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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

АФК – активная форма кислорода 

ДОН – дезоксиниваленол 

ИК – инфракрасный диапазон спектра 

ИКК – интеркомбинационная конверсия 

кДа – килоДальтон 

КОЕ – колониеобразующие единицы 

МБК – минимальная бактерицидная концентрация 

Мол. масса  – молекулярная масса  

МПА – мясо-пептонный агар  

МПБ – мясо-пептонный бульон 

НМ – наружная мембрана  

ОП – оптическая плотность 

ФДИ – фотодинамическая инактивация  

ФДТ – фотодинамическая терапия 

ФБ – фосфатный буфер 

ФС – фотосенсибилизатор 

ЦМ – цитоплазматическая мембрана 

EDTA – еthylene diamine tetraacetic acid  

H2TM4PyP – 5,10,15,20-тетракис[4-N-метилпиридил]порфирин 

IUPAC – International Union of Pure and Applied Chemistry 

LВ – Luria-Bertani (питательная среда) 

1
O2 – синглетный кислород 

O2
•–

 – супероксидный анион-радикал 

OH
• 

– гидроксильный радикал 

MRSA – methicillin-resistant S. aureus  

SDS – sodium dodecyl sulfate    

TAll4PyP – мезо-тетра[4-N-(2 '-аллил)пиридил]порфирин 

TBut3PyP  – мезо-тетра[3-N-(2'-бутил)пиридил]порфирин  
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TBut4PyP   – мезо-тетра[4-N-(2 '-бутил)пиридил]порфирин 

TMetAll(4)PyP – мезо-тетра[4-N-(2`-метилаллил)пиридил]порфирин 

TOE4PyP  – мезо-тетра[4-N-(2'-оксиэтил)пиридил]порфирин 

γ∆ – квантовый выход синглетного кислорода 
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ВВЕДЕНИЕ 

 
Актуальность. Возрастающее во всем мире число патогенных микроорганизмов, 

устойчивых к антибиотикам, пробудил большой интерес к разработкам альтернативных 

антибактериальных стратегий [61, 91, 129]. Количество пациентов, ежегодно умирающих от 

инфекций, вызванных такими полирезистентными бактериями, как метициллин-

резистентный штамм Staphylococcus aureus (MRSA), эквивалентно общему числу смертей от 

СПИДа, туберкулеза и вирусного гепатита [50]. В связи с этим поиск новых эффективных 

антимикробных препаратов, не вызывающих устойчивость у микроорганизмов, является 

актуальным для медицины ХХI века. 

Одним из наиболее перспективных и инновационных подходов для уничтожения 

патогенов является фотодинамическая инактивация (ФДИ) микроорганизмов посредством 

фотосенсибилизаторов (ФС) [83, 89, 112, 133, 208]. ФС – в основном порфирины, являются 

красителями природного или синтетического происхождения, которые под действием света 

способствуют генерации активных форм кислорода, приводящих к повреждению и гибели 

микроорганизмов. ФДИ обладает широким спектром действия по отношению к различным 

бактериям, грибам, вирусам и простейшим паразитам [35, 39, 62, 71, 74, 81, 184, 209]. 

Повреждающее действие фотодинамического процесса обусловлено 

свободнорадикальными реакциями, поэтому развитие микробной устойчивости к ФДИ 

практически невозможно [79, 166, 198]. Кроме того, в отличие от антибиотиков, действие ФС 

носит локальный характер, что позволяет избежать поражения нормальной микрофлоры вне 

зоны облучения [28, 91, 182, 185, 217]. Одним из наиболее значимых показателей 

эффективности широко применяемых ФС является их способность генерировать образование 

синглетного кислорода – главного поражающего агента. В связи с этим возникает 

необходимость исследовать фотофизические свойства порфиринов и провести отбор 

подходящих ФС по критерию их способности генерировать синглетный кислород. 

Доставка ФС непосредственно до микроорганизмов и их накопление в/на клетках 

являются одними из центральных задач ФДИ. В последнее время с целью повышения 

эффективности и увеличения аккумуляции фотосенсибилизаторов в микроорганизмах 

активно используются наноконтейнеры [116, 169]. Одним из подходов усиления 

эффективности ФДИ микроорганизмов является сорбция ФС (катионных порфиринов)  
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на наночастицах, как из благородных металлов (золото и серебро), так и из природных 

минералов [114]. 

Бесконтрольное применение ядохимикатов с избирательным механизмом действия 

привело к опасному загрязнению почв фитопатогенными грибами, устойчивыми к 

фунгицидам [25, 139]. Несмотря на огромное количество работ, посвященных изучению 

действия порфиринов на потогенные микроорганизмы человека и животных, до сих пор 

отсутствуют литературные данные относительно их эффективности в борьбе с 

фитопатогенными микроорганизмами. 

Целью диссертационной работы является сравнительное изучение действия новых 

природных и производных синтетических порфиринов на грамотрицательные и 

грамположительные  бактерии и фитопатогенные грибы, а также изучение 

комплексообразования этих порфиринов с наночастицами серебра и цеолита и их действия 

на микроорганизмы. 

Для достижения поставленной цели были определены следующие задачи: 

 исследование темновой токсичности (антибактериальная активность в условиях 

темноты) новых природных и производных синтетических порфиринов по отношению 

к грамотрицательной бактерии Escherichia coli К-12 в in vitro условиях; 

 исследование фотофизических свойств и определение квантовых выходов 

синглетного кислорода производных порфиринов; 

 изучение фототоксичности (антибактериальная активность в условиях облучения 

светом) новых производных порфиринов по отношению к грамотрицательным и 

грамположительным  бактериям, в том числе и к антибиотикоустойчивым штаммам в 

in vitro условиях; 

 исследование комплексообразования новых производных синтетических порфиринов 

с наночастицами серебра и цеолита; 

 изучение воздействия новых производных синтетических порфиринов на 

фитопатогенные грибы, вызывающие корневую гниль у сельскохозяйственных 

растений. 
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Научная новизна. 

 Выявлены новые синтетические катионные порфирины (пиридил-производные), 

которые обладают высокой степенью фототоксичности по отношению как к 

грамположительным, так и грамотрицательным бактериям, в том числе 

антибиотикоустойчивым штаммам. Исследуемые катионные синтетические 

порфирины проявляют в 1000 раз более высокую фотодинамическую активность по 

сравнению с применяемыми в клиниках ФС − анионным хлорин е6 и нейтральным   

Al-фталоцианином. 

 Впервые показано, что предварительное замачивание семян озимой пшеницы 

растворами 1г/л металлопорфиринов (Zn-TOE4PyP, Zn-TBut3PyP и Ag-TOE4PyP) 

повышает устойчивость растений против фитопатогенных грибов, вызывающих 

корневые гнили. Применение этих соединений приводит к увеличению урожайности 

пшеницы на 18-20%. 

Практическая ценность.  

 Новые синтетические катионные порфирины и металлопорфирины можно применять в 

борьбе против антибиотикоустойчивых микроорганизмов в виде лекарственных форм 

(растворы и мази) в дерматологии, стоматологии и др. отраслях медицины для 

лечения локальных инфекций. 

 Показана возможность применения новых катионных металлопорфиринов в сельском 

хозяйстве в борьбе против корневой гнили растений, что приводит к увеличению 

урожайности как в тепличных, так и полевых условиях.  

Основные положения, выносимые на защиту. 

 Новые катионные производные синтетических порфиринов и металлопорфиринов 

являются высокоактивными соединениями с ярко выраженной бактерицидной 

активностью. 

 Новые катионные производные синтетических порфиринов и металлопорфиринов 

обладают бактерицидной активностью как в темновых условиях, так и при облучении 

светом. 
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 Цинковые комплексы новых производных синтетических порфиринов, особенно     Zn-

TBut3PyP и Zn-TBut4PyP, проявляют высокую эффективность по отношению к 

полирезистентному штамму MRSA в in vitro условиях. 

 Новые нанокомпозиты из наночастиц серебра и цеолита имеют высокий процент 

сорбции катионных синтетических металлопорфиринов. 

 Новые синтетические металлопорфирины показывают эффективное действие на 

корневую гниль сельскохозяйственных растений. 

Связь работы с научными тематиками. Работа выполнена в рамках гранта CRDF 

«Изучение и организация производства противогрибковых препаратов для применения в 

сельском хозяйстве против корневой гнили растений» (STEP BPG 2010 Grant № ARC1-9053-

YE-11, 2010-2012 гг.); Армяно-Белорусского гранта 11РБ-016 «Молекулярные зонды на 

основе новых водорастворимых порфиринов – исследование фотофизических свойств и 

специфических взаимодействий с белками и нуклеиновыми кислотами методами оптической 

спектроскопии и молекулярного докинга» (2011-2013 гг.). 

Личный вклад соискателя. Собственный вклад соискателя включает 

экспериментальную реализацию сформулированных задач, поиск и анализ научной 

литературы по теме, разработку методологии по изучению антимикробного действия 

препаратов, обобщение результатов исследований, оформление научных статей и 

диссертационной работы. Постановка основных задач, разработка методологии 

спектральных и фотофизических исследований, обсуждение результатов исследований 

проводились под руководством к.б.н., с.н.с., зав. группой «Биоинженерии» Института 

биохимии им. Г.Х. Буниатяна НАН РА Гюльханданяна Г.В. Отдельные разделы 

исследования обсуждались и проводились при техническом содействии совместно с к.б.н., 

в.н.с. лаборатории молекулярной биологии Овсепян А.С. и к.б.н., зав. лабораторией 

молекулярной биологии Амбарцумяном А.А. (НПЦ «Армбиотехнология» НАН РА). 

Апробация работы. Результаты работы представлены на заседании ученого совета 

НПЦ «Армбиотехнология» НАН РА; на Европейской конференции по биомедицинской 

оптике, 17-21 июня 2007, Мюнхен, Германия; на международной конференции 

«Современное состояние биотехнологии в Армении и роль МНТЦ в ее развитии», 28 

сентября - 02 октября  2008, Цахкадзор, РА; на Всемирном конгрессе Международной 
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Фотодинамической Ассоциации, 11-15 июня 2009, Сиэтл, США; на 2-й Международной 

конференции по органической химии «Достижения в химии гетероциклических 

соединений», 25-27 сентября 2011, Тбилиси, Грузия; на научном семинаре «Современное 

состояние биотехнологических разработок и пути коммерциализации», 11-12 сентября 2012, 

Ереван, Армения; на 14-м форуме молодых ученых FEBS, 27-30 августа 2014, Париж, 

Франция; на Европейской конференции «Химическая Биология 2014», 20-23 августа 2014, 

Гейдельберг, Германия; на Международном научном семинаре «Тенденции в микробиологии 

и микробной биотехнологии», 5-8 октября 2014, Ереван, Армения. 

Место выполнения работы. Основная часть работы выполнена в НПЦ 

«Армбиотехнология» НАН РА, спектральные и фотофизические исследования проведены в 

Институте биохимии им. Г.Х. Буниатяна НАН РА и Институте физики им. Б.И. Степанова 

НАН Беларуси. Исследования по эффективности порфиринов против корневой гнили озимой 

пшеницы проводились в Национальном аграрном университете Армении и на полях Центра 

по сельскому хозяйству и защите растений (г. Эчмиадзин, Армавирская область, Армения). 

Объем и структура работы. Диссертация состоит из списка сокращений, введения, 

обзора литературы, экспериментальной части, включающей материалы и методы, 

результатов исследований и их обсуждения, а также из заключения, выводов, списка 

литературы, включающего 225 источников. Работа оформлена на русском языке, изложена 

на 110 страницах, иллюстрирована 27 рисунками и 8 таблицами. 

Публикации. Основные результаты диссертации изложены в 17 научных работах, 

включая 7 научных статей, опубликованных как в республиканских, так и международных 

научных изданиях. 
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Проблема антимикробной резистентности 

 

Всемирной Организацией Здравоохранения, странами Европейского Союза и Северной 

Америки в качестве глобальной проблемы признано предотвращение формирования и 

распространения устойчивости к антимикробным препаратам среди патогенных 

микроорганизмов [214]. В США распространение антимикробной резистентности 

рассматривается как одна из угроз национальной безопасности, ввиду их потенциала в 

биологической войне, а также в дестабилизации в экономических и социальных сферах [110]. 

Rammelkamp и Maxon еще в 1942 г. предвидели, что широкое использование антибиотиков 

приведёт к снижению их терапевтической эффективности [175]. Многочисленные 

наблюдения за прошедшие десятилетия привлекли внимание к этому явлению, которое сталo 

большой проблемой для медицинских учреждений [127, 145].  

Основным механизмом, обеспечивающим устойчивость практически всех клинически 

важных грамположительных и грамотрицательных бактерий является наличие в этих 

штаммах одной или нескольких различных ß-лактамаз [51]. В 1959 г. в медицинскую 

практику первым был внедрен ß-лактам – метициллин, который имел устойчивость к 

гидролизу, осуществляемому стафилококковыми ß-лактамазами. Однако вскоре (1960 г.) 

появились сообщения о выделении устойчивых к этому антибиотику штаммов 

стафилококков [41].  

Для современной медицины рост устойчивости к антибиотикам среди возбудителей 

внутрибольничных инфекций – одна из наиболее серьезных проблем. Антибиотики 

получают от 25 до 30% всех госпитализированных больных, и, по крайней мере, половине из 

них неверно подобрана схема лечения или препарат [30, 34]. 

В медицинских учреждениях широкое распространение получили грамположительные 

бактерии, такие как S. aureus и Enterobacter sp. (E. coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella sp. и 

др.), и, как показано в некоторых работах, частота устойчивости к важным антибиотикам, 

таким как метициллин и ванкомицин, у этих штаммов растет [65, 144].  

В настоящее время в больницах и отделениях интенсивной терапии США штамм 

MRSA составляет более 60% изолированных S. aureus [157]. Ежегодно от инфекций, 

https://ru.wikipedia.org/wiki/Klebsiella_pneumoniae
https://ru.wikipedia.org/w/index.php?title=Salmonella_enterica&action=edit&redlink=1
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вызванных штаммами MRSA, умирают 19.000 госпитализированных американских 

пациентов, что эквивалентно общему числу смертей от СПИДа, туберкулеза и вирусного 

гепатита [50].  

В течение многих лет гликопептиды (ванкомицин, тейкопланин и др.) были основными 

эффективными антибиотиками при инфекциях, вызываемых устойчивыми к метициллину 

стафилококками. Но в 1996 г. в Японии были выделены штаммы S. aureus с пониженной 

чувствительностью к ванкомицину (VISA) [96]. В последующие годы подобные штаммы 

были выделены и в других географических регионах. 

Таким образом, в настоящее время очевидна опасность пассивного отношения к 

возникновению и распространению штаммов, устойчивых к антибиотикам. В борьбе с этим 

явлением важно не столько быстрейшее внедрение в практику новых антимикробных 

препаратов, сколько разработка мер, направленных на снижение устойчивости к 

антибиотикам, а также поиск альтернативных подходов к инактивации болезнетворных 

микроорганизмов [30]. 

 

1.2. Фотодинамическая терапия и фотодинамическая инактивация микроорганизмов 

Возрастающее во всем мире число штаммов, устойчивых к антимикробным 

препаратам, пробудил большой интерес к исследованиям разработок альтернативных 

антибактериальных стратегий [61, 91, 129]. Одним из наиболее перспективных и 

инновационных подходов в этом отношении является фотодинамическая терапия (ФДТ), к 

изучению которой в последние годы наблюдается повышенный интерес исследователей [26, 

105, 106, 184]. 

ФДТ – трехкомпонентный метод лечения. Два компонента – фотосенсибилизатор (ФС) 

и свет, являются нетоксичными, экзогенными факторами. Третьим обязательным 

компонентом фотодинамической реакции является эндогенный фактор – кислород. Суть 

метода состоит в том, что многие биологические объекты (раковые клетки, воспаленные 

ткани, микробы и вирусы) могут накапливать определенные красители – ФС, обладающие 

повышенной чувствительностью к возбуждающему действию света соответствующей длины 

волны. Под действием энергии светового излучения в клетках микробов или тканей, 

захвативших краситель, развивается фотохимическая реакция с выделением синглетного 
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кислорода и свободных радикалов. Эти высокоактивные биологические окислители 

являются токсичными для большинства биологических объектов и приводят к разрушению 

раковых или микробных клеток [22, 56, 108, 125, 129, 174, 219]. Противоопухолевая 

активность ФДТ обусловлена комбинацией прямого фотоповреждения самих клеток 

опухоли, разрушения сосудистой системы опухоли и активации иммунного ответа. 

Антимикробное применение ФДТ основано на фотосенсибилизированном повреждении 

стенки микробной клетки с последующей ее гибелью. 

 

1.2.1. История фотодинамической терапии 

Фотодинамическая терапия как метод лечения известна давно. За последнее время 

методика претерпела значительные изменения в связи с открытием новых 

фотосенсибилизирующих красителей и способов их применения. Использование экзогенных 

ФС для получения терапевтического эффекта было описано около 1500 лет назад, когда 

псорален, полученный из растений Psoralea corylifolia в Индии и Ammi majus в Египте, 

применяли для лечения витилиго [192]. Экстракты наносили на поверхность кожи или 

принимали внутрь, после чего больные подвергались действию солнечного света. Лечение 

приводило к постепенному восстановлению пигментации, в то время как без света не было 

отмечено лечебного воздействия экстрактов. В настоящее время во всем мире псорален 

успешно применяется при лечении витилиго, псориаза, красного плоского лишая и 

нейродермита [29, 36, 48]. 

Фотосенсибилизация и фотохимические реакции при использовании псораленов 

протекали без участия кислорода. Кислородзависимая фотодинамическая реакция была 

открыта Raab и Tappeiner в 1900 г. [173, 204]. Во время их экспериментов по изучению 

токсических свойств акридина (краситель) на Paramaecium caudatum (инфузория-туфелька) 

началась гроза. Под воздействием акридина и световых вспышек молнии инфузория-

туфелька погибла, что натолкнуло исследователей на мысль об изучении свойств акридина в 

разных световых условиях. Они обнаружили, что воздействие света при самых 

незначительных концентрациях акридина приводило к повышению токсического эффекта на 

P. caudatum [173]. Tappeiner и Jodbauer показали зависимость этих реакций от кислорода и 

ввели термин «фотодинамическое воздействие» («photodynamische wirkung») [206].  
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Эти работы, а также многочисленные, выполненные позже, исследования показали, что в 

основе фотодинамического действия фотосенсибилизированными красителями лежит 

окисление компонентов клеток кислородом. При этом краситель практически не 

расходуется, его главная роль состоит в том, что он делает реакции окисления 

чувствительными к освещению [192]. Основываясь на новых знаниях по фотодинамике, 

Tappeiner и Jensionek разработали технологию ФДТ с использованием эозина в качестве ФС 

для лечения таких кожных заболеваний, как псориаз, волчанка, кондилома и рак [205].  

Современная эпоха применения ФДТ в онкологии началась в 60-х гг. XX столетия с 

публикации Lipson, в которой было показано, что злокачественные опухоли 

визуализируются после внутривенной инъекции смеси производных гематопорфирина (HpD) 

за счет характерного флуоресцентного излучения избирательно накопленных порфиринов 

[123]. В 1976 г. HpD был впервые успешно применен в США для лечения рака мочевого 

пузыря. В результате ФДТ, проведенной через 48 ч после внутривенного введения 

производного гематопорфирина, исследователи наблюдали селективный некроз 

рецидивирующей папиллярной опухоли мочевого пузыря, при этом нормальная слизистая не 

была повреждена [113].  

В 1980 г. впервые применили лазерное излучение длиной волны 630 нм [66]. Лазерный 

свет, который обладает монохроматичностью, позволяет использовать оптимальную длину 

волны для данного ФС, что многократно увеличивает интенсивность фотохимической 

реакции. Кроме того появилась возможность индукции световых потоков высокой 

мощности, транспортировки излучения по волоконно-оптическим системам к различным 

органам и тканям организма, а также прицельного воздействия на пораженные, содержащие 

ФС, клетки. 

С тех пор началось интенсивное внедрение метода ФДТ в различные сферы 

клинической практики. Лечение онкопатологии стало одним из первых направлений, 

включивших в свой арсенал фотодинамическое воздействие. ФДТ используется для 

уничтожения небольших поверхностных опухолей, либо полостных опухолей, которые 

можно облучать при помощи световодов. Помимо этого, ФДТ применяется также для 

стерилизации операционного поля после хирургического удаления массивных опухолей [64, 

67, 126, 177]. 
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Особое значение ФДТ приобрела при удалении опухолей, расположенных в 

труднодоступных для хирургического вмешательства областях (поджелудочная железа, 

большой дуоденальный сосочек, общий желчный проток, внутрипеченочные протоки), а 

также местах, где операция приводит к грубым косметическим и функциональным дефектам 

(на губе, в полости рта, на глазном яблоке, на веке, на ушной раковине) [13, 67].  

