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Введение 

 Флуоресцентная спектроскопия — метод исследова-
ния структуры и динамики, как живых, так и неживых 
систем. Своим успехом она обязана большой чувстви-
тельности излучения флуорофоров к их ближайшему 
окружению [1]. Флуоресценцию можно использовать 
для высокоточных исследований физико-химических и 
биохимических процессов. Технические возможности 
метода позволяют получать спектры отдельной молеку-
лы [2]. Метод флуоресценции применяют в аналитиче-
ских исследованиях в области биохимии [3], медицин-
ской химии [4], и окружающей среды [5]. 
 Популярность этой спектроскопии привела к расши-
рению класса органических и неорганических флуоро-
форов. Они могут быть использованы разнообразными 
способами, чаще всего — в качестве метки [6]. Однако, 
в данном случае возникают некоторые ограничения, 
связанные с тушением флуоресценции и уменьшением 
квантового выхода. Были развиты такие альтернативные 
подходы как, например, использование дендримеров 
[7], которые до сих пор являются довольно дорогостоя-
щими, флуоресцентных полимеров [8], цеолитов [9] или 
сфер активированного латекса, а также неорганических 
нанокристаллов (квантовых точек) [10]. Использование 
органических кристаллов или пигментов [11], в принци-
пе, очень привлекательный метод, так как позволяет 
формировать высокую локальную концентрацию флуо-
рофора и получать ультраяркие объекты [12], но, к со-
жалению, лишь малая доля флуорофоров способна об-
разовывать излучающие кристаллы. Действительно, 
агрегирование подавляет флуоресценцию [13] за счет 
взаимодействия между электронными облаками моле-
кул, которое делает более вероятными безызлучатель-
ные переходы [14]. 
 В течение нескольких лет мы стремились синтезиро-
вать разные флуоресцирующие кристаллы, чтобы полу-
чить новые излучающие производные 4,4-дифтор-4-
бора-3а,4а-диаза-s-индацена, более известного как ком-
мерческий препарат BODIPY®. Эти хромофоры и, в 
особенности, их полизамещенные производные облада-
ют оптимальными спектральными характеристиками 
(высокий квантовый выход флуоресценции, высокая 

стабильность при облучении) [15], при этом их синтез 
из производных пиррола весьма прост [16]. Наш подход 
основан на использовании нанокристаллов или диспер-
сий латексных наношариков BODIPY и направлен на 
получение сверхчувствительных флуоресцентных сен-
соров. 
 Показано, что тушение флуоресценции в твердой 
фазе можно ограничить или избежать, если флуорофоры 
находятся на некотором расстоянии друг от друга [17]. 
Поэтому мы синтезировали пространственно затруд-
ненные пирролы, которые стали основой для дальней-
шего получения производных BODIPY, способных об-
разовывать флуоресцирующие кристаллы. Эти соедине-
ния также могут быть введены в структуры полимерных 
наночастиц [18] без риска тушения флуореценции при 
агрегации. К тому же, введение заместителей в пир-
рольное кольцо смещает спектр поглощения этих про-
изводных в область более низкой энергии [19]. 
 В этой работе мы представляем синтез пирролов со 
стерически затрудненными заместителями на основе 
реакции Трофимова и их последующую трансформацию 
в BODIPY. Далее приводятся более подробно фотофи-
зические свойства в растворе и в твердой фазе. 

Синтез BODIPY 

 Синтез BODIPY был осуществлен в три этапа: кон-
денсация альдегида с двумя молекулами пиррола, окис-
ление, комплексообразование с трифторидом бора (схе-
ма 1). Промежуточные продукты не выделялись. 
 Бургесс с соавторами [20] предложили новый спо-
соб, заменив альдегид хлорангидридом (схема 2). Гео-
метрия молекул рассчитана квантово-химически для 
структур с минимальной энергией в газовой фазе. 
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Схема 1. Синтез BODIPY конденсацией пиррола с альдегидом (DDQ — дицианодихлорбензохинон) 
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 Этот метод не требует выделения промежуточного 
индацена и стадии окисления добавлением DDQ (ди-
цианодихлорбензохинон), что является большим пре-
имуществом, так как исключается возможность образо-
вания нежелательных побочных продуктов. Метод тре-
бует продолжительного нагревания (24 ч с перемешива-
нием в растворителе), но выход реакции в целом значи-
тельно выше. 
 Первое производное BODIPY (МВ) было получено 
реакцией конденсации криптопиррола с мезитилальде-
гидом (схема 3) с выходом 70% [21]. 
 Фотофизические свойства полученного производно-
го в твердой фазе оказались не вполне удовлетвори-
тельными (см. ниже). Тогда был осуществлен синтез 
пирролов с более объемными заместителями по реакции 
Трофимова (конденсация оксимов с ацетиленом в 
сверхосновной среде — схема 4) [22]. Эта реакция по-
зволяет получать неограниченный ряд пирролов из ок-
симов ацильных производных и ацетилена. 

