нсек, 

Р=10
5
 Вт), двухканальный бокскаринтегратор BCI-280 (ENDIM, Германия) с длительностью 

измеряющего гейта 0,2 нсек. и монохроматор МДР-23 (ЛОМО, Россия) со спектральным 

разрешением 0,2 нм [13]. 

Самоассоциация МС в водном растворе.Как известно, с увеличением концентрации 

ароматического красителя врастворе происходит изменение спектра его поглощения с 

появлением новых полос и смещением максимумов в длинноволновую или 

коротковолновую стороны, что относят к возникновению димеров, триммеров или 

олигомеров более высокого порядка [14]. Относительные доли олигомеров 

соответствующего порядка определяются концентрацией и структурой молекул красителя и 

химической природой раствора. Образование олигомеров можно описать химическими 

реакциями поэтапно или всеобщей агрегации: 

     (1) 

,     (2) 

где – число мономеров МС
+
 или порядок агрегации МС. Реакции (1) и (2) 

характеризируются постоянными скорости поэтапной или всеобщей агрегации, 

выражаемыми уравнениями (3) и (4), соответственно: 
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,     (4) 

где  – пошаговаяи  – общая постоянные скорости равновесной агрегации. Соотношения 

между  и  определяются как  = ;  = ;  = . При этом полная 

концентрация МС определяется выражением: 

      (5) 

Постоянные поэтапной агрегации МС согласно литературным данным [15] при 

температуре 22
0
С составляют =2,1 10

3
 дм

3
/моль; =4 10

3
 дм

3
/моль и =2,1 10

3
 

дм
3
/моль.Учитывая это и уравнения (3), (4) и (5) можно рассчитать содержание димеров и 

полимеров более высокого порядка. С увеличением концентрации МС в дистиллированной 

воде, С, при С = 2,5 10
-6

 М начинают образоваться димеры, а при С = 3 10
-5

 М – тримеры. 

При С ≈ 10
-3

 М содержание димерных молекул насыщается на уровне 30%, а содержание 

тримера составляет около 15%. 

На рис. 1 показаны спектры 

поглощения водного раствора МС 

различной концентрации, измеренные в 

спектральной области 400 – 800 нм. При 

увеличении концентрации, в спектре 

поглощения, кроме основной полосы 

поглощения, относящейся мономеру 

МС с максимумом при 665 нм, можно 

наблюдать постепенно возрастающую 

полосу с максимумом при 610 нм, а 

также слабовыраженные полосы при 

меньших длинах волн. Действительно, 

как показывает вышеприведенный 

анализ, если при низких концентрациях 

(С = 5 10
-6

 М) на фоне интенсивного 

пика поглощения мономера МС слабо 

выражен пик, соответствующий 

димерной молекуле, то с увеличением концентрации последний растет и при С=10
-4

 М 

интенсивности полос при 665 нм и 605 нм имеют одинаковый порядок. При этом положение 

максимума полосы при 665 нм практически не изменяется. Характерные изменения спектров 

с изменением концентрации - прохождение кривых через одну и туже точку («изобестная 

точка» при 630 нм), свидетельствующие о бинарном характере смеси (присутствие только 

мономерных и димерных молекул МС) в растворе, наблюдаются вплоть до С = 2 10
-4

 М и в 

дальнейшем, из-за возникновения заметного количества полимеров молекул МС более 

высокого порядка, не имеют место. Отметим, измеренная нами величина коэффициента 

экстинкции 3,7 10
4
 М см

-1
, соответствующая «изобестной точке» в водном растворе МС 

неплохо согласуется с литературными данными [16]. 