За последние десятилетия показания к применению ФДТ существенно расширились. 

Причиной тому послужило экспериментальное обоснование возможности использования 

энергии фотохимических реакций для воздействия на патогенную микрофлору 

инфекционного очага [59, 91, 210]. Некоторыми исследователями отмечено, что 

воспаленным тканям, как и опухолевым, также свойственна способность задерживать 

красители, и поэтому ткани, инфицированные патогенными бактериями и вирусами, могут 

быть объектом для фотодинамического воздействия [28, 91, 134, 141].  

В настоящее время метод ФДТ широко применяется при лечении неопухолевой 

патологии (трофические язвы, гнойные раны, заболевания кожи, атеросклероз, артрит, 

инфекционно-воспалительные и эрозивно-язвенные процессы в различных органах и 

тканях), в гинекологии, урологии, физиопульмонологии, оториноларингологии, 

офтальмологии, стоматологии и других областях [28, 31, 48, 59, 64, 124, 188]. 

 

1.2.2. Фотодинамическая инактивация микроорганизмов 

Явление фотодинамической инактивации микроорганизмов открыто более ста лет 

назад. Однако активное развитие исследования по фотосенсибилизации микроорганизмов 

получили лишь в 1980-1990 гг. Работы в этой области приобрели выраженную практическую 

направленность, что обусловлено ростом устойчивости патогенных микроорганизмов к 

традиционной химиотерапии и необходимостью разработки альтернативных способов их 

инактивации. 

В настоящее время интенсивно развивается новая медицинская технология – 

антимикробная фотодинамическая терапия (АФДТ) [129, 174], также известная как 

фотодинамическая инактивация (ФДИ) [58, 62, 161, 179], фотоактивируемая дезинфекция 

(ФАД) [43, 54] или антимикробная фотодинамическая химиотерапия (ФАХТ) [55].  
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Многочисленные исследователи показали, что широкое разнообразие патогенных 

бактерий и грибов чувствительны к ФДИ [91, 107]. Так, Malik с соавторами в классическом 

обзоре представили данные о бактерицидной активности ФДИ на штаммы S. aureus, 

Streptococcus pyigenes, Clostridium perfingens, E. coli, Micoplasma hominis и грибы [134]. Тот 

факт, что летальная фотосенсибилизация не является видоспецифичной, имеет определенное 

преимущество: в смешанной инфекции можно уничтожить все имеющиеся микроорганизмы.  

Эффективность ФДИ не зависит от спектра чувствительности патогенных 

микроорганизмов к антибиотикам [83, 89, 131]. С клинической точки зрения способность 

фотодинамической терапии с лёгкостью уничтожать полирезистентные штаммы MRSA и  

P. aeruginosa очень важна, так как развитие резистентности к этой терапии представляется 

маловероятной, в отличие от антибиотиков и других антибактериальных агентов [83, 89]. 

Одно из основных преимуществ ФДИ над антибиотикотерапией заключается во 

множественном характере окислительной деструкции структур клеточной стенки 

микроорганизмов, что затрудняет выработку устойчивости к последующим циклам 

фотодинамических воздействий и можно проводить повторные курсы при значительной 

бактериальной обсемененности [79, 108, 166, 198].  

Структуры клеточной стенки являются основной мишенью препаратов ФДИ, в то 

время как повреждение ДНК играет только вспомогательную роль, и по этой причине не 

обязательно, чтобы препараты проникли в клетку [91, 216]. Специфическая адгезия 

(прилипание) ФС к этим структурам, как правило, считается достаточным для свето-

активированного уничтожения микробных клеток. Таким образом, клетки-мишени не имеют 

возможности развивать устойчивость, остановливая поглощение, повышая метаболическую 

детоксикацию или увеличивая активный выброс (эффлюкс) препаратов [218]. Некоторые 

исследователи провели многоэтапные исследования для изучения способности патогенных 

штаммов развивать устойчивость к ФДИ и показали неизменную восприимчивость к 

двадцати пяти последовательным сеансам ФДТ [79, 166].  

Дополнительным преимуществом этого метода является низкое цитотоксическое 

действие на клетки-хозяева наряду с высокой эффективностью по отношению к патогенам 

[59, 84, 92], а также отсутствие каких-либо прямых или замедленных повреждений 

генетического материала [222]. При этом фотодинамическое повреждение имеет локальный 
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характер, а бактерицидный эффект лимитируется зоной облучения, это позволяет избежать 

при местной ФДИ побочного эффекта, наблюдаемого при применении антибиотиков и 

антисептиков. Это происходит потому, что ни одному из компонентов ФДИ – ни ФС, ни 

световому облучению, по отдельности не свойственны бактерицидное действие или другие 

повреждающие эффекты. Фотодинамическая реакция возникает только при одновременном 

действии этих двух факторов в присутствии кислорода [28, 185]. 

ФДИ микроорганизмов может быть использована не только в терапевтических целях, 

но и для фотообеззараживания медицинских инструментов, компонентов крови, сред, 

сточных вод от патогенных микроорганизмов, в том числе вирусной этиологии [39, 54, 64]. В 

настоящее время установлена возможность фотоинактивации безоболочечных вирусов, 

включая ВИЧ, с применением такого простого катионного ФС как метиленовый синий [39].  

Ограничения ФДИ связаны со свойствами ФС, в том числе от количества энергии, 

необходимой для активации ФС [128], низкой глубины проникновения лазерного света из-за 

его активирующей длины волны [40, 128], заряда и чистоты молекул [38, 40, 53, 122, 128], 

специфичности ФС к бактериям [58] и кинетики поглощения соединений микроорганизмами 

[68]. 

 

1.2.3. Механизм фотодинамической терапии 

Эффективное применение красителей в медицинских целях не возможно без глубокого 

понимания механизмов фотосенсибилизации биологических объектов различного 

происхождения. В этой области исследований существуют две основные группы проблем. 

Первая связана с изучением природы действующих ФС, механизмов их взаимодействия с 

клетками и субклеточными структурами. Вторая – с исследованием фотоиндуцированных 

повреждений клеточных мишеней, приводящих к развитию сенсибилизированных 

поражений. 

В соответствии со схемой Яблонского (рис. 1, 2) молекула ФС обычно находится в 

стабильном синглетном электронном состоянии (S0). Это состояние соответствует самой 

низкой внутренней энергии. После поглощения фотона света определенной длины волны 

молекула переходит в возбужденное состояние, также синглетное (S1), с очень коротким 

временем жизни. Подобные молекулы практически не наносят фотодинамических 
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повреждений ввиду их слишком короткого срока существования, исчисляемого 

наносекундами (10
-9

-10
-6 

с), и недостаточного для воздействия на окружающие структуры. 

Далее может произойти возврат молекулы в основное состояние (S1 → S0) безизлучательным 

путем, отдавая избыток электронной и колебательной энергии окружающей среде 

(внутренняя конверсия (ВК)), с эмиссией фотона ((S1 → S0 + hvфл) флуоресценция) или 

преобразованием энергии в тепло (тепловая диссипация вследствие безизлучательного 

перехода S1 → S0) [186]. Последний вариант приводит к выработке тепловой энергии и 

может служить действенным механизмом нанесения повреждений клеткам. Но молекула 

может также перейти в триплетное состояние (S1 → T1), если в результате потери части 

энергии поменяется спин одного из электронов (так называемая интеркомбинационная 

конверсия (ИКК)) [10, 14, 126]. Триплетное состояние молекулы обладает более низкой 

энергией, чем возбужденное синглетное, но c более продолжительным временем жизни (уже 

микро- и миллисекунды). По разным оценкам это время жизни колеблется от 10
-3

-1 с [150] до 

10
-4

-10 с [10]. Поэтому, как правило, фотосенсибилизированное окисление происходит с 

участием триплетного сенсибилизатора. На этом этапе молекула может перейти из 

триплетного состояния в основное состояние ((T1 → S0 + hvфос) фосфоресценция) [150, 186] 

или вступить в реакции с окружающими структурами. Вероятность перехода молекулы ФС в 

возбужденное триплетное состояние при поглощении одного фотона называется квантовым 

выходом реакции. Чем выше квантовый выход, тем более активно проходит 

фотодинамические процессы разрушения клеток. Далее реакции ФС с молекулами, 

образующими биологическую ткань, могут пойти по одному из двух путей (реакции I и II 

типа) [146, 162, 197]. ФС в триплетном состоянии может первоначально реагировать 

непосредственно с биомолекулами, входящими в состав мембран (ненасыщенные жирные 

кислоты, боковые цепи α-аминокислот, таких как, цистеин, триптофан, тирозин, метионин и 

гистидин) (реакции I типа) [193], или при достаточном времени жизни (10
-4 

-10
-2

 с) и энергии 

(превышающей 94,5 кДж/моль) триплетного состояния (T1), может вступить во 

взаимодействие с присутствующим в ткани кислородом (тоже триплетной молекуле) с 

образованием высокоактивного синглетного кислорода (
1
O2) (реакции II типа) (рис. 1, 2) 

[143, 162]. Синглетный кислород обладает значительно большей подвижностью по 

сравнению с T1 и более активно окисляет клеточные компоненты. Обе реакции (тип I и тип 
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II) могут происходить одновременно. Исследования in vitro показали, что реакций II типа 

преобладают [67]. Соотношение этих реакций зависит от типа используемого ФС, 

концентрации субстрата и кислорода [48, 56].  

 

Рис. 1. Энергетическая схема механизма ФДТ [193].  

S0 – основное (невозбужденное состояние); S1 и T1 – возбужденные синглетные и триплетные 

состояния, соответственно. 

 

В реакциях I типа происходит перенос электрона (окисление) или иона водорода 

(восстановление) от биологического субстрата к молекуле ФС, генерируя производство 

свободных радикалов, способных немедленно реагировать с присутсвующим в 

биологической системе молекулярным кислородом. Это приводит к образованию 

супероксидного анион-радикала (O2
•–

), который впоследствии преобразуется в высоко 

реакционноспособный гидроксильный радикал (OH
•
), иницируя каскад производства 

цитотоксичных элементов, приводящих к повреждению и смерти клетки [56, 69, 162, 216].  

В реакциях II типа основным «действующим лицом» является кислород [56, 133, 216]. 

Молекула кислорода в основном находится в триплетном состоянии (имеет два неспаренных 

электрона и является парамагнитным). При взаимодействии с возбужденным ФС она 

переходит в синглетное состояние [14, 46, 109]. При этом молекула ФС снова переходит в 

основное невозбужденное состояние и может далее участвовать в фотохимической реакции. 

Таким образом, синглетный кислород отличается от других активных форм кислорода тем, 
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что для его получения требуется лишь поглощение энергии (не менее 94,5 кДж/моль) без 

химической модификации молекул кислорода (рис. 2). 

 

Рис. 2. Схема Яблонского энергетических уровней молекул с сопряженными связями.  

S0 – основное (невозбужденное состояние); S1 и T1 – возбужденные синглетные и триплетные 

состояния, соответственно; жирные горизонтальные линии – электронные уровни энергии, тонкие – 

колебательные уровни; стрелки – поглощательные и излучательные переходы, ВК– внутренняя 

конверсия (переходы электрона без обращения спина); ИКК – интеркомбинационная конверсия 

(переходы электрона с обращением спина) [109]. 

 

Оба процесса приводят к образованию высокотоксичных активных форм кислорода 

(АФК), таких как 
1
O2, свободные радикалы – O2

•–
, ОН

•
 и пероксид водорода (Н2О2), 

способные необратимо изменять жизненно важные компоненты клеток в результате 

окислительных повреждений [69, 108]. Стоит отметить, что активные формы кислорода, 

образующиеся при ФДТ, как результат их высокой реакционности, имеют очень короткий 

период полураспада (в диапазоне микросекунд) и могут диффундировать только на короткие 

расстояния [129, 133]. Кроме того, АФК может повредить молекулы в нескольких различных 

местах. Биомолекулы повреждаются не специфически, и эта особенность затрудняет 

появление поколений мутантных ФДИ-устойчивых штаммов. Классические антибиотики, в 

отличие от ФДИ, обычно нацелены на конкретные молекулярные пути обмена, что 

способствует развитию устойчивых штаммов [79]. 

Синглетный кислород – индикатор механизма фотодинамических реакций [115]. 

Люминесценция при длине волны 1270 нм является единственным прямым методом 

(«золотым стандартом») определения синглетного кислорода в растворах [10, 130]. Как было 

указано выше, основное различие между фотореакциями типа I и II состоит в разном вкладе 
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синглетного кислорода в эти фотопроцессы. Действительно, в фотореакциях типа I его роль 

несущественна. Реакции типа II, наоборот, определяются преимущественно активностью 
1
O2.

 

Он очень реактивен и имеет сильную окислительную энергию. Синглетный кислород, 

мгновенно взаимодействуя с окружающими биологическими субстратами, запускает каскад 

свободнорадикальных реакций, разрушающих мембранные структуры клетки и 

уничтожающих ее [190]. Деградация биомолекул в конечном итоге приводит к смерти 

микробной или опухолевой клетки, поэтому мембраны считаются наиболее вероятными 

первичными мишенями, поражение которых ведёт к повреждению и гибели клеток [176, 

194]. Радиус цитотоксического действия синглетного кислорода не превышает 20 нм, а 

продолжительность его жизни в биологических системах составляет менее 0,04 мс [162]. 

Таким образом, молекулярные повреждения ограничиваются участками, где перед 

фотоактивацией был локализован ФС [162, 167]. Эта особенность частично объясняет 

специфичность фотодинамических реакций для ФДТ рака или ФДИ микробов.  

Поскольку цитотоксический продукт – 
1
О2 может мигрировать менее 20 нм после его 

образования [162], участки фотоповреждения будут отражать локализацию ФС в момент 

облучения, то многие исследователи решили изучать субклеточные участки ФДИ-

индуцированных изменений, а не искать участки связывания ФС. Возбужденные молекулы 

кислорода, а также ФС возвращаются в исходное состояние и способны вступать в 

химические реакции. Весь цикл может быть запущен заново после поступления нового 

кванта световой энергии. После нескольких циклов ФС может фотодеградировать – 

«выгорать», т. е. теряет способность участвовать в фотодинамической реакции. Этот эффект 

называется фотообесцвечиванием [48]. 

 

1.2.4. Флуоресценция и квантовый выход синглетного кислорода 

Известно, что среди активных форм кислорода синглетный кислород является главной 

токсичной молекулой при ФДИ [212]. Количество генерируемого синглетного кислорода при 

ФДТ является важным показателем эффективности ФС. Квантовый выход синглетного 

кислорода ФС связан с интенсивностью его флуоресценции.  

Интенсивность люминесценции (флуоресценции) данного вещества определяется его 

квантовым выходом и количеством поглощенного света [33]. Квантовый выход 
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флуоресценции показывает с какой эффективностью проходит данный процесс. Он 

определяется как отношение количества испускаемых и поглощаемых фотонов молекулой 

ФС. Квантовый выход флуоресценции может быть рассчитан по формуле: 

 

где Nem – количество испускаемых в результате флуоресценции фотонов, Nabs – общее 

количество поглощаемых фотонов. 

Чем больше квантовый выход флуорофора, тем интенсивнее его флуоресценция. 

Прогресс техники дал толчок развитию нового отдельного направления в изучении 

люминесценции синглетного кислорода – дозиметрии. ФДТ-дозиметрия – комплексный 

подход, требующий учета всех процессов, происходящих во время ФДТ (рис. 3). 

 

Рис. 3. Фотопроцессы при ФДТ.  

S0, S1 – сенсибилизатор в синглетном состоянии; Т1 – сенсибилизатор в триплетном состоянии;  

Фл. – флуоресценция; Фос. – фосфоресценция; ИКК – интеркомбинационная конверсия; ПЭ – 

перенос энергии; ФП1, ФП2 – фотоиндуцированные продукты [20].  

 

Излучательные переходы S1 → S0 соответствуют процессу флуоресценции вещества 

(порфирина), T1 → S0 – фосфоресценции вещества. Оба эти процесса объединяются общим 

названием – люминесценция [33]. 

При условии, что биологическая восприимчивость коррелирует с количеством 

синглетного кислорода, очевидны три возможных подхода к проблеме дозиметрии [215]: 

a) люминесцентная дозиметрия синглетного кислорода, при которой ведется 

наблюдение за 
1
O2; 
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b) полная дозиметрия, когда контролируют (в идеале постоянно) три основных 

компонента: свет, ФС и кислород. Зная пути и эффективности превращений (рис. 3), 

можно рассчитать количество образующегося синглетного кислорода; 

c) опосредованная дозиметрия, при которой измеряются продукты реакций с участием 

синглетного кислорода. 

Рассмотрим подробнее люминесцентную дозиметрию 
1
O2. Как упоминалось выше, 

синглетный кислород является главной цитотоксичной молекулой при ФДТ [212], поэтому 

неудивительно, что его прямое измерение в in vivo условиях представляет существенный 

интерес. Основа люминесцентной дозиметрии – регистрация слабой люминесценции 
1
O2, 

испускаемой в ближней инфракрасной области спектра света при 1270 нм. Количество 

фотонов люминесценции в единицу времени прямо пропорционально текущей концентрации 

синглетного кислорода и относительной вероятности этого пути дезактивации. Регистрация 

люминесценции синглетного кислорода – стандартная процедура при исследовании 

растворов сенсибилизаторов. В in vivo условиях задача усложняется, поскольку синглетный 

кислород в процессе ФДТ расходуется так быстро, что его локальная концентрация лежит в 

пикомолярном диапазоне и уровень люминесценции слабее на несколько порядков. 

Первые работы по регистрации синглетного кислорода продемонстрировали, что 

характерная люминесценция синглетного кислорода наблюдается при 1270 нм в процессе 

облучения опухолевых клеток животных с накопленным ФС [97, 151]. В дальнейшем Niedre 

с соавторами показали, что общий сигнал люминесценции 
1
О2 (т.е. общее число 

фотоотсчетов в процессе сеанса ФДТ), сенсибилизированной аминолевулиновой кислотой и 

измеренной в суспензии раковых клеток, хорошо коррелирует с клеточным выживанием – 

чем больше был сигнал люминесценции 
1
О2, тем меньше была выживаемость клеток [152]. 

На основании известных параметров источника света и времени процедуры можно 

рассчитать дозу светового облучения в процессе ФДТ. Большинство используемых на 

практике препаратов способствуют образованию синглетного кислорода и при этом 

обладают остаточной флуоресценцией, которую можно достаточно просто зарегистрировать 

с помощью современных ПЗС (прибор с зарядовой связью) камер. В работе Сташевского с 

соавторами было показано, что амплитуда сигнала люминесценции синглетного кислорода 

прямо пропорциональна концентрации кислорода в объеме, непосредственно примыкающем 
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к облучаемому участку ткани или раствора [27]. Таким образом, можно осуществить 

промежуточный вариант ФДТ-дозиметрии, заменив в полной дозиметрии непосредственное 

слежение за концентрацией молекулярного кислорода на регистрацию люминесценции 

синглетного кислорода.  

Приведенные рассуждения и выводы одинаково приемлемы как для фотодинамической 

терапии опухолей, так и для фотодинамической инактивации микроорганизмов. 

Отметим, что в источниках света видимого диапазона максимальную глубину 

проникновения в биологические ткани обеспечивает красная часть спектра (625-740 нм), 

поскольку коротковолновое излучение (380-400 нм) поглощается гемоглобином и другими 

биоструктурами, а длинноволновое (760-780 нм) – поглощается водой, содержащейся в 

организме. 

Как видно из рис. 3 ФС поглощает квант света и переходит в S1 состояние, затем 

посредством интеркомбинационной конверсии заселяется в метастабильное Т1 состояние. 

Для порфиринов, как и для подавляющего числа ФС, фотосенсибилизированное образование 

синглетного кислорода является результатом взаимодействия молекул ФС в возбужденном 

триплетном состоянии и кислорода также в триплетном состоянии. 

Интенсивность люминесценции 
1
O2 пропорциональна количеству образовавшихся 

молекул синглетного кислорода [156]. Наиболее распространенный метод определения 

величины квантового выхода синглетного кислорода (γ∆) – относительный, при котором 

сравниваются интенсивности инфракрасной люминесценции (λ = 1270 нм) синглетного 

кислорода, образованного исследуемым ФС и стандартом. 