 В данной работе были использованы два ароматиче-
ских соединения: мезитилен и [2.2]парациклофан. Труд-
ности возникли на стадии синтеза оксима этилмезитил-
кетона. Оказалось, что этилмезитилкетон (1) проявляет 
очень низкую реакционную способность по отношению 
к гидроксиламину. Оксимирование кипячением кетона с 
гидрохлоридом гидроксиламина в различных условиях, 
включая микроволновую активацию, оказалось неэф-
фективным. «Летаргическое оксимирование» (в течение 
8 месяцев) позволило получить его оксим (2) с выходом 
только 30% (схема 5). 
 Была также использована другая схема получения 
этого оксима (схема 6): по реакции мезитилмагнийбро-
мида (4) с пропионитрилом с образованием соответст-
вующего имина, оксимирование которого дает оксим 
(общий выход ∼ 40%). Весь синтез может быть осущест-
влен за два дня. 
 В 5-ацетил[2.2]парациклофане стерические препят-
ствия выражены менее ярко. В этом случае оксим мож-
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Схема 2. Синтез BODIPY по Бургессу конденсацией пиррола с хлорангидридом 
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но получить прямым оксимированием кетона гидрокси-
ламином без труда и с хорошим выходом (97%). 
 Синтез пирролов был осуществлен по реакции окси-
мов с ацетиленом в присутствии сверхоснования гидро-
ксид калия/диметилсульфоксид. В случае оксима этил-
мезитилкетона при атмосферном давлении ацетилена 
соответствующий пиррол получен с выходом 23%. В 
тех же условиях выход пиррола из оксима 5-
ацетил[2.2]парациклофана не превышал 10—15%. Этот 
результат можно объяснить деоксимированием оксима в 
условиях реакции. Был предложен альтернативный под-
ход, согласно которому первоначально получают без-
водный оксимат цезия, затем в присутствии ацетилена 
проводят реакцию при давлении 14 атм и получают 
пиррол с общим выходом 41% [23]. 
 Аналогично был синтезирован BODIPY ТМВ кон-
денсацией 2-мезитил-3-метилпиррола с мезитилальде-
гидом с выходом 45%. 

Молекулярное моделирование 

 Два полученных производных BODIPY были смоде-
лированы (рис. 1) методом DFT (метод функционала 
плотности) [24]. Для обеих молекул центральный инда-
цен является плоским, а циклы мезитильных групп, 
заключенные между метильными группами в позициях 
2 и 6, располагаются по отношению к нему под углом 
90°. Таким образом, ароматические системы служат 
хорошими объемными заместителями, не нарушающи-
ми тонкую структуру центрального фрагмента BODIPY. 
Результаты согласуются с данными работы [25], в кото-
рой показано, что стерические затруднения, связанные с 
заместителем R4 в молекуле BODIPY, значительно 
влияют на флуоресцентные свойства BODIPY. 
 Сравнение двух структур показывает, что наличие 
трех объемных заместителей в молекуле ТМВ должно 
ограничивать возможность межмолекулярных взаимо-

действий. Можно ожидать, что фотофизические свойст-
ва ТМВ в твердой фазе будут более удовлетворитель-
ными, чем в случае МВ. Переход S0 → S1 происходит в 
молекуле BODIPY между орбиталями HO и BV (рис. 2) 
[26]. В случае ТМВ эти две орбитали локализованы в 
центральном индацене и никак не связаны с ароматиче-
скими кольцами периферийных частей молекулы. По-
добный результат наблюдается и для МВ. Наличие за-
местителей не влияет на положение полос поглощения и 
излучения производных МВ и ТМВ. 