На рис. 2 представлены спектры флуоресценции водного раствора МС при различных 

концентрациях10
-3

 M (кривая 1), 2 10
-4

 M (кривая 2) и 5 10
-5

 M (кривая 3), измеренные при 

возбуждении УФ излучением 337 нм (спектры нормированы по длинноволновым 

максимумам). Интенсивность полосы флуоресценции в коротковолновом диапазоне с 

максимумом при 415 нм, где нет заметных потерь, растет пропорционально количеству 

молекул МС в единице объема (т.е. концентрации) [17]. В длинноволновом же диапазоне, 

интенсивная полоса с максимумом около 700 нм с ростом концентрации МС в растворе 

претерпевает небольшое увеличение длины волны максимума, которое можно 
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Рис.1. Спектры поглощения водного раствора МС 

различной концентрации (1) 1,3 10
-5

 M, (2)5 10
-5

 M, (3) 2 

10
-4

 M, (4) 10
-3

 M 



объяснитьспектральным сдвигом на краю высокоинтенсивной полосы поглощения 

мономерных молекул с максимумом при 665 нм. Отметим, взаимная конкуренция роста  

флуоресценции и поглощения с ростом 

количества молекул МС в единице 

объема (т.е. концентрации) приводит, в 

конечном счете, к тому, что при 

многократном изменении 

концентрации, в отличии от 

коротковолновой флуоресценции, 

интенсивность длинноволновой 

полосы флуоресценции практически не 

изменяется, но при высоких 

концентрациях на длинноволновом 

краю постепенно вырастает 

дополнительный пик, которого следует 

отнести флуоресценции димера. 

Основываясь на литературных данных 

по длинам волн максимумов полос 

флуоресценции мономера и димера МС (700 и 750 нм, соответственно) методом разложения 

в гауссовы составляющие экспериментально измеренных спектров флуоресценции МС 

различных концентраций с помощью процедуры FMP (FitMultiplePeak) программного пакета 

Origin 8 были определены вклады в общую флуоресценцию мономерных и димерных 

молекул. Отметим, что даже при высоких концентрациях МС и, соответственно, димерных 

молекул, как это видно по спектрам поглощения на рис. 1, интенсивность полосы 

флуоресценции димерных молекул при 750 нм достаточно низкая и это можно объяснить 

интенсивным тушением возбуждения димера за счет внутренней конверсии. 

Сильное стэкинг-взаимодействие между молекулами МС, вызванное их плоской 

структурой, обуславливает склонность к образованию димеров и более высокого порядка 

олигомеров МС [16], а это, в свою очередь, значительно усложняет абсорбционно-

флуоресцентные спектры и вышеупомянутые качества МС могут претерпеть значительные 

изменения. Например, сильный спад светочувствительности, связанный с тушением 

электронного возбуждения в димерах МС из-за внутренней конверсии качественно изменяет 

спектры флуоресценции [17]. Но, с другой стороны, образование олигомеров МС и их 

агрегация со сложными молекулами может служить модельным объектом для изучения 

природы стэкинг- и электростатического взаимодействия в молекулярных комплексах. 

Для практической реализации антимикробной ФДТ необходимо обеспечить 

эффективное внедрение фотосенсибилизатора в микроорганизмы[18]. 

Водный раствор МС, как широко применяемого красителя фенотиазинового ряда, 

проявляет интересные абсорбционно-флуоресцентные свойства: с увеличением 

концентрации хромофора при достаточно низких концентрациях наблюдается образование 

димеров и олигомеров более высокого порядка. Причем, если по спектрам поглощения 

можно отслеживать появление очередного олигомера, то в спектрах флуоресценции это 

затруднено из-за тушения флуоресценции в димерах. 

Исследованы возможности применения МС в качестве фотосенсибилизатора для 

антимикробной ФДТ.Изучение спектральных характеристик МС в водном растворе 

различной концентрации, представляет интерес с точки зрения выявления физических 

механизмов агрегации и дает важную информацию для практического применения такого 

хроматофора в антимикробной ФДТ. Способность МС специфически окрашивать 

определенные микробы внутри клетки, образовывая агрегаты с их белками, может также 

найти применение в экспериментальной цитологии. 
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Рис.2. Спектры флуоресценции водного раствора МС 

при различных концентрациях, измеренные при 

возбуждении УФ излучением (337 нм) 
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