В работе Сташевского с соавторами было показано, что амплитуды (I0) сигналов 

люминесценции синглетного кислорода зависят линейно от энергии лазерных импульсов 

(EL), которым возбуждался ФС. Для определения квантового выхода синглетного кислорода 

справедливо соотношение: 

γ∆ = γ∆ 
st 

a1/a1
st
         (1), 

где a1 – тангенсы углов в зависимости I0/(1-10
–D

) = а1EL, D – оптическая плотность раствора 

ФС [27]. В соотношении (1) индекс “st” относится к стандарту – известному порфирину 

H2TM4PyP, для которого в воде γ∆
st
 = 0,77 [72]. 
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Таким образом, квантовый выход синглетного кислорода в растворах является важным 

показателем и может быть использован как критерий для отбора наиболее эффективных ФС. 

 

1.2.5. Причина низкой чувствительности грамотрицательных бактерий к ФДИ и 

способы их преодоления 

Большой группой исследователей установлено, что грамположительные  бактерии 

высокочувствительны к фотосенсибилизирующему действию целого ряда красителей, в то 

время как грамотрицательные бактерии оказались резистентными к фотодинамическому 

воздействию большинства этих сенсибилизаторов [28, 83, 91, 127, 134, 135]. Однако 

значительное число трудноизлечимых микробных инфекций ассоциировано именно с 

грамотрицательными бактериями (P. aeruginosa, E. coli, Helicobacter pylori, Salmonella sp. и 

др.), что долгое время сдерживало практическое внедрение ФДИ микроорганизмов. 

В фундаментальном аспекте одной из основных задач при изучении механизмов 

фотосенсибилизации бактерий является установление причин низкой чувствительности 

объектов, относящихся к грамотрицательным бактериям [135, 137, 141]. Условием 

эффективной прямой фотодинамической инактивации является тесная ассоциация ФС с 

биологической мишенью, что следует из малого (10-50 нм) диффузионного радиуса действия 

синглетного кислорода в биологической среде [162, 163]. Связывание ФС с микробными 

клетками-мишенями имеет определяющее значение при фотоинактивации, опосредованной 

экзогенными красителями. Изучение структурно-функциональных связей ФС с 

бактериальными клетками показало, что анионные или нейтральные их молекулы активно 

связываются с грамположительными бактериями и при воздействии света инактивируют их, 

тогда как те же молекулы ФС не инактивируют грамотрицательные бактерии при облучении 

светом [129, 134, 135, 153]. Полученные данные позволяют сделать вывод о том, что 

фотоинактивация бактерий, особенно грамотрицательных, в первую очередь определяется 

эффективностью связывания молекул ФС с клетками-мишенями. Такую «присущую от 

природы» относительную резистентность грамотрицательных бактерий к ФДИ принято 

объяснять особенностью строения их клеточной стенки [142]. 

Цитоплазматическая мембрана (ЦМ) бактерий отделена от внешней среды клеточной 

стенкой толщиной 10-80 нм в зависимости от видовой принадлежности (рис. 4).  
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Рис. 4. Схематическое изображение структуры клеточной стенки и цитоплазма-

тической мембраны у грамположительных и грамотрицательных бактерий [186]. 

У грамположительных бактерий пористый слой пептидогликана тесно прилегает к ЦМ.  

У грамотрицательных бактерий слой пептидогликана окружен бислойными структурами НМ и ЦМ.  

 

Клеточная стенка грамотрицательных тоньше (10-15 нм), чем у грамположительных 

(20-80 нм), но более сложная по своему строению. Отличительным компонентом клеточной 

стенки грамотрицательных служит наружная мембрана (НМ). В отличие от плазматической 

мембраны, которая имеет бислойную структуру, сформированную фосфолипидами, НМ 

имеет асимметричное молекулярное строение. На внутренней поверхности НМ содержит 

фосфолипиды, а на внешней – липополисахариды. Между НМ и ЦМ, окружающей 

протопласт, находится тонкий слой муреина или пептидогликана (2-3 нм). Он представляет 

собой мешкообразную структуру. Слой пептидогликана неплотно прилегает к ЦМ, между 

ними находится периплазматическое пространство. Для описания содержимого периплазмы 

предложен термин «периплазматический гель». Этот обводненный материал содержит 

разнообразные белки. Слои клеточной стенки у грамотрицательных бактерий связаны 

посредством липопротеинов [15, 94, 135]. В отличие от плазматической мембраны наружная 

мембрана не служит обычным барьером диффузии. Присутствующие в НМ белки-порины 

образуют в ней каналы для переноса гидрофильных малых молекул (мол. массой < 600 Да) 
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[63]. В НМ содержатся также белки, осуществляющие экспорт пептидов, а также белки, 

выполняющие функции рецепторов бактериофагов или специфических каналов поглощения 

веществ [15]. 

У грамположительных бактерий, по сравнению с грамотрицательными, клеточная 

стенка более толстая, но имеет более простую структуру. Она представляет собой 

относительно пористый гомогенный многослойный (до 100 слоев) пептидогликан, который 

тесно прилегает к цитоплазматической мембране. Пептидогликановый слой пронизывают 

тейхоевые кислоты, которые ковалентно связаны с пептидогликаном, и липотейхоевые 

кислоты, которые закреплены в гидрофобной области ЦМ. Грамположительные бактерии не 

имеют наружной мембраны [15, 73, 94, 135]. Клеточная стенка грамположительных бактерий 

проницаема для различных макромолекул с мол. масcой до 60 кДа [73]. 

Грибковая клеточная стенка состоит из толстого слоя β-глюкана и хитина. По уровню 

проницаемости она занимает промежуточное место между проницаемостью клеточных 

стенок грамположительных и грамотрицательных бактерий (рис. 5).  

 

Рис. 5. Схематическое изображение структуры грибковой клеточной стенки. 

Липидный бислой плазматической мембраны окружен менее пористым слоем β-глюкана и хитина 

[186]. 

 

Компоненты клеточных стенок (липополисахариды наружной мембраны 

грамотрицательных и липотейхоевые кислоты грамположительных бактерий) несут 

отрицательный заряд [82, 149]. Это препятствует связыванию с микробными клетками 

липофильных или гидрофильных анионных красителей, что суживает круг ФС с 

потенциальной антимикробной активностью. 

Научные исследования по преодолению резистентности грамотрицательных бактерий 

можно сгруппировать в несколько направлений. Одним из первых было использование, 
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помимо ФС, дополнительных химических веществ или биологических агентов, изменяющих 

проницаемость наружной мембраны бактерий для ФС, т.е. превращающих резистентные к 

ФДИ микроорганизмы в фотосенсибилизируемые. 

С этой целью применяли этилендиамин тетрауксусную кислоту (EDTA) [132, 138, 153], 

катионный полипептид полимиксин B [135, 153, 201], коньюгаты ФС с полимерами [90], 

наночастицами [78, 86], или антителами [44, 85], которые обеспечивали более высокое 

сродство ФС к микробным клеткам.  

Вторым направлением научных поисков по преодолению резистентности к летальной 

фотосенсибилизации грамотрицательных бактерий стала разработка и апробация новых ФС с 

положительным зарядом. Подход, который принят несколькими группами – это 

использование молекул ФС с одним или более внутренними положительными зарядами 

обычно предоставленными четырмя атомами азота [38, 40, 53, 122, 128]. 

Наиболее вероятным механизмом, обеспечивающим связывание катионных ФС с 

микробными клетками, является электростатическое взаимодействие (связывание) 

положительно заряженных заместителей в молекулах ФС с отрицательно заряженными 

центрами связывания на клеточных стенках (липополисахариды наружной мембраны 

грамотрицательных бактерий, липотейхоевые кислоты грамположительных бактерий, 

фосфоманнаны и полифосфаты дрожжей) [76]. 

Обнаружено, что катионные ФС связываются и проникают сквозь клеточную стенку  

грамположительных и грамотрицательных бактерий и грибов [138]. Также было выявлено, 

что скорость поглощения катионных ФС бактериальными клетками намного выше, чем 

эукариотическими клетками хозяина [95, 186]. Если облучение осуществляется через 

короткие промежутки времени после применения ФС (в минутах), то повреждение ткани 

хозяина от ФДИ будут сведены к минимуму [59, 92]. 

 

1.2.6. Поиск эффективных ФС для ФДИ микроорганизмов 

Одной из актуальных задач оптимального проведения фотодинамической инактивации 

микроорганизмов является поиск ФС, способного обеспечить эффективное практическое 

использование этого метода. Для ФДТ использовались различные типы природных и 

синтетических ФС, включая порфирины, фталоцианины, хлорины и бактериохлорины. 
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Порфирины и их гидрированные аналоги (хлорины и бактериохлорины) играют 

важную роль в природе. Они входят в состав таких известных белков, как гемоглобин, 

миоглобин, а также ферментов (каталаза, пероксидаза) и многочисленной группы 

цитохромов. Эти гемопротеиды участвуют в транспорте кислорода и обеспечении животных 

организмов энергией. Фотосинтез и родственные ему процессы выполняются второй 

обширной группой порфиринов – хлорофиллами и бактериохлорофиллами. Первая группа 

порфиринов выступает в форме железных комплексов, а хлорины и бактериохлорины 

содержат магний. 

В основе всех порфириновых соединений лежит сопряженное макроциклическое 

кольцо (рис. 6), состоящее из четырех пиррольных остатков, соединенных между собой 

метиновыми группами [4]. Хлорины имеют два добавочных атома водорода (вместо двойной 

связи) в положениях 17 и 18, а бактериохлорины – 4 атома водорода в положениях 7, 8, 17 и 

18.  

 

Рис. 6. Структурная формула порфирина.  

Нумерация порфиринов по номенклатуре IUPAC. 

 

В медицинской практике наиболее широко используются препараты на основе 

гематопорфирина. К ФС первого поколения относятся Фотофрин (США и Канада), Фотосан 

(Германия), HpD (Китай) и Фотогем (Россия) [9, 10]. Для ФДТ с препаратами на основе 

производных гематопорфирина применяют лазерное излучение с длиной волны 628–632 нм, 

при котором глубина фотоиндуцированных некрозов не превышает 1 см. Дозы световой 

энергии зависят от размеров и локализации опухолевого поражения, поэтому существенно 

варьируют, составляя 50-500 Дж/см². Наряду с высокой терапевтической активностью эти 
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препараты обладают рядом существенных недостатков, к которым относят, прежде всего, 

выраженный фототоксический эффект [158]. 

Новый этап в развитии ФДТ возник, когда внимание ученых сконцентрировалось на 

новом классе ФС – хлоринах. В 1994-2001 гг. Решетниковым и сотрудниками была 

разработана технология извлечения из растительного сырья, в частности, из 

микроводорослей рода Spirulina, комплекса биологически активных хлоринов, содержащих в 

качестве основного компонента хлорин е6 (рис. 7) [178]. 

Предклинические испытания установили, что хлориновые ФС обладают интенсивной 

полосой поглощения в длинноволновой области, оптимальным соотношением 

флуоресценция/интерконверсия и проявляют на порядок большую световую токсичность, 

чем большинство ФС, при отсутствии темновой токсичности. 

 

Рис. 7. Фотосенсибилизатор второго поколения хлорин е6, полученный на основе 

хлорофилла а [18]. 

 

Эти соединения стали основой для создания большой группы эффективных и 

востребованных в медицине препаратов Фотохлорин (Photochlorin), Фотодитазин 

(Photoditazine), Пурлитин (Purlytin, SnET2), Лютекс (Lu-tex, тексафирин лютеция), Фоскан 

(Foscan) [9, 19].  

В ГУ НИОПИК (Москва, 1994 г.) был разработан и прошел клинические испытания ФС 

нового поколения Фотосенс, являющийся сульфированным фталоцианином алюминия 

(AlPcS), применяют для лечения злокачественных опухолей различных локализаций [24]. 

По мере накопления экспериментального и клинического материала были 

сформулированы основные требования к ФС, включающие биологические (токсические и 
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фармакокинетические), фотофизические и химико-технологические критерии [46]. В 

настоящее время они выглядят следуюшим образом: 

 низкая темновая и высокая световая токсичность в терапевтических дозах [47, 52, 67, 

186];  

 высокая селективность накопления в тканях злокачественных новообразований, 

инфицированных тканях, микробах и вирусах, а также быстрое выведение ФС из 

кожи, эпителиальной ткани и организма [47, 52, 67]; 

 сильное поглощение в красном и ближнем инфракрасном спектральном диапазоне  

(600-1500 нм), где биологические ткани имеют наибольшее пропускание [56, 67, 126, 

162];  

 подходящие фотофизические характеристики: высокий квантовый выход синглетного 

кислорода (γ∆ ≥0,5), относительно продолжительное время жизни триплетного 

состояния (tт, в пределах микросекунд), высокая энергия триплетного состояния 

(≥94 кДж/мол) [48, 109, 121, 159, 186]; 

 доступность получения или синтеза, однородный химический состав;  

 хорошая растворимость в воде или разрешенных для внутривенного введения 

жидкостях и кровезаменителях;  

 стабильность при световом воздействии и хранении.  

У порфирина и его аналогов имеются следующие преимущества: 1) многие из них 

являются эффективными продуцентами синглетного кислорода [27]; 2) они обычно не 

действуют в отсутствие света; 3) у них более или менее сильное поглощение в красной 

области оптического спектра (наиболее эффективно порфирины поглощают свет с длинами 

волн 400-420 нм, что соответствует так называемой полосе Soret, но существуют и Q-полосы, 

менее эффективно поглощающие излучение с длинами волн 500-700 нм); 4) они 

относительно стабильны. Однако последнее качество может стать недостатком при 

медленной элиминации ФС из организма.  

Для эффективной генерации синглетного кислорода ФС должен иметь высокий 

квантовый выход триплетного состояния, достаточно продолжительное время жизни (10
-4

- 

10
-2 

с) и энергию (не ниже 94 кДж/моль) для возможности передачи этой энергии молекуле 

кислорода. Квантовый выход синглетного кислорода является основным параметром при 
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подборе ФС. Большое значение имеет также наличие интенсивного максимума поглощения в 

дальней красной и ближней инфракрасной области спектра (750-1500 нм), где биологические 

ткани относительно прозрачны, для более полного воздействия на обширные и глубокие 

инфекции. 

На распределение и накопление ФС в тканях, и, следовательно, на его 

фотоповреждающее действие влияет множество факторов: способ введения ФС, время, 

прошедшее с момента введения, и, самое главное, химические свойства вещества, его 

структура, масса и заряд молекулы, гидрофильность или липофильность (склонность 

растворяться в жирах, липидах). Гидрофильные препараты можно использовать для 

приготовления водных растворов для внутривенного введения. Они связываются с 

альбуминами, а также другими белками сыворотки крови и накапливаются преимущественно 

в межклеточном пространстве. Если ФС плохо растворяется в воде, требуется приготовление 

липосомальных форм препарата. Липофильные сенсибилизаторы лучше проникают в клетку, 

накапливаясь в мембранах клетки, ядра и лизосом, в митохондриях и эндоплазматическом 

ретикулуме. Поэтому и механизм повреждающего действия этих ФС несколько разный. 

Липофильные препараты атакуют клетку изнутри, а растворимые в воде ФС способствуют 

гибели быстрорастущих клеток косвенно, повреждая кровеносные сосуды и прекращая 

снабжение опухоли кислородом и другими питательными веществами.  

При синтезе препарата можно до некоторой степени управлять свойствами 

гидрофильности-липофильности, зарядом молекулы ФС в растворе, положением максимума 

поглощения и другими параметрами, получая производные с различными заместителями. 

В отличие от противоопухолевой ФДТ, основанной преимущественно на 

использовании тетрапиррольных ФС (порфирины, хлорины, фталоцианины), в ФДИ 

микроорганизмов до недавнего времени основной упор делался на сравнительно 

низкомолекулярные красители – фенотиазины и акридины [203, 207].  

Несмотря на то, что фенотиазины (метиленовый синий, толуидиновый синий) обладают 

широким спектром антимикробного действия, их применение в целях ФДИ 

микроорганизмов имеет ряд недостатков. В первую очередь, это недостаточная активность в 

отношении бактерий, грибов и необходимость их применения в высоких концентрациях (до 

200 мкМ на моделях in vivo), которые токсичны для животных [225]. Одно из основных 
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преимуществ ФДИ микроорганизмов над антибиотикотерапией заключается во 

множественном характере окислительной деструкции микробных клеток-мишеней, что 

затрудняет выработку устойчивости к последующим циклам фотодинамических воздействий 

[106]. Но, в отношении фенотиазинов, это преимущество может быть поставлено под 

сомнение, поскольку мутантные бактерии с повышенным уровнем экспрессии транспортных 

белков множественной лекарственной устойчивости проявляют более высокую устойчивость 

к фотосенсибилизации с фенотиазинами по сравнению с дикими штаммами [199]. 

Применение акридинов может сдерживаться наличием у этой группы красителей 

мутагенных свойств [75]. 

В этой связи несомненный интерес представляет изучение антимикробной активности 

других типов ФС, в том числе на основе тетрапиррольных структур – порфиринов. 

Тетрапиррольные красители являются известными сенсибилизаторами живых организмов 

при действии видимого света. Эти соединения широко используются в фотодинамической 

терапии рака, а в последние годы находят применение при лечении микробных поражений. 

Фототоксичность порфиринов основана на способности содействовать генерации активных 

форм кислорода (главным образом синглетного кислорода), которые, реагируя с 

биологически важными макромолекулами, вызывают их фотоокисление и нарушение 

функциональных свойств. 

Катионные тетрапиррольные ФС, содержащие четыре функциональные группы, были 

синтезированы на основе таких структур как порфирины [1-3, 122, 128] и фталоцианины 

[119]. 

Катионные ФС инактивируют микроорганизмы всех классов: грамположительные и 

грамотрицательные бактерий [38, 40, 91, 135, 137, 141], а также бактериальные споры [62], 

грибы [74, 81], вирусы [39, 209], паразиты [35, 71].  

Значительные усилия были направлены на оптимизацию таких свойств этих 

соединений, как избирательность к микробным клеткам по сравнению с клетками хозяина 

[61, 95], максимальное поглощение в дальней красной и ближней инфракрасной области 

спектра [104] и уменьшение фотобличинга [120]. 

Было показано, что наибольшей активностью обладают водорастворимые катионные 

красители [141]. Исследования показали, что более эффективными являются те ФС, которые 
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несут больше положительного заряда [104]. Катионные порфирины, имеющие три и четыре 

заряда, воздействовали эффективнее при ФДИ грамположительных и грамотрицательных 

бактерий, чем монокатионные ФС [38, 138].  

Исходя из перспективности и эффективности этого ряда порфиринов в Ереванском 

государственном медицинском университете, на кафедре органической химии 

фармацевтического факультета синтезированы новые катионные порфирины и 

металлопорфирины с различными периферическими функциональными группами (рис. 8). 

Эти порфирины показали высокую эффективность как при ФДТ опухолей [87, 200], так и 

при ФДИ грамположительных и грамотрицательных бактерий, а также грибов [1-3].  

 

Рис. 8. Схематическое изображение синтетических катионных порфиринов.  

M – центральный атом металла металлопорфирина, R – периферические функциональные группы. 

 

Там же из листьев крапивы (Urtica dioica) были выделены производные хлорофилла –

природные порфирины феофитин(a) и феофитин(b) и получены их сербренные (II) и  

цинковые (II) комплексы (рис. 9) [1, 12]. 
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Рис. 9. Природные катионные порфирины феофитн(a и b) и их сербренные (II) и 

цинковые (II) комплексы [12].  

 

Таким образом, вышеприведенные работы убедительно свидетельствуют о том, что 

катионные порфирины являются перспективным и высокоэффективным классом соединений  

с широким спектром применения в ФДИ микроорганизмов. 

 

1.2.7. Применение нанокомпозитов (наночастица-порфирин) для ФДИ 

микроорганизмов 

Для усиления ФДИ микроорганизмов рассматривается два основных механизма: 

увеличение локальной концентрации ФС в непосредственной близости от клеточной стенки 

бактерий с помощью наночастиц [116] и увеличение захвата наночастиц бактериями с 

помощью заряда или биоспецифических взаимодействий [169]. Для пассивной доставки ФС 

наночастицы благородных металлов (золото и серебро) занимают особое место среди других 

типов наночастиц вследствие резонансного поглощения и рассеяния света в видимом (380-

740 нм) и ИК (700-3000 нм) диапазонах спектра. Такие нанокомпозиты, состоящие из 
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плазмоннных резонансных наночастиц и молекул ФС, имеют некоторые преимущества по 

сравнению с другими типами наноконтейнеров. Резонансное поглощение света 

наночастицами приводит к сильному нагреву частиц, которые могут привести к 

фототермической инактивации бактерий в процессе ФДИ [224], кроме того металлические 

поверхности наночастиц могут привести к увеличению фотодинамической активности 

молекул ФС, сопряженных с металлическими наночастицами [98]. 