Спектрометрические исследования 

Флуоресценция в растворе 

 Спектры адсорбции и флуоресценции МВ и ТМВ 
представлены на рис. 3. Максимумы поглощения нахо-
дятся при 526 нм и 543 нм и соответствуют переходу  
S0 → S1. Имеется также другая полоса поглощения в 
области 350 нм, которая обусловлена S0 → S2 перехо-
дом. Максимумы полос излучения (S1 → S0) соответст-
вуют 535 нм и 556 нм для МВ и ТМВ, соответственно. 
Смещение максимума в область более длинных волн 
связано с индуктивным эффектом мезитильных групп. 
Такой вид спектров характерен для всех молекул семей-
ства BODIPY. Молекулярные коэффициенты экстинк-
ции МВ и ТМВ и квантовый выход флуоресценции 
довольно высоки (табл. 1). 
 Спектры возбуждения совпадают со спектрами по-
глощения. Время жизни флуоресценции в дихлорметане 
∼ 6 нс (±0,1). Оба флуорофора стабильны при световом 
облучении (никаких изменений не наблюдалось при 
световом воздействии 200 мВт•см–2). 
 Ранее был изучен BODIPY, молекула которого со-
держала в положении 4 пиррольного кольца 4′-иод-
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Схема 6. Альтернативная схема получения этилмезитилоксима 

 
  a) b)

 

б а 

 

Рис. 2. Орбитали ОН (а) и BV (б) молекулы ТМВ 

 

 

 

Рис. 1. Структуры МВ и ТМВ, полученные минимизацией в 
газовой фазе по методу В3LYP/6-31G٭(d) 
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фенильный заместитель. Свойства этого BODIPY в 
хлороформе очень схожи со свойствами МВ. Бурхарт с 
соавторами [27] синтезировали аналог ТМВ с 4′-иод-
фенильным заместителем в 4-ом положении и фениль-
ной группой в положении 1, однако этот BODIPY имеет 
существенно меньший квантовый выход флуоресценции 

(0,2 в CHCl3), поскольку враще-
ние фенильных групп приводит к 
появлению безызлучательных 
переходов. Блокирование такого 
вращения позволяет существенно 
повысить квантовый выход 
[25, 27]. В молекуле ТМВ враще-
ние мезитильных групп вокруг 
связи С—арил заторможено. Этим 
можно объяснить наблюдаемый 
высокий квантовый выход флуо-
ресценции. 

Активирование наночастиц 
полистирола 

 Мы поместили молекулы МВ в 
шарики полимера (рис. 4). Эти 
частицы являются носителями 
цикламных групп (L), располо-
женных как на поверхности, так и 
в центре, которые связываются с 
ионами Zn(II), Cu(II), Ni(II) 
(табл. 2). Латекс, диаметром в 
15 нм, стабилен в водной суспен-
зии в присутствии поверхностно-
активного вещества (бромид доде-
цилтриметил аммония — от 15 до 
0,05% по массе). 
 Цвет шариков зависит от 
природы иона металла, находя-

щегося в растворе (рис. 5). В водном растворе шарики 
бесцветны, но если добавить, к примеру, ионы меди 2+, 
то они становятся окрашенными в сине-фиолетовый 
цвет. 
 Шарики были пропитаны молекулами МВ набухани-
ем в дихлорметане. Органический растворитель раскры-
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Рис. 3. Спектры поглощения (а) и излучения (б) в дихлорметане: 
пунктир — МВ; сплошная линия — ТМВ  

Таблица 1 

Характеристики спектров поглощения и флуоресценции в дихлорметане: 

χ2 (MB) = 1,058; χ2 (TMB) = 0,969 

Произ-
водное 

BODIPY 

Максимум 
поглощения, 

λадс , нм 

Максимум  
флуоресценции, 

λизл , нм 

Коэффициент 
экстинкции,  

ε, л/(моль•см) 

Время жизни, 
τ, нс 

Квантовый 
выход, φf 

MB 526 535 58000 6,10 0,72 

TMB 543 556 80000 6,30 0,90 
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Рис. 4. Схема синтеза наночастиц полистирола с цикламными группами 

Таблица 2 

Константы ассоциации циклама с ионами металлов 

Показатель Cu(II) Ni(II) Zn(II) Co(II) Cd(II) 