Применение наночастиц золота и серебра в качестве платформы для создания 

композитов с ФС в антимикробной инактивации весьма многообещающее. В настоящее 

время число публикаций на эту тему довольно ограничено, в отличие от большого 

количества статей по ФДТ раковых клеток. Фотодинамическая эффективность конъюгатов 

толуидинового синего с наночастицами золота показана в работе Gil-Tomas с соавторами 

[78]. Perni c соавторами использовали наночастицы золота для повышения 

фотодинамической активности метиленового синего в полимерной матрице против MRSA и 

E. coli [168]. Бимодальное (фототермическое и фотодинамическое) подавление 

метициллинрезистентного штамма S. aureus толуидиновым синим, конъюгированного с 

золотыми наностержнями, впервые было показано в работе Kuo с соавторами [118]. Tuchina 

с соавторами весьма убедительно показали синергическое действие на MRSA с 

использованием индоцианина зеленого/золотых и серебряных наносфер при облучении ИК 

спектром света [202].  

Конструирование нанокомпозитов из наночастиц золота и серебра позволяет 

концентрировать в таких структурах значительные количества порфиринов [114]. При этом 

комплексообразование катионных порфиринов с такими наночастицами значительно 

усиливает возможности бимодального поражения микроорганизмов вследствие усиления 

связывания положительно заряженных порфиринов с отрицательно заряженной мембраной 

микроорганизмов, а также вследствие высокого квантового выхода синглетного кислорода 

этими катионными порфиринами. 

Как было отмечено выше, одним из основных механизмов усиления ФДИ 

микроорганизмов является увеличение локальной концентрации ФС в непосредственной 

близости от клеточной стенки бактерий с помощью наночастиц [116]. Среди многих типов 

наночастиц, используемых для усиления эффективности ФС и его целевой доставки, 
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наночастицы цеолитов занимают особое место вследствие их большой биологической 

активности [42, 181], а также уникальных возможностей сорбции микроорганизмов [117] и 

лигандов-порфиринов [70]. 

Результаты антибактериального действия цеолитов представлены в ряде исследований. 

Методом иммобилизации наночастиц серебра в цеолитные мембраны было показано, что 

такие структуры достаточно эффективно уничтожают E. coli и обладают 

бактериостатическим действием по отношению к MRSA [147]. С 1985 г. был проведен 

большой цикл работ по включению различных порфиринов и металлопорфиринов в цеолиты 

[57]. Первые попытки комбинирования порфиринов с цеолитами показали, что порфирины 

лучше связываются с внешней поверхностью цеолитов, чем инкапсулируются во внутренние 

поры [60]. Дальнейшие исследования показали, что катионные порфирины хорошо 

инкапсулируются во внутренюю область цеолитов ионообменным механизмом, тогда как 

анионные порфирины не встраиваются, а нейтральные порфирины инкапсулируются лишь в 

следовых количествах [223]. 

Таким образом, нанокомпозиты из наночастиц благородных металлов и цеолитов с 

конъюгированными порфиринами обладают высокой биологической активностью по 

отношению к микроорганизмам и являются одним из наиболее перспективным решением 

проблемы целевой атаки. 

 

1.3. Корневые гнили пшеницы 

В течение многих тысяч лет эволюции сельскохозяйственные растения приобрели не 

только полезные свойства, но и ряд заболеваний, которые обусловлены паразитическими 

грибами, бактериями, вирусами, нематодами, насекомыми-вредителями и условиями 

окружающей среды [100]. 

Распространение таких опасных болезней сельскохозяйственных культур, как корневые 

гнили, мучнистая роса, ржавчина, фузариоз, пятнистости различной этиологии, фитофтороз, 

бактериозы, часто носит эпифитотийный характер и приводит к чрезвычайно высоким 

потерям урожая, а заселение почвы патокомплексами токсинообразующих грибов 

сопровождается порчей продукции [8].  
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Пшеница – ведущая продовольственная культура, поражается многочисленными 

болезнями, вызываемые микроскопическими грибами. Среди них наиболее вредоносными 

являются снежные плесени, корневые гнили, твёрдая головня, пыльная и карликовая 

головня, виды ржавчины, мучнистая роса, септориозно-пиренофорозные пятнистости, 

фузариоз колоса и зерна. Среди них корневые гнили занимают особое место ввиду 

значительных потерь урожая и широкой распространенности в Европе, Азии, США и Канаде 

[99, 103]. 

Корневые гнили вызываются несколькими видами фитопатогенных грибов, обитающих 

в почве, на семенах и растительных остатках. При этом разные виды могут иметь сходные 

симптомы проявления. Наиболее часто встречаются фузариозная, гельминтоспориозная 

(обыкновенная), офиоболезная и церкоспореллезная корневые гнили [11, 32].  

Возбудителями фузариозной корневой гнили являются грибы рода Fusarium                

(F. culmorum, F. avenaceum, F. graminearum, F. oxysporum и др.) [49]. Этим возбудителем 

поражаются в основном озимая и яровая пшеница, озимая рожь, яровой ячмень и овес.          

В течение вегетации заражение осуществляется конидиями, распространяющимися 

воздушно-капельным путем. Сохраняется гриб в виде мицелия, хламидоспор, склероциев на 

растительных остатках, в почве, на поверхности и внутри семян [11, 32]. 

Гельминтоспориозная (обыкновенная) корневая гниль, возбудителем которого является 

Bipolaris sorokiniana (син. Helminthosporium sativum). Чаще всего поражается ячмень, реже – 

яровая пшеница и овес. Возбудитель сохраняется в почве на инфицированных растительных 

остатках, на поверхности и внутри семян. В течение вегетационного сезона инфекция 

распространяется при помощи конидий воздушно-капельным путем [11, 32]. 

 Офиоболезная корневая гниль (возбудитель – Ophiobolus graminis, син. 

Gaeumannomyces graminis) чаще поражает пшеницу, но встречается на ячмене, ржи и овсе.   

В течение вегетации заражение осуществляется аскоспорами, которые разносятся потоками 

воздуха и каплями дождя. Сохраняется гриб на инфицированных растительных остатках в 

виде грибницы и плодовых тел, хламидоспор, а также в виде мицелия в почве на большой 

глубине [11, 32]. 

Церкоспореллезная прикорневая гниль (возбудитель – Pseudocercosporella 

herpotrichoides) поражает всходы и взрослые растения озимой пшеницы, ржи, ячменя, редко 
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– яровые культуры. Возбудитель сохраняется на инфицированных растительных остатках в 

почве. В течение вегетации распространяется конидями, переносимыми воздушными 

потоками и каплями дождя [11, 32]. 

Как правило, на одном поле можно обнаружить несколько видов корневых гнилей. 

Соотношение болезней, составляющих комплекс, определяется природно-климатическими 

особенностями региона, уровнем его интенсификации и специализации [11, 32]. 

За последнее десятилетие возросло количество поражений посевов зерновых культур 

грибом рода Fusarium, вследствие чего зерно заражается дезоксиниваленолом (ДОН). ДОН 

по действию на человека и теплокровных животных относят к наиболее опасным 

микотоксинам [140]. Несмотря на то, что ДОН не самый токсичный среди микотоксинов, он 

наиболее часто встречается в зерне во всем мире и может накапливаться в высоких 

концентрациях. Высокая термическая стабильность ДОН, обусловленная наличием 

эпоксидной группы, делает детоксикацию загрязненного зерна практически невозможной 

[211]. Хроническая интоксикация микотоксинами людей и сельскохозяйственных животных 

может негативно воздействовать на желудочно-кишечный тракт, угнетать иммунную 

систему, повреждать гены, способствовать росту возникновения онкологических 

заболеваний [171, 196].   

Контроль развития корневых гнилей пшеницы является сложной проблемой. Борьба с 

этой болезнью ведется как с помощью регулирования подачи удобрений, так и с помощью 

химикатов-фунгицидов.  

Ведущий вклад в мировой экологический кризис по загрязненности почв и 

сельскохозяйственных продуктов питания вносит также массовое применение пестицидов и 

минеральных удобрений [25, 139]. Применение химических фунгицидов имеет ряд 

особенностей. Снижение норм расхода химических фунгицидов приводит к уменьшению 

эффективности и возникновению устойчивых популяций фитопатогенов, а увеличение норм 

расхода – к ухудшению экологической обстановки и опасности загрязнения продукции 

зернопроизводства остаточным количеством фунгицидов. Вместе с тем, в условиях сложной 

фитосанитарной ситуации на посевах сельскохозяйственных культур, значительной 

пораженности посевного и посадочного материала и инфицированности пахотных земель 
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фитопатогенными микроорганизмами полный отказ от использования средств защиты 

растений и агрохимикатов невозможен [21, 23, 45].  

Обработанные фунгицидами семена озимых культур лучше переносят зиму, так как 

препарат повышает их устойчивость к неблагоприятным факторам. Молодые растения 

уходят под снег крепкими, потому что снимается не только семенная инфекция, но и 

почвенная [101]. 

Большой экономический ущерб заставляет исследователей непрерывно проводить 

поиск новых эффективных и экологически безопасных препаратов против этих заболеваний.  

В связи с этим поиск новых технологий, способов и средств обработки культур, 

эффективных противогрибковых препаратов является важной и актуальной задачей.  
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ  

ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ  

 

Бактериальные штаммы. В работе были использованы бактериальные штаммы E. coli 

К-12 (из коллекции НПЦ «Армбиотехнология» НАН РА), Salmonella typhimurium Г-38,  

Staphylococcus epidermidis и S. aureus (из коллекции НИИ эпидемиологии, вирусологии и 

медицинской паразитологии им. А. Алексаняна, МЗ РА), S. aureus 209 P и MRSA (из 

коллекции Государственного НИИ стандартизации и контроля медицинских биологических 

препаратов им. Л.А. Тарасевич). 

Питательные среды. Для выращивания штаммов E. coli K-12, S. typhimurium Г-38,  

S. aureus, S. epidermidis и MRSA в качестве полноценной жидкой среды использовали среду 

Luria-Bertani (LВ) следующего состава: триптон (“Difco”, США) – 10 г, дрожжевой экстракт 

(Difco) – 5 г, хлористый натрий – 10 г, вода дистиллированная – 1 л, pH среды 7,2-7,5. Твердую 

среду L-aгар готовили добавлением 16 г агара (“Difco”) на 1 л указанной среды LВ [136]. 

Для выращивания бактериальных штаммов E. coli K-12, S. typhimurium Г-38 в качестве 

полноценных сред использовали  мясо-пептонный бульон (МПБ) следующего состава: пептон – 

10 г, NaCl – 5 г, мясная вода – 1 л, а также мясо-пептонный агар (МПА), который получали 

добавлением 16-18 г/л агара (“Difco”) в состав МПБ. 

Для выращивания штаммов S. aureus, S. epidermidis и MRSA в качестве полноценной 

твердой питательной среды использовали желточно-солевой агар (ЖСА) следующего состава: 

2% МПА, содержащий 75 мг/мл NaCl и 15 мл раствора одного яичного желтка в 100 мл 

физиологического раствора.  

Природные порфирины и производные синтетических порфиринов. В работе были 

использованы водорастворимые природные порфирины и производные синтетических 

порфиринов, полученные на кафедре химии фармацевтического факультета Ереванского 

государственного медицинского университета и любезно предоставленные для 

использования в работе к.х.н., доцентом Р.К. Казаряном [12, 16, 77].  

Структура соединений была исследована и подтверждена методами ядерно-магнитного 

резонанса (ЯМР), инфракрасной и абсорбционной спектроскопии (см. гл. 1.2.6, рис. 8)        

[16, 77].  
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В работе были использованны следующие катионные синтетические порфирины и 

металлопорфирины с различными центральными атомами металла (Zn
2+

, Ag
2+

 и Co
2+

) и 

различными периферическими функциональными группами:  

1. Периферичеcкая группа – оксиэтил (R = CH2-CH2-OH): 

 мезо-тетра[4-N-(2'-оксиэтил)пиридил]порфирин (TOE4PyP), Zn-TOE4PyP,  

Ag-TOE4PyP. 

2. Периферичеcкая группа – бутил (R = CH2-CH2-CH2-CH3): 

 мезо-тетра[3-N-(2'-бутил)пиридил]порфирин (TBut3PyP), Zn-TBut3PyP; 

 мезо-тетра[4-N-(2'-бутил)пиридил]порфирин (TBut4PyP), Ag-TBut4PyP, Zn-TBut4PyP. 

3. Периферичеcкая группа – аллил (R = CH2-CH=CH2): 

 мезо-тетра[4-N-(2'-аллил)пиридил]порфирин (TAll4PyP), Zn-TAll4PyP, Ag-TAll4PyP, 

Co-TAll4PyP.  

4. Периферичеcкая группа – метилаллил (R = CH2-CH=CH2): 

 Co-мезо-тетра[4-N-(2`-метилаллил)пиридил]порфирин (Co-MetTAll4PyP). 

Использованные в работе природные порфирины и их серебрянные (II) и цинковые (II) 

комплексы (см. гл. 1.2.6, рис. 9) [12]: 

1. феофитин(a+b), Ag-феофитин(a+b), Zn-феофитин(a+b);  

2. феофитин(a), Ag-феофитин(a), Zn-феофитин(a). 

Для сравнения в работе использовались допущенные для применения в клиниках ФС: 

анионный порфирин хлорин e6 («Предприятие по производству диагностических и 

лекарственных препаратов», Минск, Беларусь), нейтральный ФС Al-фталоцианин (известен 

также как препарат «Фотосенс», производство Научно-исследовательского института 

полупродуктов и красителей (НИОПИК), Москва, Россия) и 5,10,15,20-тетракис[4-N-

метилпиридил]порфирин (H2TM4PyP) (“Porphyrin systems” Co., Германия) [46].  

Маточные концентрации порфиринов и других ФС (10
-3

 M) готовились за час до 

эксперимента. Все порфирин-содержащие растворы хранились при комнатной температуре 

(не более 24 ч) в темноте во избежание фотохимических модификаций и 

фотообесцвечивания порфиринов. 

Приготовление клеточных суспензий микроорганизмов. Ночную культуру, 

выращенную в питательной среде LВ при 37ºС на качалке в течение 18 ч, осаждали 
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центрифугированием при 4000 об/мин 10 мин. Осадок дважды промывали фосфатным 

буфером (ФБ) следующего состава: 0,2 M K2HPO4; 0,2 M NaH2PO4; pH 7,4. Далее осадок 

ресуспензировали в ФБ до оптической плотности соответствующей 1×10
9
 КОЕ/мл. 

Оптическую плотность (ОП) клеточных суспензий измеряли на спектрофотометре 

Shimadzu UV-VISIBLE Recording Spectrophotometer UV-2100 (Япония) при длине волны  

670 нм. 

Фотодинамические и темновые исследования. Пробы для исследования содержали 

0,1 мл раствора ФС соответствующей концентрации и 0,9 мл суспензии микроорганизмов в 

ФБ (титр клеток составлял 1×10
9
 КОЕ/мл). Пробы инкубировали в течение 24 ч при 37ºС в 

термостате (темновое исследование) в соответствии с оптимальной температурой роста 

указанных штаммов. 

Для фотодинамических исследований (фотодинамическая инактивация 

микроорганизмов) непосредственно после добавления ФС пробы инкубировали в течение 

10 мин, далее облучали вольфрамовой лампой 50 Вт с диапазоном облучения 350-1100 нм и 

плотностью мощности излучения 30 мВт/см
2
, или с использованием светодиода (LED) с 

пиковой эмиссией 405 нм и плотностью мощности излучения 70 мВт/см
2
 в течение 5-30 мин.  

Выживаемость бактерий определяли по методу последовательных разведений [17]. 

Для этого суспензии были серийно 10 раз разбавлены ФБ-ом. Затем капли по 10 мкл из 

каждого разбавления были нанесены на питательную среду (МПА или L-агар) в чашках 

Петри (по 5 повторов) и инкубированы при 37ºС в аэробных условиях. После 24 ч инкубации 

у штаммов было подсчитано число колониеобразующих единиц (КОЕ). Выживание клеток 

определяли как процент относительно контрольного образца без добавления ФС, 

предварительно взятое перед облучением из каждой пробы. Также определяли выживание в 

пробах после облучения, в отсутствии ФС, и в пробах после инкубации в темноте с ФС.  

Исследование фотофизических свойств порфиринов проводили в дистиллированной 

воде при комнатной температуре в 10 мм кварцевых кюветах. Были проведены исследования 

водорастворимых катионных порфиринов и металлопорфиринов с различными 

центральными атомами металла (Zn
2+

, Ag
2+

 и Co
2+

) и различными переферическими 

функциональными группами (оксиэтил-, бутил-, аллил-, метилаллил-). 
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Спектры флуоресценции образцов регистрировали на серийном спектрофлуориметре  

Perkin-Elmer MPF 44 (США). Флуоресцентные спектры порфиринов и металлопорфиринов 

также были исследованы на лазерном флуорометре, созданном в лаборатории фотоники 

молекул Института физики НАН Беларуси. В стандартной конфигурации возбуждение 

образцов осуществляли лазером на длине волны 53  нм.  

Квантовые выходы синглетного кислорода (γ∆) определяли относительным методом 

[27]. В качестве стандарта использовали 5,10,15,20-тетракис[4-N-метилпиридил] порфирин 

(H2TM4PyP), для которого γ∆ = 77% [72]. Квантовые выходы синглетного кислорода 

H2TM4PyP были исследованы в Tris-буфере, а порфиринов – в дистиллированной воде. 

Для определения квантового выхода синглетного кислорода (γ∆) водорастворимых 

катионных порфиринов использовали соотношение γ∆ = γ∆ 
st 

a1/a1
st
 (см. гл. 1.2.4).  

Получение наночастиц серебра. В качестве исходного препарата для получения 

наночастиц серебра использовали нитрат серебра (AgNO3, марка ч.д.а., 99,94%, «Реахим»), а 

также полиэтиленгликоль (PEG 800, “LOBA FEINCHEMIE”, Австрия), этиленгликоль 

(Ethylene Glycol № E-9129, “Sigma-Aldrich”, США) и поливинилпирролидон, 

предоставленный Институтом переливания крови МЗ России (PVP, х.ч.). 

Коллоидное серебро получали по методике, описанной в работе Silvert с соавторами 

[189]. Типовую процедуру получения проводили следующим образом: 1 г 

поливинилпирролидона (PVP) растворяли в 7,5 см
3
 этиленгликоля при комнатной 

температуре, затем в этот раствор добавляли 40 мг AgNO3. Суспензию размешивали при 

комнатной температуре так, чтобы нитрат серебра полностью растворился. Далее систему 

нагревали до 120ºС со скоростью 1ºС в минуту и реакцию при этой температуре продолжали 

22-24 ч. Образец быстро остужали в водяной бане до комнатной температуры и разводили 

водой в мерном стакане до 25 см
3
. В результате получали монодисперсный коллоидный 

раствор, имеющий дисперсию серебра с размером наночастиц 20-21 нм. О присутствии 

наночастиц серебра в растворе свидетельствовал широкий пик абсорбции, максимум 

которого находится на длине волны около 410 нм. Нами был получен пик абсорбции на 

длине волны λmax = 412,5 нм. 

Получение наночастиц цеолита. Наночастицы природного цеолитного минерала – 

клиноптилолита (Ноемберянский район, РА) нанометрических размеров получали методом 



45 

 

механического дробления цеолита и дальнейшей седиментацией в водном растворе [183]. На 

определенной высоте водяного столба отбирали наночастицы размерами  

80-130 нм. Механическое дробление цеолита осуществляли на модифицированной дробилке 

типа дисмембратор (мельница типа дисмембратор марки ИЛА-3, Россия). Размер наночастиц 

контролировали лазерным анализатором наночастиц типа IG-1000 (“Shimadzu”, Япония), 

диапазон измерений 0,5-200 нм, либо методом электронной микроскопии. 

Спектральные исследования проводились на спектрофотометре “Shimadzu UV-

VISIBLE Recording Spectrophotometer UV-2100” (Япония).   

Исследование эффективности действия производных синтетических порфиринов 

в борбе с корневой гнилью озимой пшеницы проводились в теплице Национального 

аграрного университета Армении и в полевых условиях Научного центра земледелия и 

защиты растений (г. Эчмиадзин, Армавирская область, PА). Объектом исследования была 

выбрана озимая пшеница «Безостая-1». Для опытных образцов использовалась зараженнная 

возбудителями корневой гнили почва, отобранная из экспериментальных полей «Научного 

центра земледелия и защиты растений», а в качестве контроля – незараженная почва. 

Исследования эффективности действия порфиринов в борбе с корневой гнилью озимой 

пшеницы в тепличных условиях проводились следующим образом: 

1. семена пшеницы предварительно обрабатывались различными концентрациями (0,5; 

0,75; 1; 1,5 и 3 г/л) металлопорфиринов  Zn-TOE4PyP и Ag-TOE4PyP в течение 0 мин, 

15 мин, 30 мин, 60 мин и 24 ч;  

2. обработанные таким способом по 20 семян были посажены в вазоны. После 

прорастания в каждом вазоне оставлены по 10 проростков; 

3. эксперименты проводились в пяти повторах (5 вазонов, по 6 кг почвы в каждом) при 

температуре 23 ± 5ºC; 

4. в качестве косвенных показателей негативного влияния корневой гнили на разных 

стадиях роста анализировалась всхожесть семян и измерялась высота растений. 

При исследовании эффективности действия порфиринов в борбе с корневой гнилью 

озимой пшеницы в полевых условиях предварительно обработаные в тех же условиях семена 

были посеяны и на заключительном этапе «полного созревания» пшеницы (после 270 дней 

посева) измеряли следующие показатели урожая:  
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1. длину колоса; 

2. число колосьев в 1 м
2
 поля; 

3. вес зерен в одном колосе; 

4. вес 1000 зерен; 

5. урожай с 1м
2
 поля (урожай с 1 га). 

Определение белка.  Экстракцию белка проводили кипячением 20 мг растертых в 

ступке зерен пшеницы в 1 мл экстракционного раствора (1 М NaOH, 0,5% SDS) в кипящей 

водяной бане в течение 10 мин. Далее раствор центрифугировали при 10000 об/мин 15 мин и 

в супернатанте определяли концентрацию белка. 

Концентрацию белка в зернах пшеницы определяли методом Grows и Davis [172] по 

разнице поглощений в ультрафиолетовой области спектра по следующей формуле:  

C = 0,167 × [(А224 – А236) – (А224контр – А236контр)] × N 

где C – концентрация белка в зернах пшеницы (мг/мл), А – оптическая плотность белкового 

раствора при соответствующих длинах волн, Аконтр – оптическая плотность экстракционного 

раствора при соответствующих длинах волн, N – число разведений. 

Концентрацию белка также определяли методом Whitaker и Granum [213] по разнице 

поглощений в ультрафиолетовой области спектра по следующей формуле: 

C = А235 – А280 /2,51 

где C – концентрация белка в мг/мл, А – оптическая плотность белкового раствора при 

длинах волн 235 и 280 нм. Эта формула исключает влияние присутствия нуклеиновых кислот 

в растворе, поскольку нуклеиновые кислоты имеют одинаковое поглощение при длинах волн 

235 и 280 нм. 

Статистический анализ. Статистические параметры (средняя величина, стандартное 

отклонение), используемые в экспериментах, вычислены при помощи программы Excel. 

Статистически значимые разницы определены с использованием компьютерной программы 

Prism 3.03 (GraphPad Software, Inc., CA) и рассмотрены при помощи дисперсионного анализа 

(ANOVA); множественное сравнение было проделано с использованием теста Tukey
 

(значение p < 0,05 рассматривалось как значимая разница).  

Использованные программы. Для построения и обработки спектров использовали 

программу Microsoft Office Excel. Построение спектров по численным значениям с 
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интервалом 2 нм каждой точки проводили с использованием программы обработки спектров 

“Spectra Manager for Spectra Analysis, Version 1.53.00, JASCO Corporation, 2000 (“Spectra 

Manager”) [102]. Учет несимметричности спектров и отклонения от базовой (нулевой) линии 

был проведен также с применением этой программы (коррекция величины интенсивности 

поглощения А или величины интенсивности флуоресценции I). 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

3.1.  Фотодинамическая инактивация грамотрицательных и грамположительных  

бактерий новыми производными порфиринов  

Растущая устойчивость патогенных микроорганизмов к широкому спектру 

антибиотиков является одной из проблем современной медицины и этим обусловлена 

необходимость разработки альтернативных способов их инактивации (см. гл. 1). 

В настоящее время фотодинамическая инактивация микроорганизмов посредством 

фотосенсибилизаторов (в основном порфиринов) является одним из наиболее перспективных 

направлений для уничтожения микроорганизмов и, в частности, полирезистентных бактерий 

[90, 106, 184]. Уничтожение микроорганизмов порфиринами и металлопорфиринами, как в 

темновом режиме (токсическая активность), так и световом режиме (фототоксическая или 

фотодинамическая активность) является одним из многообещающих направлений. 

В экспериментальных условиях было обнаружено, что грамотрицательные бактерии,       

в отличие от грамположительных бактерий, проявляют устойчивость к ФДТ [91, 134, 135, 

153, 154]. Впоследствии было обнаружено, что фосфолипиды, комплексы липопротеинов и 

полисахаридов, присутствующие в наружной мембране таких грамотрицательных бактерий, 

как E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae и Haemophilus influenza, ингибируют связывание 

молекул анионных ФС [153].  

Был разработан ряд альтернативных стратегий для преодоления этого барьера.  

Это – использование нейтральных (дейтеропорфирин, прохлорпиридил) или положительно 

заряженных (тетракатионные порфирины, катионные фталоцианины, катионные 

фенотиазины) фотосенсибилизаторов [155, 160].  

Катионные порфирины, в отличие от анионных, не образуют в растворе агрегаты и 

остаются в мономерной форме во всех используемых концентрациях, что значительно 

облегчает обработку и интерпретацию экспериментальных данных [111].  

На кафедре органической химии фармацевтического факультета Ереванского 

государственного медицинского университета было синтезировано более 100 новых 

катионных порфиринов, которые отличались строением периферических функциональных 

групп (оксиэтил-, бутил-, аллил-, метилаллил-) и центральным атомом металла (кобальт, 

цинк, серебро и др.) (см. гл. 1.2.6, рис. 8) [16, 77, 200]. 
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Ранее было показано, что эти синтезированные катионные порфирины обладают 

достаточно высокой фотодинамической активностью по отношению к опухолевым клеткам в 

in vitro и in vivo
 
условиях [87]. Дальнейшие исследования показали, что эти порфирины 

демонстрируют также высокую активность по отношению к бактериям и грибам
 
[1-3]. 

В связи с возможностями направленного синтеза порфиринов, содержащих различные 

функциональные группы и центральные атомы металлов, была поставлена задача выявления 

влияния этих факторов на ФДИ ряда грамположительных и грамотрицательных бактерий.  

Доступность сырья и относительно несложное получение ФС – порфиринов 

природного происхождения, стимулировало их выделение, очистку и изучение 

противомикробных свойств. Из крапивы были получены природные катионные порфирины – 

производные хлорофилла: феофитин(a+b), феофитин(a), а также их серебряные и цинковые 

комплексы (см. гл. 1.2.6, рис. 9) [1, 12]. 

 

3.1.1. Исследование темновой токсичности новых производных порфиринов в условиях 

in vitro  

Исследования темновой токсичности обусловлены определением влияния различных 

периферических функцианальных групп и центральных атомов металла в молекуле 

порфиринов на их антибактериальную активность в темновых условиях (без облучения 

видимым светом). Как было отмечено в гл. 1.2.6, одним из основных требований к ФС 

является его нулевая или крайне низкая темновая и высокая световая токсичность в 

терапевтических дозах [47, 52, 67]. Поэтому определение концентрации порфиринов, не 

являющейся токсичной для микроорганизмов в темновых условиях, является необходимой 

для фотодинамических исследований. 

В связи с этим на первом этапе исследований проводили предварительный отбор из      

6 природных и 11 производных синтетических порфиринов по признаку наиболее высокой 

антибактериальной активности в темновых условиях in vitro. У исследуемых производных 

порфиринов определяли не токсичные концентрации (концентрация, вызывающая 0% гибель 

клеток микроорганизмов) и минимальные бактерицидные концентрации (МБК – 

концентрация, вызывающая 100% гибель клеток микроорганизмов).  
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Предварительный отбор этих порфиринов проводили на E. coli K-12 в условиях in vitro. 

Этот микроорганизм является удобной моделью для изучения эффективности влияния 

порфиринов в связи с проявлением значительной устойчивости кишечной палочки ко 

многим нейтральным и анионным ФС [129, 135, 153]. 

Результаты экспериментов по определению влияния бактерицидной активности 

исследуемых производных порфиринов и их металлокомплексов по отношению к  

E. coli К-12 в темновых условиях представлены в табл. 1.  

Таблица 1 

Выживаемость (%) клеток E. coli К-12 после действия производных синтетических 

порфиринов в темновых условиях  

 

Порфирины 
Концентрации порфиринов, мкг/мл 

10 20 50 100 

Контроль 100 ± 2,3 98,1 ± 5,0 98,4 ± 3,9 97,3 ± 6,7 

TOE4PyP 98,2 ± 4,8 97,4 ± 9,3 75,1 ± 7,4 39,3 ± 5,9 

Zn-TOE4PyP 98,5 ± 3,1 75,1 ± 4,1 57,4 ± 5,5 12,1 ± 4,3 

Ag-TOE4PyP 97,3 ± 2,7 71,0 ± 3,3 55,2 ± 4,7 0 

TAll4PyP 98,4 ± 4,3 79,2 ± 2,7 46,0 ± 8,3 2,1 ± 0,8 

Co-TMetAll4PyP 92,2 ± 3,8 61,4 ± 3,1 36,3 ± 6,4 1,7 ± 0,6 

Co-TAll4PyP 97,4 ± 7,5 59,3 ± 4,6 32,1 ± 9,1 1,5 ± 0,4 

Zn-TAll4PyP 91,0 ± 2,2 21,4 ± 7,2 9,3 ± 5,1 0 

Ag-TAll4PyP 38,1 ± 7,1 0 0  0 

TBut4PyP 95,4 ± 9,2 76,4 ± 5,9 39,4 ± 7,3 0 

Zn-TBut4PyP 58,2 ± 5,3 23,3 ± 8,1 9,0 ± 2,7 0 

Ag-TBut4PyP 43,3 ± 6,4 0 0 0 

Примечания: начальный титр клеток – 1×10
9 
КОЕ/мл; контроль – без добавления порфиринов;  

p<0,05; n=5.  
 

Из представленных в таблице данных видно, что наличие металла (Co
2+

, Zn
2+

, Ag
2+

)       

в координационной плоскости приводит к понижению минимальной бактерицидной 

концентрации (МБК) исследуемых соединений по сравнению с металл не содержащими 

аналогами. Наиболее низкие значения МБК выявлены у серебряных комплексов 

синтетических порфиринов. Очевидно, это обусловлено природой центрального атома 

металла. 

Сравнение антибактериальной активности (темновой токсичности) серебряных 

комплексов исследуемых производных синетических порфиринов с различными 

периферическими функциональными группами показало, что наличие бутил- и аллил- 



51 

 

гидрофобных групп в молекуле порфиринов Ag-TBut4PyP и Ag-TAll4PyP приводит к  

понижению МБК (в 5 раз) по сравнению с оксиэтил-группой Ag-TOE4PyP, которая содержит 

ОН гидрофильный конец (рис. 10).  

 

 

Рис. 10. Выживаемость клеток E. coli К-12 в темновых условиях после действия  

синтетических Ag-металлопорфиринов.  

Начальный титр клеток – 1×10
9 
КОЕ/мл. Концентрация порфиринов варьирует 1-300 мкг/мл. 

Контроль – суспензия клеток без добавления порфирина. p<0,05; n=5. 

 

Сравнеие антибактериальной активности (темновой токсичности) цинковых 

комплексов также показало эффективность действия производных синтетических 

порфиринов с бутил- или аллил- функциональными группами (рис. 11). Это еще раз 

показывает, что присутствие этих гидрофобных групп в молекуле порфирина приводит к 

понижению МБК по сравнению с оксиэтил-группой, которая содержит ОН гидрофильный 

конец.  

Очевидно, что связывание порфиринов с клетками регулируется степенью 

гидрофобности периферических функциональных групп, которая способствует сильной 

ассоциации с наружной мембраной клеток E. coli и увеличению проникновения исследуемых 

порфиринов. 
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Рис. 11. Выживаемость клеток E. coli К-12 в темновых условиях после действия  

синтетических Zn-металлопорфиринов.  

Начальный титр клеток – 1×10
9 
КОЕ/мл. Концентрация порфиринов варьирует 1-200 мкг/мл. 

Контроль – суспензия клеток без добавления порфирина. p<0,05; n=5. 

 

Результаты исследований антибактериалной активности природных порфиринов 

феофитин(a+b), феофитин(a), а также их серебряных и цинковых комплексов в темновых 

условиях представлены в табл. 2.  

Таблица 2 

Выживаемость (%) клеток E. coli К-12 после действия природных порфиринов в 

темновых условиях  

Порфирины 

Концентрации порфиринов, мкг/мл 

100 200 400 600 800 1000 1200 

Контроль 99,2 ± 3,4 98,4 ± 4,1 98,5 ± 5,9 97,4 ± 7,2 97,0 ± 2,9 96,3  ± 3,2 95,7 ± 4,9 

феофитин(a+b) 97,4 ± 6,3 92,5 ± 7,0 81,3 ± 4,8 57,4 ± 9,7 41,3 ± 7,4 20,1 ± 9,4 0,3 ± 0,04 

феофитин(a) 97,1 ± 7,2 95,3 ± 6,7 82,7 ± 6,5 62,0 ± 8,1 45,6 ± 5,9 24,8 ± 7,9 0,2 ± 0,03 

Zn-феофитин(a+b) 94,5 ± 6,4 75,2 ± 5,5 70,1 ± 7,7 48,3 ± 5,5 31,3 ± 4,2 0,1 ± 0,02 0 

Zn-феофитин(a) 95,8 ± 5,2 81,4 ± 7,3 74,2 ± 3,5 56,1 ± 6,4 33,0 ± 7,5 0,2 ± 0,03 0 

Ag-феофитин(a+b) 72,3 ± 7,8 46,3 ± 8,1 34,5 ± 9,1 13,7 ± 7,5 0  0 0 

Ag-феофитин(a) 76,3 ± 6,2 59,5 ± 7,0 37,2 ± 6,1 15,1 ± 4,5 0,1 ± 0,05 0 0 

Примечание: начальный титр клеток – 1×10
9 
КОЕ/мл; контроль – без добавления порфиринов;  

p<0,05; n=5. 
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Результаты исследований бактерицидной активности 6 природных и 11 катионных 

производных синтетических порфиринов по отношению к E. coli К-12 в темновых условиях 

представлены в табл. 3.  

Таблица 3 

Бактерицидная активность в темновых условиях природных и производных 

синтетических порфиринов по отношению к E. coli К-12  

Порфирины 
Не токсичная 

концентрация, мкг/мл 
МБК, мкг/мл 

TOE4PyP 20 ± 2,6 320 ± 10,5 

TAll4PyP 10 ± 1,1 105 ± 4,3 

TBut4PyP 7 ± 0,7 100 ± 3,1  

Zn-TOE4PyP 10 ± 1,4 200 ± 5,7   

Zn-TAll4PyP 7 ± 0,5   75 ± 2,4  

Zn-TBut4PyP 5 ± 0,2 75 ± 2,0 

Co-TAll4PyP 10 ± 1,5 105 ± 3,8 

Co-MetTAll4PyP 8 ± 1,0 105 ± 4,1 

Ag-TOE4PyP 10 ± 1,3 100 ± 3,2 

Ag-TAll4PyP 5 ± 0,3 20 ± 1,6 

Ag-TBut4PyP 5 ± 0,2 18 ± 2,0 

феофитин(a+b)  100 ± 10,2 1200 ± 20,5 

феофитин(a) 100 ± 10,5 1200 ± 21,5 

Zn-феофитин(a+b) 90 ± 5,1 1000 ± 15,3 

Zn-феофитин(a) 90 ± 5,4 1000 ± 15,7 

Ag-феофитин(a+b) 50 ± 2,2 800 ± 9,6 

Ag-феофитин(a) 55 ± 2,5 820 ± 11,3 

Примечание: начальный титр клеток – 1×10
9 
КОЕ/мл; контроль – без добавления порфиринов;  

p<0,05; n=5. 

 

Данные свидетельствуют о высокой степени темновой активности металлопорфиринов, 

для которых МБК и не токсичные концентрации значительно меньше по сравнению с металл 

не содержащими аналогами. Серебряные комплексы производных синтетических 

порфиринов с бутил- и аллил- гидрофобными периферическими группами (Ag-TBut4PyP и  
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Ag-TAll4PyP, соответственно) проявляют в 4-16 раз более высокую темновую токсичность, чем 

остальные производные синтетических порфиринов. По действию на E. сoli К-12 производные 

синтетических порфиринов в темновых условиях проявляют до 70 раз более высокую 

темновую токсичность, чем природные катионные порфирины.  

Таким образом, сравнительное изучение антибактериальных свойств природных и 

производных синтетических порфиринов по отношению к E. coli К-12 в темновых условиях 

свидетельствуют о высокой степени активности синтетических металлопорфиринов. 

Полученные результаты были использованы для дальнейших экспериментов с целью 

выявления фотодинамической активности (фототоксичности) исследуемых катионных 

порфиринов. 

 

3.1.2. Исследование фотофизических свойств производных синтетических порфиринов  

Как было отмечено в гл. 1.2.6, одним из наиболее важных показателей эффективности 

ФС является его способность содействовать генерации синглетного кислорода. В связи с 

этим актуальной задачей является исследование фотофизических свойств порфиринов для 

отбора перспективных ФС с высокими значениями квантового выхода синглетного 

кислорода. 

Для исследований фотофизических свойств порфиринов (флуоресценции и квантовых 

выходов синглетного кислорода (γ∆)) использовали относительный метод. В качестве 

стандарта использовали известный фотосенсибилизатор 5,10,15,20-тетракис[4-N-

метилпиридил]порфирин (H2TM4PyP), для которого γ∆ = 77% [72].  

Были исследованы спектры поглощения и флуоресценции 11 производных 

синтетических порфиринов. Для всех металлопорфиринов, содержащих в качестве 

цетрального атома Co или Ag, не было обнаружено ни собственной флуоресценции, ни 

примесной флуоресценции свободного порфирина-основания (порфирина, не содержащего 

металл). Однако для остальных соединений: производных синтетических порфиринов не 

содержащих металл и их цинковых комплексов характерно наличие заметной 

флуоресценции. Все исследованные соединения оказались фотостабильными при освещении 

в течение 1 ч и более [88]. Это является существенным, поскольку они применялись для 

ФДИ микроорганизмов при освещении в течение 30 мин и более. 
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3.1.3. Определение квантовых выходов синглетного кислорода производных 

синтетических порфиринов  

Из набора всех отобранных производных синтетических порфиринов и 

металлопорфиринов максимально близкими спектрально-абсорбционными 

характеристиками к известному фотосенсибилизатору H2TM4PyP обладал TBut4PyP. 

Квантовый выход синглетного кислорода у H2TM4PyP определяли в Tris-буфере, а у 

исследуемых производных синтетических порфиринов – в дистиллированной воде: для 

H2TM4PyP γ∆ = 77%, для TBut4PyP γ∆ = 78-79%. 

Для определения квантового выхода синглетного кислорода водорастворимых 

производных синтетических порфиринов использовали соотношение (1), приведенное в      

гл. 1.2.4. 

В табл. 4 приведены квантовые выходы синглетного кислорода исследованных 

производных синтетических порфиринов в дистиллированной воде при комнатной 

температуре. Из анализа данных, приведенных в таблице, видно, что все исследуемые 

производные синтетических порфиринов обладают достаточно высокими значениями 

квантовых выходов синглетного кислорода. Можно видеть, что значения γ∆ цинковых 

комплексов выше, чем у их металл не содержащих аналогов. Это объясняется увеличением 

эффективности ИКК при включении атома металла в макроцикл порфирина [88]. 

Таблица 4  

Квантовые выходы синглетного кислорода производных синтетических порфиринов  
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γ∆ 0,77 0,78 0,78 0,77 0,79 0,75 0,85 0,97 0,86 

Примечание: p<0,05; n=5. 