Константа ассоциации K 1027 1020 1020 1013 1011 

Цвет шариков в растворе Сине-фиолетовый Сине-зеленый бесцветный — бесцветный 
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вает наночастицы, гидрофобный флуорофор избегает 
водной среды и проникает в шарики, которые сужаются 
при упаривании растворителя. При этом спектроскопи-
ческие свойства МВ изменяются незначительно (λадс = 
528,5 нм, λзл = 540 нм, квантовый выход флуоресценции 
0,77). Показано, что в один шарик можно поместить 
70—80 молекул МВ без особых изменений его размера 
и цвета. При большем внедрении (до 110 молекул МВ в 
шарик), стабильность систем уменьшается (за несколько 
месяцев происходит потеря окраски). Также были отме-
чены сдвиг спектров поглощения и излучения в область 
более длинных волн, уменьшение времени жизни и 
квантового выхода флуоресценции, что свидетельствует 
об образовании неизлучающих агрегатов. 
 Образцы, содержащие 75 молекул флуорофора на 
шарик, селективны по отношению к ионам Cu(II). Дей-
ствительно, только эти ионы способны погасить флуо-
ресценцию (рис. 6), порог обнаружения ионов меди 
таким образом составляет величину порядка 1 нмоль/л 
(0,03 иона меди на шарик). 
 Ионы никеля и цинка не влияют на флуоресценцию. 
Такая селективность может быть объяснена переносом 
энергии от флуорофора к окрашенному комплексу, по-
скольку спектр комплекса циклам-медь заметно пере-
крывается со спектром излучения МВ. 
 Анализ спектральных данных показывает, что внут-
ри частиц флуорофор может находиться в двух различ-
ных состояниях. Флуоресценция 80% молекул хромо-
фора тушится комплексом циклам-медь, оставшиеся 
20% сохраняют свои первоначальные свойства. Это 
позволяет утверждать, что 20% молекул флуорофора 
располагаются в самом центре частиц. С другой сторо-
ны, тушение флуоресценции очень эффективно (9% 
тушения при концентрации ионов 5 нмоль/л), что можно 
объяснить эффектом антенны (скачок энергии при пере-
ходе Фростера) между молекулами BODIPY, заключен-
ными внутри частицы. Этот вывод был подтвержден 
измерениями анизотропии флуоресценции. 

 Благодаря внедрению в наночастицы молекул семей-
ства BODIPY, нам удалось улучшить чувствительность 
колориметрического нанодатчика на ионы Сu2+. 
 Мы также поместили молекулы ТМВ внутрь наноча-
стиц, поверхность которых модифицирована циклам-
ными группами [28]. Спектроскопические свойства 
полученных частиц не отличаются от свободных моле-
кул ТМВ (λадс = 545 нм, λизл = 559 нм, τF = 7 нс), однако 
не удается внедрить более 40 молекул в один шарик, 
при этом наблюдается снижение растворимости краси-
теля вне матрицы. Молекулы ТМВ имеют более круп-
ные размеры (около 15 × 10 × 5 Å), чем молекулы МВ 
(около 10 × 10 × 5 Å), полимер имеет другую структуру, 
если лиганд циклам пришит только к поверхности и не 
содержится внутри шариков. По этим причинам одна 
частица нанолатекса связывает большее число молекул 
МВ, чем молекул ТМВ. Проводятся эксперименты по 
исследованию тушения флуоресценции ТМВ ионами 
металлов. 
 Как уже отмечалось выше, наблюдалось образование 
агрегатов при большом содержании молекул МВ в од-
ном шарике, что следовало из изменения некоторых 
параметров флуоресценции. Проведено изучение 
свойств МВ и ТМВ в аморфных пленках и в кристалли-
ческом порошке. 