 

На основании исследований фотофизических и спектральных свойств производных 

синтетических порфиринов можно сделать следующие заключения: 

1. исследованные производные синтетических порфиринов не содержащие металл и их 

цинковые комплексы проявляют выраженную фотосенсибилизирующую активность; 
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2. природа водного раствора не оказывает влияние на высокую эффективность генерации 

синглетного кислорода у исследованных катионных синтетических порфиринов; 

3. цинковые комплексы производных синтетических порфиринов являются 

перспективными соединениями для фотодинамического действия, так как 

обеспечивают высокий квантовый выход синглетного кислорода, а наиболее 

перспективным среди них – Zn-TBut4PyP.  

 

3.1.4. Исследование фотодинамической активности катионных производных 

синтетических порфиринов по отношениию к E. сoli К-12 

В связи с существованием явления тушения флуоресценции тяжелыми металлами  

(в том числе Со и Ag) исследования фототоксичности проводили с металл не содержащими 

аналогами и цинковыми комплексами производных синтетических порфиринов. Как было 

отмечено ранее (см. в гл. 3.1), исследования световой активности (фототоксичности) 

порфиринов необходимо проводить при не токсичных концентрациях. В связи с этим 

исследование фототоксичности производных синтетических порфиринов проводилось при 

концентрациях не превышающих 5-10 мкг/мл. 

Исследование фототоксичности производных синтетических порфиринов на 

грамотрицательной бактерии E. сoli К-12 проводили со следующими синтетическими 

порфиринами: TOE4PyP, TBut4PyP, TAll4PyP и их цинковыми комплексами. Облучение 

осуществляли при мощности излучения 30 мВт/см
2
 в течение 5-30 мин.  

В табл. 5 представлены данные фотоинактивации клеток E. сoli К-12 в зависимости от 

концентрации катионных производных синтетических порфиринов (0,01-10 мкг/мл) при 

облучении в течение 30 мин (мощность излучения 30 мВт/см
2
). Как видно из представленных 

данных, МБК исследованных производных синтетических порфиринов варьирует                 

2-10 мкг/мл. Как было выявлено, наиболее эффективными оказались металлопорфирины   

Zn-TAll4PyP и Zn-TBut4PyP, которые при концентрации 2 мкг/мл приводят к 100% гибели 

клеток E. coli К-12. 

 

 

Таблица 5 
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Выживаемость (%) клеток E. coli К-12 после фотоинактивации синтетическими 

катионными производными порфиринов  

ФС 
Концентрации ФС, мкг/мл 

0,1 1 2 5 10 

Контроль 100 ± 3,4 99,3 ± 4,1 98,5 ± 5,9 98,4 ± 7,2 98,2 ± 2,9 

TOE4PyP 95,8 ± 7,2 48,3 ± 6,7 37,3 ± 7,8 15,4 ± 8,7 0,2 ± 0,1 

Tall4PyP 82,4 ± 6,5 38,1 ± 7,2 9,4 ± 5,5 0,3 ± 0,05 0 

TBut4PyP 82,1 ± 5,9 35,2 ± 5,6 7,1 ± 4,7 0,2 ± 0,18 0 

Zn-TOE4PyP 79,8 ± 7,2 32,4 ± 6,8 3,2 ± 2,6 0 0 

Zn-Tall4PyP 45,7 ± 5,9 13,2 ± 7,9 0,1 ± 0,01 0 0 

Zn-TBut4PyP 41,3 ± 6,4 10,3 ± 4,5 0 0 0 

Примечание: начальный титр клеток – 1×10
9 
КОЕ/мл; облучение в течение 30 мин мощностью 

излучения 30 мВт/см
2
; контроль – без добавления ФС; p<0,05; n=5. 

 

Результаты исследований фотодинамической активности 6 катионных производных 

синтетических  порфиринов и известных ФС (анионного хлорин е6 и нейтрального  

Al-фталоцианин) по отношению к клеткам E. сoli К-12 представлены в табл. 6.  

                                                                                                                                              Таблица 6  

Фотодинамическая активность фотосенсибилизаторов 

по отношению к E. coli K-12 

ФС МБК, мкг/мл 

(мкг/мл) 
хлорин е6 >10 000 

Al-фталоцианин >10 000 

TOE4PyP 10,3 ± 0,25 

TBut4PyP 5,2 ± 0,40 

TAll4PyP 5,3 ± 0,20 

Zn-TOE4PyP 5,1 ± 0,25 

Zn-TBut4PyP 2,0 ± 0,15 

Zn-TAll4PyP 2,1 ± 0,25 

Примечание: начальный титр клеток – 1×10
9 
КОЕ/мл; облучение в течение 30 мин мощностью 

излучения 30 мВт/см
2
; контроль – без добавления ФС; p<0,05; n=5. 
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Данные свидетельствуют о высокой степени активности катионных синтетических 

металлопорфиринов для которых МБК в 2-2,5 раза меньше по сравнению с металл не 

содержащими аналогами. Более высокая фототоксичность Zn-TBut4PyP и Zn-TAll4PyP,     

по-видимому, обусловлена природой центрального атома металла, наличием гидрофобных 

функциональных групп и высокими значениями квантовых выходов синглетного кислорода. 

Исследуемые катионные производные синтетических порфиринов проявляют в 1000 раз 

более высокую фотодинамическую активность, чем, использованные в качестве контролей, 

анионный хлорин е6 и нейтральный Al-фталоцианин.  

Нами установлено, что высокая антибактериальная активность исследуемых катионных 

производных синтетических порфиринов зависит от четырех факторов: присутствия в 

порфириновом макроцикле положительного заряда (+4), центрального атома металла (Zn
2+

) и 

гидрофобных периферических функциональных групп, а также высоких значений квантовых 

выходов синглетного кислорода. 

Эти результаты свидетельствуют, что катионные ФС могут найти более широкое 

применение в фотоинактивации бактериальных клеток, чем обычно используемые в ФДИ 

анионные или нейтральные ФС. 

Исходя из полученных нами данных можно предположить, что механизм 

фотоинактивации грамотрицательных бактерий происходит следующим образом: 

положительный заряд катионных ФС, в отличие от нейтрально и отрицательно заряженных 

ФС, способствует электростатическому связыванию с наружной мембраной бактерии, 

вызывая начальное ограниченное повреждение и проникновение в клетку. По этому 

нейтрально и отрицательно заряженные ФС обладают незначительной фототоксичностью по 

отношению к грамотрицательным бактериям даже при условии, когда они являются 

эффективными генераторами синглетного кислорода.  

 

3.1.5. Исследование влияния ионов Ca
2+ 

на фотодинамическую активность                   

Zn-TBut4PyP при инактивации клеток E. coli К-12 

Известно, что негативно заряженные молекулы липополисахаридов имеют сильное 

сродство к ионам кальция (Ca
2+

), связывание c которыми требуется для термодинамической 

устойчивости наружной мембраны [93]. В связи с этим нами было исследовано влияние 
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ионов Ca
2+ 

на фотодинамическую активность катионного Zn-TBut4PyP при инактивации 

клеток E. coli К-12 (рис. 12). 

Как видно из диаграммы на рис. 12 добавление CaCl2 вызывает уменьшение 

фотодинамического эффекта, т.е. защиту бактерий от фотоинактивации. С одной стороны 

это может быть связано с прямым конкурентным взаимодействием поликатионых ФС и 

бивалентных катионов (Ca
2+

) с центрами связывания на поверхности бактериальной клетки 

(например, отрицательно заряженными группами липополисахаридов), а с другой –  

с повышенной проницаемостью клеточной стенки для Zn-TBut4PyP в отсутствии 

стабилизирующих катионов Ca
2+

. Полученные данные позволяют сделать вывод о том, что 

фотоинактивация бактерий, особенно грамотрицательных, в первую очередь определяется 

эффективностью связывания молекул ФС с клетками-мишенями. 

 

Рис. 12. Влияние CaCl2 на выживаемость клеток E. coli К-12. 

Начальный титр клеток – 1×10
9 
КОЕ/мл. Облучение в течение 30 мин мощностью излучения 

30 мВт/см
2
. Контроль – суспензия клеток без добавления Zn-TBut4PyP. p<0,05; n=5. 

 

Аналогичные результаты были получены и Страховской с соавторами при 

использовании в исследованиях различных красителей: фенотиазинов, порфиринов, 

хлоринов и фталоцианинов. Присутствие в среде солей магния или кальция вызывало 

уменьшение фотодинамического подавления биолюминесценции, т.е. защиту бактерий от 

инактивации поликатиоными фталоцианинами [195].  

Таким образом, полученные нами данные подтверждают гипотезу о том, что движущей 

силой фотоинактивации является наличие положительно заряженных групп в молекуле ФС, 

которые вступают в электростатическое взаимодействие с отрицательными группами на 
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поверхности клеточной стенки [80, 138]. В результате этого в начальных стадиях 

фотопроцесса увеличивается проницаемость наружной мембраны и ускоряется приток 

молекул ФС внутрь клетки [135]. Окончательное связывание ФС с клетками регулируется 

гидрофобностью функциональных групп, которая способствует сильной ассоциации с 

цитоплазматической мембраной [208]. 

 

3.1.6. Исследование фотодинамической активности Zn-TBut4PyP по отношению к 

различным грамотрицательным и грамположительным бактериям 

Следующим этапом наших исследований было изучение фотодинамической активности 

Zn-TBut4PyP по отношению к различным грамотрицательным (E. coli K-12, S. typhimurium  

Г-38) и грамположительным (S. aureus, S. epidermidis) бактериям. Результаты исследований 

представлены на рис. 13.  

 

Рис. 13. Выживаемость клеток грамотрицательных и грамположительных бактерий 

после фотоинактивации с Zn-TBut4PyP.  

Начальный титр клеток – 1×10
9 
КОЕ/мл. Облучение в течение 30 мин мощностью излучения 

30 мВт/см
2
. Контроль – суспензия клеток без добавления Zn-TBut4PyP. p<0,05; n=5. 

 

Как видно из диаграммы Zn-TBut4PyP эффективно фотоинактивирует как 

грамположительные, так и грамотрицательные бактерии при очень низких концентрациях 

(0,7-2,0 мкг/мл). В соответствии с литературными данными, порог инактивации для 

грамположительных бактерий оказался в 2-3 раз ниже, чем для грамотрицательных бактерий 

[108, 137, 141, 174]. 

Таким образом, Zn-TBut4PyP является перспективым ФС для применения в борьбе с 

исследованными грамположительными и грамотрицательными бактериями.  
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3.1.7. Исследование фотодинамической активности Zn-TBut4PyP по отношению к 

полирезистентным патогенам 

В настоящее время метициллин устойчивые штаммы S. aureus (MRSA) составляют 

более 60% от изолированных в больницах и отделениях интенсивной терапии США 

стафилококков [157]. От инфекций, вызванных штаммами MRSA, ежегодно умирают 19.000 

госпитализированных американских пациентов, что эквивалентно общему числу смертей от 

СПИДа, туберкулеза и вирусного гепатита вместе взятых [50]. Аналогичная ситуация 

наблюдается в странах Европы и Азии. Эти важные факты послужили поводом для 

исследований фотодинамической активности порфиринов по отношению к такому опасному 

патогенному штамму как MRSA. 

Эксперименты проводились с использованием светодиода (LED) с пиковой эмиссией  

405 нм и плотностью мощности 70 мВт/см
2
 со следующими производными синтетических 

порфиринов: TOE4PyP, Zn-TOE4PyP, Zn-TBut4PyP и Zn-TBut3PyP. 

Исследования на штамме MRSA показали, что более эффективными 

металлопорфиринами являются Zn-TBut3PyP и Zn-TBut4PyP. При концентрации 

производных синтетических порфиринов 0,1 мкг/мл и продолжительности облучения в 

течение 5 и 10 мин их эффективность в 3-5 раз выше, чем у TOE4PyP. При 

продолжительности облучения в течение 30 мин все производные синтетических 

порфиринов почти полностью уничтожают клетки MRSA (рис. 14). 

Сравнительное исследование фотоинактивации метициллин-чувствительного штамма  

S. aureus 209 P также показало, что наиболее высокая эффективность наблюдается у 

металлопорфиринов Zn-TBut4PyP и Zn-TBut3PyP (рис. 15). При концентрации 0,1 мкг/мл и 

продолжительности облучения в течение 30 мин все производные синтетических 

порфиринов почти полностью уничтожают клетки S. aureus 209 P. 

Сравнение литературных данных ФДИ с катионными фенотиазинами свидетельствует 

о значительно высокой фотодинамической эффективности исследуемых катионных 

производных синтетических порфиринов, и, в частности, Zn-TBut3PyP и Zn-TBut4PyP [89, 

112, 148]. 



62 

 

 

Рис. 14. Выживаемость клеток MRSA после фотоинактивации катионными 

производными синтетических порфиринов. 

Концентрация производных синтетических порфиринов 0,1 мкг/мл. Облучение светодиодом с 

максимумом спектра испускания λ = 405 ± 15 нм и плотностью мощности 70 мВт/см
2
. Режим 

излучения непрерывный. Контроль – суспензия клеток без добавления ФС. p<0,05; n=5. 

 

 

Рис. 15. Выживаемость клеток S. aureus 209 P после фотоинактивации катионными 

производными синтетических порфиринов.  

Концентрация производных синтетических порфиринов 0,1 мкг/мл. Облучение светодиодом с 

максимумом спектра испускания λ = 405 ± 15 нм и плотностью мощности 70 мВт/см
2
. Режим 

излучения непрерывный. Контроль – суспензия клеток без добавления ФС. p<0,05; n=5. 
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В работе Nakonechny с соавторами ФДИ с использованием катионного метиленового 

синего при концентрации 50 мкг/мл приводило к сокращению числа КОЕ метициллин-

чувствительных штаммов S. aureus (MSSA) всего на 1,7-2,6 log10 и метициллин-устойчивых 

штаммов S. aureus (MRSA) на 3,2-3,6 log10 [148]. 

Таким образом, приведенные результаты свидетельствуют о высокой эффективности и 

100% инактивации изученных грамотрицательных и грамположительных бактерий, 

независимо от спектра чувствительности патогенов к антибиотикам, синтетическими 

катионными порфиринами, особенно Zn-металлопорфиринами. 

 

3.1.8. Исследования по воздействию продолжительности времени облучения на 

выживаемость клеток E. сoli К-12 

Для определения эффективности действия света в ФДТ важно знать его световые 

характеристики (терапевтические параметры), а именно дозу облучения (Дж/см
2
) и 

плотность мощности (мВт/см
2
). 

Уменьшение абсорбирующего эффекта может быть частично компенсировано 

удлинением времени светового воздействия или увеличением плотности мощности. 

Для исследования влияния продолжительности времени облучения на эффективность 

ФДИ были проведены эксперименты с разным временем облучения при определенных 

концентрациях исследуемых ФС на E. сoli К-12. В табл. 7 приведены данные выживаемости 

клеток E. сoli К-12 при концентрации производных синтетических порфиринов и 

металлопорфиринов 1 мкг/мл. Время облучения видимим светом варьировало 10-60 мин.  

Данные свидетельствуют, что при удлинении времени светового воздействия процент 

выживших клеток E. сoli К-12 сокращается еще на 9-21%. Удлинение времени светового 

воздействия приводит к повышению эффективности всех исследуемых порфиринов и 

металлорорфиринов. После 50 мин процент выживших клеток E. сoli К-12 при 

фотоинактивации с TOE4PyP, в отличие от других исследуемых ФС, остается неизменным. 

Это объясняется тем, что после нескольких циклов ФС может фотодеградировать, т. е. терять 

способность участвовать в фотодинамической реакции. Этот эффект называется 

фотообесцвечиванием (photobleaching) [48]. 
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Таблица 7 

Выживаемость (%) клеток E. coli К-12 после фотоинактивации катионными 

производными синтетических порфиринов в зависимости от времени облучения 

ФС Время облучения, мин 

10 20 30 40 50 60 

Контроль 100 ± 5,7 99,4 ± 6,2 99,0 ± 5,1 98,3 ± 4,6 98,4 ± 6,1 98,1 ± 3,1 

TOE4PyP 96,1 ± 4,2 74,3 ± 3,1 48,4 ± 4,0 37,1 ± 7,0 35,2 ± 3,2 35,0 ± 4,0 

TAll4PyP 90,3 ± 3,5 57,1 ± 4,2 37,1 ± 6,2 23,0 ± 2,2 17,1 ± 2,0 16,3 ± 3,2 

TBut4PyP 87,4 ± 5,3 56,3 ± 6,2 35,2 ± 3,4 22,1 ± 4,1 18,4 ± 3,4 14,1 ± 2,4 

Zn-TOE4PyP 86,3 ± 4,1 57,2 ± 5,7 21,3 ± 7,2 12,4 ± 5,4 5,2 ± 0,15 3,0 ± 0,13 

Zn-TAll4PyP 67,1 ± 3,3 46,3 ± 5,1 11,4 ± 3,3 4,2 ± 2,1 0 0 

Zn-TBut4PyP 65,0 ± 4,2 44,2 ± 4,4 9,3 ± 3,1 3,1 ± 1,2 0 0 

Примечаниe: начальный титр клеток – 1×10
9 
КОЕ/мл; коцентрация порфиринов 1 мкг/мл; облучение 

мощностью излучения 30 мВт/см
2
; контроль – без добавления ФС; p < 0,05; n = 5. 

 

Основываясь на полученные нами результаты можно установить, что удлинение 

времени светового воздействия приводит к повышению фотодинамической активности 

исследуемых производных синтетических порфиринов, что позволит добиться уничтожения 

микроорганизмов при более низких концентрациях. 

 

3.2. Получение нанокомпозитов из наночастиц серебра/цеолитов и катионных 

производных порфиринов 

Одной из центральных задач ФДИ микроорганизмов является изучение и 

усовершенствование механизмов доставки и селективного накопления порфиринов в 

воспаленной ткани. В in vivo условиях на эффективность ФДИ микроорганизмов влияют 

такие факторы как агрегация и связивание ФС с белками плазмы крови. 

Такие системы доставки, как наночастицы, позволяют снизить вероятность агрегации и 

увеличить локальную концентрацию ФС в непосредственной близости от клеточной стенки 

бактерий (см. гл. 1.2.7).  
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Конструирование нанокомпозитов, состоящих из неорганической наноплатформы, 

например из наночастиц серебра или цеолита, и органической активной молекулы – 

порфирина, является одним из перспективных направлений для увеличения эффективности 

действия ФС, и, в частности, доставки до микроорганизмов больших количеств порфиринов. 

Для порфиринов наноплатформой могут служить пористые наноструктуры различного 

происхождения (пористый силикон, наночастицы золота или серебра, полимерные 

материалы, природные минералы – цеолиты и др.). Исследование процессов сорбции 

порфиринов на наночастицах серебра или цеолитов является первым важным этапом 

решения задачи создания таких эффективных нанокомпозитов.  

Высокоспецифичная наноплатформа имеет высокие сорбционные характеристики и, 

активно связываясь с микроорганизмами, может доставить большие количества поражающих 

агентов – порфиринов. Процесс конструирования нанокомпозитов разделяется на две части: 

создание неорганического инертного наноматериала (коллоидное серебрo или цеолит) с 

активной сорбционной поверхностью и связывание ФС (порфиринов) с неорганическим 

наноматериалом. 

 

3.2.1. Комплексообразование порфиринов с наночастицами серебра 

Наночастицы коллоидного серебра за счет пористости имеют чрезвычайно большую 

удельную поверхность, что на несколько порядков увеличивает их сорбционные 

возможности. Размеры типичных наночастиц серебра составляет 10-100 нм. Коллоидное 

серебро с пористой поверхностью является удобной платформой для количественного 

связывания молекул порфирина, тем самым обеспечивая одновременную доставку большого 

количества ФС к микроорганизмам.  

Исследования взаимодействия производных синтетических порфиринов с 

наночастицами серебра диаметром 20 нм проводились методом спектрофотометрии в 

видимой области спектра, в диапазоне длин волн 350-700 нм. Динамику сорбции на 

наночастицах серебра изучалии на примере отобранного нами катионного TBut4PyP и 

нейтрального ФС Al-фталоцианина.  

Спектр поглощения TBut4PyP представлен на рис. 16. Этот спектр характеризуется 

интенсивной полосой поглощения в области полосы Soret (около 400 нм). При добавлении 
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сорбентов (в нашем случае наночастиц) изменения на пике этой полосы (420-435 нм) 

характеризуют связывание (или сорбцию/десорбцию) порфиринов на сорбентах. 

 

Рис. 16. Спектр поглощения  раствора порфирина TBut4PyP. 

  

Динамика изменения спектра поглощения раствора TBut4PyP при добавлении 

наночастиц коллоидного серебра диаметром 20 нм представлена на рис. 17.  

 

Рис. 17. Спектр поглощения раствора порфирина TBut4PyP после добавления 

наночастиц серебра.  

Исходная концентрация порфирина 10
-5

М.  

 

После добавления наночастиц в раствор катионного TBut4PyP происходит резкое 

падение интенсивности спектра поглощения и некоторый сдвиг пика поглощения в область 
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более длинных волн. Падение интесивности поглощения света (гипохромное изменение), 

которое наблюдается у TBut4PyP, можно объяснить появлением в растворе комплекса 

наночастица-TBut4PyP, где производный порфирина находится в более упорядоченной 

форме по сравнению со своим свободным состоянием. Изучение динамики изменения 

спектров поглощения раствора TBut4PyP при добавлении наночастиц серебра показало, что 

связывание производного порфирина происходит очень быстро – в течение 3 мин. Из рис. 17 

следует, что при добавлении наночастиц интенсивность поглощения раствора TBut4PyP от 

А = 2,05 резко падает до А = 1,45 (после 3мин) и продолжает падать в течение 3 ч до А = 1,12 

(при этом в течение последних 30 мин интенсивность практически не меняется). Стабильное 

состояние интенсивности поглощения (около А = 1,10) спектра порфирина наблюдалось 

через 12 и 24 ч, что свидетельствует об отсутствии десорбции порфирина. 

Для сравнения была исследована также динамика сорбции наночастиц серебра с 

нейтральным ФС – Al-фталоцианином. Спектр поглощения Al-фталоцианина представлен на 

рис. 18.  

 

Рис. 18. Спектр поглощения  раствора Al-фталоцианина. 

 

За сорбцией на нанчастицах коллоидного серебра в случае Al-фталоцианина следили по 

изменениям наиболее интенсивного пика на длине волны 680 нм. В случае Al-фталоцианина 

при добавлении наночастиц коллоидного серебра наблюдалась совершенно другая картина 

(рис. 19).  
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Рис. 19. Спектр поглощения раствора Al-фталоцианина после добавления наночастиц 

серебра.  

Исходная концентрация Al-фталоцианина 10
-5

М. 

 

Сорбция Al-фталоцианина на наночастицах коллоидного серебра в этом случае также 

происходит быстро (в течение 3 мин). При добавлении наночастиц серебра интенсивность 

исходной кривой падала незначительно (на рисунке спектр красного цвета), что 

свидетельствует о незначительном связывании Al-фталоцианина с наночастицами.  

Результаты экспериментов показали, что процент сорбции TBut4PyP на наночастицах 

колоидного серебра диаметром 20 нм составляет 60,7 ± 3,6%. 

Таким образом, проведенные исследования открывают перспективы дальнейших 

экспериментов с целью увеличения сорбции порфиринов на наночастицах серебра и 

изучения эффективности таких нанокомпозитов для применения в ФДИ микроорганизмов. 

 

3.2.2. Комплексообразование порфиринов с наночастицами цеолита 

Создание комплексов на основе катионных порфиринов и наночастиц цеолита – один 

из многообещающих и перспективных путей уничтожения антибиотикоустойчивых  

микроорганизмов. 

Другая неорганическая наноплатформа – цеолит был выбран в связи с его особыми 

свойствами. Наиболее известная биологическая активность природных цеолитов связана с 

его действием в качестве антидиарейного лекарства [181]. Известны результаты, связанные с 
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противоопухолевым действием цеолитов и их потенциальной роли в качестве адъювантов в 

противораковой терапии [170, 221].  

Цеолиты обладают уникальным свойством сорбции микроорганизмов [117]. Было 

также показано, что катионные порфирины хорошо инкапсулируются во внутренюю область 

немодифицированных цеолитов ионообменным механизмом, тогда как анионные порфирины 

не встраиваются, а нейтральные инкапсулируются лишь в следовых количествах [223]. Эти 

данные говорят в пользу того, что цеолиты могут являться хорошей наноплатформой для 

катионных порфиринов. Нами было исследовано комплексообразование наночастиц цеолита 

с Zn-TBut4PyP и для сравнения с двумя известными ФС (хлорин е6 и Al-фталоцианин).  

На рис. 20 представлены изменения спектра поглощения раствора Zn-TBut4PyP при 

последовательном добавлении наночастиц цеолита. В спектрофотометрическом анализе 

одним из основных критериев наличия двухкомпонентной системы в растворе является 

образование изобестической точки (общей точки пересечения спектральных кривых) [5].  

 

Рис. 20. Спектр поглощения раствора Zn-TBut4PyP после добавления раличных 

концентраций наночастиц цеолита.  

Концентрация порфирина 10
-5 

М (темно-синим цветом представлен раствор порфирина без 

наночастиц). К раствору порфирина добавляли 0,1-0,6 мл раствора цеолита с шагом варьирования 

0,1 мл с исходной концентрацией наночастиц цеолита 0,66 мг/мл. p<0,05; n=5. 

 
Видно, что при длинax волн λ ≈ 415 нм и λ ≈ 460 нм образуются две изобестические 

точки, что свидетельствует об образовании в растворе только двух типов веществ: 

свободного порфирина и порфирина связанного с наночастицами. Результаты экспериментов 
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показали, что процент сорбции Zn-TBut4PyP на наночастицах цеолита составляет 

98,3 ± 5,4%. Стабильное состояние интенсивности поглощения спектров металлопорфирина 

наблюдалось через 12 и 24 ч, что свидетельствует о том, что десорбции порфирина не 

происходит. 

Таким образом, наночастицы цеолита подтвердили свои уникально высокие 

сорбционные свойства, что может привести к значительному увеличению локальной 

концентрации порфиринов на микроорганизмах. 

Фотодинамическая активность нанокомпозита (цеолит-Zn-TBut4PyP) нами была 

исследована по отношению к S. aureus. Фотодинамическую активность нанокомпозита 

сравнивали с фотодинамической активностью цеолита и свободного порфирина Zn-TBut4PyP 

(рис. 21). Облучение образцов проводили в течение 30, 60 и 120 мин. 

 

Рис. 21. Выживаемость клеток S. aureus после ФДИ цеолитом, цеолит-Zn-TBut4PyP 

нанокомпозитом и Zn-TBut4PyP. 

Начальный титр клеток – 1×10
9 
КОЕ/мл. Облучение мощностью излучения 30 мВт/см

2
. Концентрация 

цеолита – 0,66 мг/мл, нанокомпозита цеолит-Zn-TBut4PyP – 0,23 мг/мл, Zn-TBut4PyP – 10 мкг/мл. 

Контроль – без добавления Zn-TBut4PyP, цеолита или нанокомпозита цеолит-Zn-TBut4PyP. p<0,05; 

n=5. 

 

Как видно из диаграммы наночастица цеолита не фототоксична. Нанокомпозит цеолит-

Zn-TBut4PyP по сравнению со свободным Zn-TBut4PyP обладает пролонгированным 

действием, что может быть связано c медленным высвобождением порфирина из 

нанокомпозита, или при длительном облучении генерация синглетного кислорода 
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порфирином Zn-TBut4PyP, связанным на поверхности наночастиц, вполне достаточна для 

100% гибели клеток S. aureus, т.е. для проявления бактерицидного эффекта.  

 

3.3. Изучение действия производных синтетических порфиринов против грибковых 

заболеваний растений 

Как было отмечено в гл. 1.3 борьба с фитопатогенными грибами, вызывающими 

корневые гнили у сельскохозяйственных растений, имеет очень важное значение. Они 

приводят к значительным потерям урожая. В связи с этим производные синтетических 

порфиринов были апробированы в качестве поражающих агентов, поскольку они обладают 

высокой антимикробной активностью по отношению к грамотрицательным и 

 грамположительным бактериям. Следовательно, можно ожидать аналогичного действия и 

по отношению к фитопатогенным грибам.  

Для некоторых сельскохозяйственных растений наиболее опасными и 

распространенными заболеваниями являются корневые гнили, вызываемые 

фитопатогенными грибами Bipolaris sorokiniana, Fusarium pseudograminearum, Fusarium 

culmorum (W.G. Smith) Sac., F. graminearum Schwabe, Fusarium oxysporum f. sp. radicis-

lycopersici (FORL) и др (см. гл.  1.3).  

Пшеница является основной злаковой культурой Армении, поэтому нами была 

определена эффективность действия синтетических металлопорфиринов по отношению к 

возбудителям корневой гнили этого растения. На рис. 22 представлена корневая система 

здоровой пшеницы (А) и растения, зараженного корневой гнилью (Б).  

 

Рис. 22. Корневая и прикорневая части озимой пшеницы.  

А – здоровое растение, Б – растение, зараженное корневой гнилью. 
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Как видно на рисунке, фитопатогенные грибы поражают не только корневую, но и 

прикорневую часть растения. 

Исследования проводились в двух направлениях: 

1. исследование эффективности действия катионных металлопорфиринов на 

фитопатогены, вызывающие корневую гниль у пшеницы в тепличных условиях; 

2. исследование эффективности действия катионных металлопорфиринов на 

фитопатогены, вызывающие корневую гниль у пшеницы в полевых условиях. 

 

3.3.1. Исследование эффективности синтетических металлопорфиринов в теплице 

Ранее было установлено, что на опытных полях Научного центра земледелия и защиты 

растений (г. Эчмиадзин, Армавирская область, РА) выявлено несколько типов 

фитопатогенных грибов, вызывающие  корневую гниль.  

Для определения действия на эти фитопатогенные грибы в тепличных условиях были 

выбраны два эффективных металлопорфирина – Zn-TOE4PyP и Ag-TOE4PyP. 

Для проведения экспериментов в теплицах (Национальный аграрный университет 

Армении) был выбран один из самых распространенных видов озимой пшеницы  – 

«Безостая-1». Исследования эффективности действия выбранных металлопорфиринов на 

возбудителей, вызывающих корневую гниль у озимой пшеницы, проводились в условиях, 

описанных в гл. 2. 

 На рис. 23-24 представлены результаты действия металлопорфиринов на рост озимой 

пшеницы, выращенной в теплице в вазонах с землей, зараженной возбудителями корневой 

гнили.  

На рис. 23 представлено влияние предварительного замачивания семян озимой 

пшеницы металлопорфиринами Zn-TOE4PyP и Ag-TOE4PyP.  Наблюдается значительное 

опережение роста, размера колоса растений по сравнению с контролем. 

На рис. 24 видна значительная разница, как в размере колоса, так и в величине зерен 

озимой пшеницы. Эксперименты показали, что наилучшие показатели «прорастания» и 

«высоты растений» наблюдаются, когда проводится предварительное замачивание семян 
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металлопорфирином Zn-TOE4PyP в течение 30 мин при концентрациях 0,75-1 г/л. 

Концентрации металлопорфирина 1,5 г/л и 3 г/л подавляли рост растений. 

 

 

Рис. 23. Изучение эффективности действия металлопорфиринов на рост озимой 

пшеницы «Безостая-1», выращенной в теплице. 

Растения, выращенные в вазонах с землей, зараженной возбудителями корневой гнили: 

1 – семена, обработанные металлопорфирином Ag-TOE4PyP; 

2 – семена, обработанные металлопорфирином Zn-TOE4PyP; 

К – контрольный вазон, где семена не обработаны порфирином. 

 

 

Рис. 24. Изучение эффективности действия металлопорфирина Zn-TOE4PyP на размер 

колоса и зерен озимой пшеницы «Безостая-1». 

Растения, выращенные в теплице в вазонах с землей, зараженной возбудителями корневой гнили; 

А – колос и зерна растений, семена которых предварительно обработаны Zn-TOE4PyP; 

Б – колос и зерна растений, семена которых не обработаны Zn-TOE4PyP. 
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Было исследовано действие раствора Zn-TOE4PyP (1 г/л) на разные стадии роста 

пшеницы: a) стадия 3-х листьев, б) стадия кущения, в) стадия выхода в трубку. 

Дополнительный полив растений раствором Zn-TOE4PyP не вызывало какого-либо 

значительного увеличения темпов роста (увеличение на 1-6%) на всех трех исследованных 

стадиях (а, б, в) роста. Наилучшие результаты были получены без дополнительного полива 

почвы, где высота растений увеличилась на 13,9 ± 0,7%. 

 

3.3.2. Исследование эффективности синтетических металлопорфиринов в полевых 

условиях 

Испытания действия металлопорфиринов на возбудители, вызывающих корневую 

гниль у пшеницы, нами были проведены также на полях Научного центра земледелия и 

защиты растений (г. Эчмиадзин, Армавирская область, РА).  

Семена озимой пшеницы «Безостая-1» были предварительно обработаны 

металлопорфиринами Zn-TOE4PyP и Zn-TBut3PyP и затем посеяны. После «полного 

созревания» пшеницы (на 270 день после посева) измеряли некоторые показатели урожая, 

чтобы выявить эффективность действия порфиринов. Эти измерения можно считать 

косвенными показателями действия металлопорфиринов на возбудители, вызывающих 

корневую гниль, но для сельскохозяйственного продукта они являются реальными 

конечными показателями урожайности. Такими параметрами урожая являются: длина 

колоса, число колосьев в 1 м
2
 поля, вес зерен в одном колосе, вес 1000 зерен (абсолютный 

вес), урожай с 1 м
2
 поля (урожай с 1 га). 

На рис. 25-26 представлены результаты, отображающие эффективность двух 

металлопорфиринов Zn-TOE4PyP и Zn-TBut3PyP в полевых условиях. На рис. 25 видно,    

что у образцов озимой пшеницы «Безостая-1», семена которой были предварительно 

обработаны растворами металлопорфиринов Zn-TOE4PyP и Zn-TBut3PyP, выращенных на 

«зараженном» поле, наблюдается значительное усиление корневой системы и роста стеблей 

(образцы 3 и 4, соответственно) по сравнению с необработанными образцами пшеницы со 

«здоровых» и «зараженных» полей (1 и 2 соответственно). 
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На рис. 26 видно, что размеры колосьев и зерен озимой пшеницы «Безостая-1», семена 

которой предварительно были обработаны металлопорфиринами Zn-TOE4PyP и  

Zn-TBut3PyP (образцы 3 и 4, соответственно), значительно больше, чем размеры колосьев и 

зерен необработанной пшеницы, собранных со «здоровых» и «зараженных» полей (образцы 

1 и 2, соответственно). 

 

Рис. 25. Действие синтетических металлопорфиринов Zn-TOE4PyP и Zn-TBut3PyP на 

рост озимой пшеницы «Безостая-1».  

1 – образцы растений со «здорового» поля (семена, не обработанные порфирином);  

2 – образцы растений с «зараженного» поля (семена, не обработанные порфирином);  

3 – образцы растений с «зараженных» полей (семена, обработанные порфирином Zn-TOE4PyP);  

4 – образцы растений с «зараженных» полей (семена, обработанные порфирином Zn-TBut3PyP). 

 

Рис. 26. Действие синтетических металлопорфиринов Zn-TOE4PyP и Zn-TBut3PyP на 

размер колосьев и зерен озимой пшеницы «Безостая-1».  

1 – образец колоса со «здорового» поля (семена, не обработанные порфирином); 

2 – образец колоса с «зараженного» поля (семена, не обработанные порфирином);  

3 – образец колоса с «зараженного» поля (семена, обработанные порфирином Zn-TOE4PyP); 

4 – образец колоса с «зараженного» поля (семена, обработанные порфирином Zn-TBut3PyP). 



76 

 

Результаты испытаний суммированы в табл. 8. Приведенные данные показывают 

значительный рост всех показателей урожая на тех полях, где семена были предварительно 

обработаны растворами металлопорфиринов. Урожай, полученный из необработанных семян 

со «здорового» поля (столбец № 1), на 14,2% больше, чем урожай, полученный из 

необработанных семян с «зараженного» поля (столбец № 2). Это объясняется заражением 

пшеницы возбудителями, вызывающими корневую гниль.  

Таблица 8  

Показатели урожая при действии синтетических металлопорфиринов Zn-TOEt4PyP и 

Zn-TBut3PyP на корневую гниль пшеницы (p<0,05; n=5) 

Показатели урожая 

№ 1, 

не зараженная 

земля, семена 

не обработаны 

№ 2, 

зараженная 

земля, семена 

не обработаны 

№ 3, 

зараженная 

земля, семена 

обработаны 

порфирином 

Zn-TBut3PyP 

№ 4, 

зараженная 

земля, семена 

обработаны 

порфирином 

Zn-TOE4PyP 

Длина 1 колоса (мм, 

среднее от 25 колосьев) 
6,8 ± 0,8 6,4 ± 0,9 6,8 ± 0,9 7,2 ± 0,8 

Число колосьев на 1 м
2 595 ± 21 507 ± 18 550 ± 15 585 ± 16 

Вес 1000 зерен (г) 41,1 ± 1,9 39,4 ± 1,8 48,5 ± 2,3 47,0 ± 2,2 

Вес зерен в 1 колосе (г, 

среднее от 25 колосьев) 
0,73 ± 0,05 0,75 ± 0,03 0,83 ± 0,05 0,77 ± 0,04 

Урожай с 1 м
2
 (г) 434,3 ± 21 380,2 ± 19 456,5 ± 22 450,4 ± 22 

Урожай с 1 га (центнер) 43,4 ± 2,1 38,0 ± 1,9 45,6 ± 2,2 45,0 ± 2,2 

Прирост урожая в % по 

отношению к № 2 
14,2 ± 0,7 - 20,0 ± 0,9 18,4 ± 0,8 

Содержание белка (%)  

в 100 г зернах  
12,3 ± 0,4 10,5 ± 0,5 14,4 ± 0,3 14,0 ± 0,2 
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Применение металлопорфиринов приводит к увеличению урожая на 20,0% и 18,4% 

(Zn-TBut3PyP и Zn-TOE4PyP, соответственно) по сравнению с урожаем, выращенным из 

необработанных семян на «зараженном» поле (столбец № 2). 

В результате апробирования эффективности действия металлопорфирина Zn-TOE4PyP 

в полевых условиях в трех областях Армении: Араратская область (деревня Ерасхаван), 

Армавирская область (деревня Аршалуйс), Котайкская область (г. Цахкадзор) были 

получены аналогичные результаты. 

Изучение действия порфиринов Zn-TBut3PyP, Zn-TOE4PyP, TOE4PyP и Ag-TOE4PyP 

на фитопатогенные грибы, вызывающие корневую гниль у озимой пшеницы «Безостая-1», 

привело к следующему заключению:  

1. наилучшие результаты были достигнуты при предварительной обработке семян 

пшеницы в течение 30 мин при концентрации растворов металлопорфиринов 1 мг/мл; 

2. обработка растений на разных фазах роста существенно не влияет на урожай и другие 

показатели; 

3. при предварительной обработке семян происходит заметное влияние на рост и 

утолщение стебля, размер колоса и числа зерен в нем;  

4. при предварительной обработке семян растворами Zn-TOE4PyP и Ag-TOE4PyP 

происходит существенное увеличение синтеза белка в зернах на 14,5% и 17,3%, 

соответственно;  

5. при предварительной обработке семян растворами Zn-TBut3PyP и Zn-TOE4PyP 

(столбцы 3 и 4, соответсвенно) достигнуто повышение урожая на 18-20% по 

сравнению с контролем (столбец № 2).  

Таким образом:  

 металлопорфирины, возможно, действуют не по механизму уничтожения 

фитопатогенных грибов, вызывающих корневую гниль, а, по всей вероятности, по 

механизму их подавления и повышения устойчивости растений к возбудителям 

корневой гнили, путем включения порфиринов в цикл синтеза хлорофилла и белков 

(увеличение синтеза белка в зернах на 15-17%);  
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 независимо от механизма действия металлопорфиринов, наблюдаются положительные 

результаты: в высоте растений, диаметре стебля, росте корневой системы, величине 

колосьев и зерен пшеницы;  

 все исследованные металлопорфирины являются хорошими стимуляторами роста и 

повышают урожайность пшеницы на 18-20%. 

Суммируя полученные результаты можно отметить их убедительность в пользу высокой 

биологической активности и эффективности новых катионных металлопорфиринов в борьбе 

против возбудителей корневой гнили сельскохозяйственных растений.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В последнее время большое значение придается разработке новых способов борьбы с 

патогенными микроорганизмами, что обусловлено увеличением количества штаммов, 

устойчивых к действию традиционных антимикробных препаратов [61, 91, 129].  

Одним из наиболее перспективных и инновационных подходов для уничтожения 

патогенов является фотодинамическая инактивация (ФДИ) микроорганизмов [83, 89, 106, 

112, 133, 184].  

Основное преимущество ФДИ микроорганизмов над антибиотикотерапией заключается 

во множественном характере окислительной деструкции клеточной стенки 

микроорганизмов, что затрудняет выработку устойчивости к последующим циклам 

фотодинамических воздействий и можно проводить повторные курсы при значительной 

бактериальной обсемененности [79, 108, 198]. 

Для практического внедрения ФДИ микроорганизмов существует проблема, которая 

заключается в устойчивости грамотрицательных бактерий к фотодинамическому 

воздействию большинства известных ФС [28, 83, 91, 127, 134, 135]. Резистентность 

грамотрицательных бактерий к ФДИ объясняется особенностью строения их клеточной 

стенки [142], отличительным компонентом которой является наружная мембрана (НМ), 

служащая барьером проницаемости (см. рис. 4). 

Механизм трансмембранного транспорта ФС заключается в облегченном переносе 

молекул красителя, важным первичным этапом которого является связывание красителя с 

клеткой [135, 142, 180]. Отрицательный заряд внешней поверхности жизнеспособных 

бактериальных клеток определяет активное связывание с ними и, соответственно, 

выраженную антибактериальную активность катионных красителей [38, 40, 53, 122, 128, 

141]. 

Настоящая работа посвящена скринингу наиболее эффективных ФС из числа новых 

природных и производных синтетических порфиринов. 

По мере накопления экспериментального и клинического материала были 

сформулированы основные требования к ФС, включающие биологические (токсические и 

фармакокинетические), фотофизические и химико-технологические критерии [46]. Известно, 

что наиболее важными требованиями к ФС являются: низкая темновая и высокая световая 
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токсичность в терапевтических дозах [47, 52, 67, 186]; высокий квантовый выход 

синглетного кислорода (γ∆ ≥ 0,5) [48, 109, 121, 159, 186]. 

В связи с этим на первом этапе нашей работы проводились исследования 

антибактериальной активности природных  и производных синтетических порфиринов на 

грамотрицательной бактерии E. coli K-12 в темновых условиях (in vitro). Этот 

микроорганизм является удобной моделью для изучения эффективности влияния 

порфиринов, так как проявляет значительную устойчивость ко многим известным ФС [129, 

135, 153]. 

У исследуемых природных и производных синтетических порфиринов были 

определены не токсичные концентрации (100% выживаемость клеток), необходимые для 

фотодинамических исследований. 

Целью экспериментов было также определение влияния различных периферических 

функцианальных групп и центральных атомов металла в молекулах производных 

синтетических порфиринов на их антибактериальную активность в темновых условиях. 

Из литературных данных известно, что в темновых условиях серебряный комплекс 

производного порфирина (AgТМРуР) проявляет всего лишь бактериостатическую 

активность в отношении тест-культур S. аureus и E. coli [7]. 

В отличие от этой работы, проведеные нами исследования в темновых условиях 

показали, что наличие металла (Zn
2+

, Ag
2+

, Co
2+

) в координационной плоскости производных 

синтетических порфиринов повышает антибактериальную активность исследуемых 

соединений по сравнению с металл не содержащими аналогами (см. табл. 1). Наиболее 

высокую темновую активность проявляют серебряные комплексы порфиринов. Очевидно, 

это обусловлено природой центрального атома металла и его координационной 

насыщенностью (см. табл. 3). 

Сравнение бактерицидной активности серебряных комплексов исследуемых 

производных синетических порфиринов с различными периферическими функцианальными 

группами приводит к заключению, что наличие бутил- и аллил- гидрофобных групп           

Ag-TBut4PyP и Ag-TAll4PyP приводит к понижению МБК (в 5 раз) по сравнению с оксиэтил-

группой Ag-TOE4PyP, которая содержит ОН гидрофильный конец (см. рис. 10). Очевидно, 

что степень гидрофобности периферических функциональных групп порфиринов 
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способствует более сильной ассоциации с наружной мембраной клеток кишечной палочки и 

увеличению поглощения исследуемых порфиринов. 

В пользу этого факта говорят также данные других авторов. Так в исследованиях Minnock 

с соавторами показано, что инкубация с катионным фталоцианином в темновых условиях 

приводит к повышению проницаемости наружной мембраны E. coli и увеличению 

поглощения гидрофобных соединений [142]. 

Исходя из полученных нами данных, можно заключить, что серебряные комплексы 

исследуемых производных синтетических порфиринов с гидрофобными периферическими 

функциональными группами (Ag-TBut4PyP и Ag-TAll4PyP) являются очень эффективными 

биологическими агентами против грамотрицательной бактерии E. coli К-12 в темновых 

условиях. 

Что касается природных порфиринов, то проведенные нами исследования в темновых 

условиях показали, что серебряные комплексы проявляют до 1,5 раза более высокую 

темновую активность, чем цинковые комплексы и металл не содержащие аналоги. 

Сравнение антибактериальных активностей Ag-феофитин(а+b) и Ag-феофитин(а) приводит к 

заключению, что препарат Ag-феофитин(а+b) имеет более высокую активность, чем          

Ag-феофитин(а) (см. табл. 2).  

Полученные нами данные согласуются с результатами исследований Казаряна с 

соавторами. Ими показано, что Ag-феофитин(а+b) проявляет 3,2 раза более высокую 

антибактериальную активность против микробной суспензии S. aureus 906, чем  

Ag-феофитин(а) [12]. 

 По действию на микроорганизмы синтетические катионные порфирины в темновых 

условиях до 70 раз более эффективны, чем природные порфирины. Результаты исследований 

антибактериальных активностей 11 производных синтетических порфиринов по отношению 

к E. сoli К-12 в темновых условиях свидетельствуют о высокой степени активности 

синтетических металлопорфиринов, особенно серебряных комплексов синтетических 

порфиринов, для которых МБК в 4-16 раз меньше по сравнению с остальными 

синтетическими порфиринами (см. табл. 3). 

Одним из наиболее важных показателей эффективности ФС является его способность 

содействовать генерации синглетного кислорода. В связи с этим актуальной задачей является 
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исследование фотофизических свойств порфиринов и отбор подходящих порфиринов по 

критерию высокого квантового выхода синглетного кислорода. 

Изучение спектров поглощения и флуоресценции исследуемых катионнных 

синтетических порфиринов показало, что у кобальтовых и серебряных комплексов 

порфиринов отсутствует флуоресценция. У цинковых комплексов и металл не содержащих 

производных синтетических порфиринов отмечено наличие заметной флуоресценции. Они 

оказались фотостабильными при освещении в течение более 1 ч [88].  

В связи с явлением тушения флуоресценции тяжелыми металлами (Со и Ag) 

исследования эффективности фототоксичности порфиринов проводили с металл не 

содержащими производными синтетических порфиринов и их цинковыми комплексами.  

Все отобранные порфирины обладают достаточно высокими значениями квантовых 

выходов синглетного кислорода по отношению к стандарту − H2TM4PyP (γ∆ = 77%), 

наиболее высокий квантовый выход синглетного кислорода выявлен у                                  

Zn-металлопорфиринов (Zn-TOE4PyP – 0,85%; Zn-TAll4PyP – 0,86%; Zn-TBut4PyP – 0,97%) 

(см. табл. 4). 

Далее проводились исследования фотодинамической инактивации грамотрицательных 

и грамположительных бактерий выбранными катионными синтетическими порфиринами. 

Результаты исследований фотоинактивации клеток E. сoli К-12 свидетельствуют о 

высокой степени активности цинковых комплексов синтетических порфиринов, 

проявляющих в 2-2,5 раза более высокую эффективность, чем их металл не содержащие 

аналоги (см. табл. 6). Сравнительно высокой фототоксичностью обладают 

металлопорфирины Zn-TBut4PyP и Zn-TAll4PyP, которые при концентрации 2 мкг/мл и 

облучении в течение 30 мин (30 мВт/см
2
) приводят к 100% (9 log10) гибели клеток E. coli     

К-12 (см. табл. 5). 

Наши результаты согласуются с исследованиями Pavani c соавторами, которые 

показали, что цинк содержащие порфирины сильнее связываются с мембранамы, чем их 

металл не содержащие аналоги [165]. 

Исследуемые катионные синтетические порфирины проявляют в 1000 раз более 

высокую фотодинамическую активность, чем анионный хлорин е6 и нейтральный  

Al-фталоцианин (см. табл. 6). 
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Эти результаты свидетельствуют, что катионные ФС могут иметь более широкое 

применение в фотоинактивации бактериальных клеток, чем обычно используемые в 

фотодинамической терапии анионные или нейтральные ФС. 

Исходя из полученных нами данных можно предположить, что механизм 

фотоинактивации грамотрицательных бактерий происходит следующим образом: 

положительный заряд катионных ФС, в отличие от нейтрально и отрицательно заряженных 

ФС, способствует электростатическому связыванию с наружной мембраной бактерии, 

вызывая начальное ограниченное повреждение и проникновение в клетку. По этому 

нейтрально и отрицательно заряженные ФС обладают незначительной фототоксичностью по 

отношению к грамотрицательным бактериям даже при условии, когда они являются 

эффективными генераторами синглетного кислорода. Это предположение коррелирует с 

заключениями нескольких групп исследователей, проводивших аналогичные работы [80, 

132, 138, 141].  

В результате наших исследований выявлено, что добавление CaCl2 в сузпензию клеток   

E. coli К-12 при ФДИ с Zn-TBut4PyP вызывает уменьшение фотодинамического эффекта, т.е. 

присутствие катионов Ca
2+

 защищает бактерии от фотоинактивации (см. рис. 12). С одной 

стороны, это может быть связано с прямым конкурентным взаимодействием поликатионых 

ФС и бивалентных катионов (Ca
2+

) с центрами связывания на поверхности бактериальной 

клетки (например, отрицательно заряженными группами липополисахаридов), а с другой – с 

понижением проницаемости наружной мембраны для красителя Zn-TBut4PyP в присутствии 

стабилизирующих катионов Ca
2+

. Полученные данные также позволяют сделать вывод о том, 

что фотоинактивация бактерий (особенно грамотрицательных бактерий), в первую очередь, 

определяется эффективностью связывания молекул ФС с клетками-мишенями. 

В работах других авторов при использовании анионного ФС (мероцианин 540) 

добавление NaCl позволяет повысить бактерицидный потенциал при инактивации 

стафилококков [6, 187]. Они пологают, что ионы Na
+
 покрывают отрицательный заряд на 

клеточной стенке бактерий и тем самым облегчают электростатическое взаимодействие 

анионных ФС с бактериями. Эти данные также приводят к аналогичному выводу о 

зависимости фотоинактивации бактерий от эффективности связывания молекул ФС с 

клетками-мишенями. 
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Основываясь на полученных нами результатах можно установить, что исследуемые 

катионные синтетические металлопорфирины Zn-TAll4PyP и Zn-TBut4PyP являются 

высокоэффективными ФС по отношению к грамотрицательным бактериям. Высокая 

антибактериальная эффективность исследуемых катионных синтетических 

металлопорфиринов зависит от четырех факторов: присутствия в порфириновом макроцикле 

положительного заряда (+4), металла (Zn
2+

) и гидрофобных периферических 

функциональных групп, а также высоких значений квантовых выходов генерируемого 

синглетного кислорода. 

Аналогичные заключения были сделаны и другими исследователями: свойства 

эффективного ФС зависят от числа, положения и природы замещенных функциональных 

групп и типа центрального атома металла [220]; тетракатионные производные порфирина 

являются высокоэффективными ФС по отношению к грамотрицательным бактериям [38, 

108]; эффективность этих порфиринов может отличаться в зависимости от природы 

замещенных функциональных групп – например, гидрофобные (липофильные) группы 

повышают аффинность (сродство) порфиринов к мембранам клеток и проникновение ФС в 

клетки микроорганизмов, что приводит к повышению эффективности ФДИ [38, 68]; 

внесение атома цинка в порфириновое кольцо приводит к повышению эффективности ФДИ, 

что обусловлено с более сильным связыванием цинк металлокомплексов порфирина с 

фосфолипидами и повышением проникновения ФС в клетки [37, 164, 165, 191]. 

Исследование фотодинамической активности Zn-TBut4PyP по отношению к различным 

грамположительным (S. aureus, S.epidermidis) и грамотрицательным (E. coli K-12,                   

S. typhimurium Г-38) бактериям показало, что порог инактивации грамположительных 

бактерий в 2-3 раза ниже, чем для грамотрицательных бактерий (см. рис. 13), что 

соответствует с данными, полученными другими авторами [108, 137, 141, 174]. 

Полученные данные относительно сравнительной фотоинактивации метициллин 

резистентного (MRSA) и  метициллин чувствительного штаммов S. aureus показали, что    

Zn-TBut4PyP одинаково эффективен по отношению к обоим штаммам (рис. 27). ФДИ с      

Zn-TBut4PyP при концентрации 0,7 мкг/мл и мощностью излучения 30 мВт/см
2 

в течение 30 

мин приводила к 100% (9 log10) гибели клеток. 
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В работе Hajim с соавторами восемь изолированных от пациентов штаммов MRSA 

были полностью уничтожены (100 %) после 15 мин воздействия гелий-неоновым лазером 

(632,8 нм) в присутствии 50 мкг/мл катионного толуидинового синего в in vitro условиях 

[89]. 

В исследованиях Kashef с соавторами ФДИ с толуидиновым синим (50 мкг/мл) и дозой 

облучения 46,8 Дж/см² приводила к сокращению числа КОЕ MRSA на 3,1 log10 и S. aureus 

АТСС 25923 на 4,2 log10. ФДИ с использованием катионного метиленового синего 

(50 мкг/мл) и дозой облучения 163,8 Дж/см² приводила к сокращению числа КОЕ MRSA и   

S. aureus АТСС 25923 на 2,2 log10 и 3,1 log10, соответственно [112]. 

 

Рис. 27. Выживаемость клеток S. aureus и MRSA после фотоинактивации с                    

Zn-TBut4PyP.  

Начальный титр клеток – 1×10
9 

КОЕ/мл. Облучение в течение 30 мин мощностью излучения 

30 мВт/см
2
. Контроль – суспензия клеток без добавления Zn-TBut4PyP. p<0,05; n=5. 

 

В отличие от данных этих авторов, полученные нами результаты свидетельствуют об 

очень высокой фотодинамической эффективности (более чем в 50 раз) исследуемых 

катионных синтетических порфиринов, в частности Zn-TBut4PyP. 

В результате наших исследований выявлено, что удлинение времени светового 

воздействия от 30 до 60 мин приводит к сокращению числа выживших клеток E. сoli К-12 

еще на 9-21% (см. табл. 7). 

Основываясь на полученные нами результаты можно установить, что удлинение 

времени светового воздействия приводит к повышению фотодинамической активности 

исследуемых производных синтетических порфиринов, которое позволит добиться 

уничтожения микроорганизмов при более низких концентрациях. 
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В in vivo условиях эффективность ФДИ микроорганизмов снижается по сравнению с   

in vitro условиями под влиянием таких факторов, как агрегация и связывание ФС с белками 

плазмы крови. Такие системы доставки как наночастицы позволяют снизить вероятность 

агрегации и увеличить локальную концентрацию ФС в непосредственной близости от 

клеточной стенки бактерий [78, 98, 116, 118, 168, 202]. 

Исследование процессов сорбции порфиринов на наночастицах серебра или цеолитов 

является первым важным этапом решения задачи создания эффективных нанокомпозитов.  

Проведенные нами работы в этом направлении показали, что процент сорбции для 

катионного TBut4PyP на наночастицах серебра диаметром 20 нм составляет 61%, 

 а процент сорбции для катионного Zn-TBut4PyP на наночастицах цеолита – 98%. Отметим, 

что в отличие от катионных порфиринов, нейтральный Al-фталоцианин практически не 

связывался с наночастицами (см. рис. 17, 19, 20). 

Полученные нами данные подтверждаются исследованиями Zhan с соавторами. Ими 

было показано, что катионные порфирины хорошо инкапсулируются во внутренюю область 

цеолитов ионообменным механизмом, тогда как анионные порфирины не встраиваются,        

а нейтральные – лишь в следовых количествах [223]. 

Исследование фототоксичности нанокомпозита цеолит-Zn-TBut4PyP при инактивации  

S. aureus показали, что он по сравнению со свободным Zn-TBut4PyP обладает 

пролонгированным действием. Это может быть связано или c медленным высвобождением 

порфирина из нанокомпозита, или при длительном освещении генерация синглетного 

кислорода порфирином Zn-TBut4PyP, связанным на поверхности наночастиц, вполне 

достаточна для 100% уничтожения микроорганизмов. 

В отличие от полученных нами результатов исследования Nagy с соавторами показали, 

что иммобилизованные наночастицы серебра в цеолитных наночастицах обладают всего 

лишь бактериостатическим действием по отношению к MRSA [147]. 

Достигнуые в настоящей работе результаты по созданию эффективных нанокомпозитов 

указывают на перспективность проведения дальнейших исследований с целью их 

применения в ФДИ микроорганизмов в in vivo условиях. 

Катионные порфирины были апробированы в качестве поражающих агентов по 

отношению к фитопатогенным грибам, вызывающих у пшеницы корневые гнили, которые 



87 

 

приводят к значительным потерям урожая. Работы были проведены в тепличных и полевых 

условиях. 

Предварительное замачивание семян озимой пшеницы металлопорфиринами  

(Zn-TOE4PyP, Ag-TOE4PyP, Zn-TBut3PyP) при концентрации 1 мг/мл в течение 30 мин 

приводило к значительному усилению роста корневой системы, стеблей и увеличению 

размера колоса озимой пшеницы по сравнению с контролем. Выявлено, что все 

исследованные металлопорфирины являются хорошими стимуляторами роста и повышают 

урожайность пшеницы на 18-20% (см. рис. 23-26, табл. 8).  

Что касается механизма действия металлопорфиринов то вероятно, что они подавляют 

рост грибов и повышают устойчивость растений по отношению к корневой гнили, путем 

включения порфиринов в цикл синтеза хлорофилла и белков (увеличение синтеза белка в 

зернах на 15-17%). 

Отметим, что в литературе отсутствуют данные относительно применения порфиринов 

не только для защиты пшеницы от корневой гнили, но и их использования в сельском 

хозяйстве. 

Таким образом, результаты проведенных работ свидетельствуют о высокой 

эффективности действия синтетических катионных порфиринов, особенно их цинковых 

комплексов с гидрофобными периферическими функцианальными группами, по отношению 

к исследованным грамотрицательным и грамположительным бактериям, а также к такому 

опасному виновнику внутрибольничных и общественных инфекций, как полирезистентный 

штамм MRSA. 

Очевидно, что новые синтетические катионные порфирины являются соединениями с 

высокой биологической активностью и могут быть эффективно применены в борьбе с 

патогенными микроорганизмами в медицине и грибковыми заболеваниями в сельском 

хозяйстве.  
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ВЫВОДЫ 

 

1. Производные синтетических порфиринов обладают более высокой темновой 

токсичностью по сравнению с природными порфиринами. Серебряные комплексы этих 

синтетических порфиринов проявляют более высокую активность, чем металл не 

содержащие аналоги и цинковые комплексы. 

2. Установлено, что производные синтетических порфиринов обладают высоким 

квантовым выходом синглетного кислорода и являются перспективными 

соединениями в борьбе с патогенными микроорганизмами фотодинамическими 

подходами. В этом отношении наиболее перспективными являются цинковые 

комплексы производных синтетических порфиринов. 

3. Производные cинтетических порфиринов обладают высокой степенью 

фототоксичности по отношению как к грамотрицательным, так и грамположительным 

бактериям, в том числе и полирезистентного штамма MRSA. Цинковые комплексы 

производных синтетических порфиринов обладают более высокой фототоксичностью по 

сравнению с металл не содержащими аналогами порфиринов. Эффективность действия 

этих металлопорфиринов на бактериях согласуется с уровнем генерации синглетного 

кислорода. 

4. Показано, что производные синтетических порфиринов образуют устойчивые 

комплексы с наночастицами серебра и цеолита. По сравнению с наночастицами 

серебра наночастицы цеолита проявляют более высокую степень сорбции 

порфиринов, соответственно 61% и 98%.  

5. Показано, что обработка семян озимой пшеницы растворами синтетических 

металлопорфиринов стимулирует рост, повышает урожайность на 18-20% и 

противодействует заражению пшеницы фитопатогенными грибами, вызывающими 

корневые гнили. 

6. Новые катионные производные синтетических порфиринов являются соединениями с 

высокой биологической активностью и могут быть эффективно применены в борьбе 

против патогенных микроорганизмов в медицине и грибковых заболеваний в сельском 

хозяйстве.    
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