Аморфные пленки 

 Аморфные пленки МВ и ТМВ можно получить бы-
стрым выпариванием растворителя. Рассмотрение 
флуоресцентных свойств показывает наличие капелек 
величиной в несколько микрометров, находящихся на 
расстоянии нескольких нанометров друг от друга. 
 На рис. 7 представлены спектры поглощения и излу-
чения пленки ТМВ. По сравнению с раствором в ди-
хлорметане, спектр поглощения шире, и максимум сме-
щен в область более длинных волн (∆λ = +10 нм). Спектры 
флуоресценции содержат два максимума: при 569 ± 4 нм и 
при 619 ± 2,9 нм (табл. 3). Общий спад флуоресценции 
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Рис. 5. Спектры поглощения цикламов: 

1 — свободные лиганды цикламов; 2 — комплексы циклам-
никель; 3 — циклам-цинк; 4 — циклам-медь 
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Рис. 6. Спектр флуоресценции нанолатекса, содержащего 
молекулы МВ в присутствии ионов Сu2+ 
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происходит мультиэкспоненциально, наблюдаемое время 
жизни значительно ниже, чем в случае мономерных моле-
кул в растворе (от 0,5 до 1,5 нс). 
 Согласно модели агрегирования Кашá [28], в агрега-
тах типа J диполи молекул имеют противоположную 
ориентацию (рис. 8): имеет место разрешенный переход 
из основного состояния на более низкий энергетический 
уровень. В нижней части рисунка представлена схема 
ориентации диполей в основном и высшем возбужден-
ном состояниях флуорофора. Спектр поглощения сме-
щен в область более длинных волн, релаксация проис-
ходит быстрее, и время жизни меньше, чем в случае 
мономера в растворе. В первую область поглощения 
вносят вклад мономерные молекулы ТМВ, а вторая 
определенно является следствием образования агрега-
тов типа J. 
 Мы стремились уменьшить «вклад мономера» (λизл. ∼  

569 нм) в формирование изображе-
ний за время жизни флуоресценции 
агрегатов (λизл.∼  619 нм) (рис. 9), для 
чего были использованы фильтры для 
«выделения» областей доступных 
длин волн. 
 «Вклад мономера» (фильтр с мак-
симумом пропускания 560 нм) можно 
наблюдать на рис. 9б — гомогенное 
изображение для всего образца как по 
интенсивности, так и по времени жиз-
ни. Следует отметить, что время жизни 
для мономера намного меньше, чем в 
случае общего выхода флуоресценции 
(весь спектр длин волн, рис. 9а). Веро-
ятно, мономер монотонно уменьшает 
излучение — происходит «тушение» 
флуоресценции. 
 «Вклад агрегата» (фильтр с мак-
симумом 619 нм): не одинаков по 
интенсивности для всего образца 
(рис. 9в), — агрегат не гомогенен; 

время жизни больше, чем в случае мономера. 
 Совокупность этих данных, говорит о том, мономер 
является здесь основной формой. Как показывает визуали-
зация интенсивности, он распределен гомогенно, излучение 
его тушится вследствие образования агрегатов. 
 Спектр поглощения пленок МВ шире, чем в случае 
мономерных молекул и сдвинут в область более длин-
ных волн (табл. 3). На спектрах флуоресценции имеется 
широкая полоса с максимумом в области 562 ± 3,5 нм (в 
некоторых случаях есть еще уширение при 635 нм) и 
полоса при 739,5 ± 1 нм. Время жизни в среднем равно 
1,36 ± 0,07 нс. Таким образом, можно предположить 
образование агрегатов типа J и для аморфных пленок. 

Микрокристаллы 

 Для образцов кристаллического порошка были полу-
чены спектры флуоресценции. По сравнению с аморф-
ными пленками, описанными выше, спектры флуорес-
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Рис. 7. Спектры поглощения (а) и излучения (б) ТМВ: 

1 — в пленке; 2 — в растворе дихлорметана; 3 — в монокристалле 

 

Таблица 3 

Спектральные данные для аморфных пленок  
и кристаллического порошка 

Объект λадс , нм λизл , нм <τ> , нс 

MB пленка 542 562 

635 

739 (пик) 

1,36 

MB порошок  608 

739 

1,28 

TMB пленка 553 569 

619 

0,5—1,5 

TMB порошок — 598 1,77 

TMB микрокристалл — 608 9,5* [1,087] 

* моноэкспоненциальное уменьшение, χ2 в скобках 
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Рис. 8. Диаграмма областей экситона и схематическое 
представление ориентации диполей в различных типах 
агрегатов [29] 
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ценции ТМВ гораздо шире и содержат только один 
максимум в области 598 (±12 нм). Спад мультиэкспо-
ненциальный, время жизни в среднем 1,77 ± 0,8 нс. В 
случае МВ наблюдаются две полосы: одна при 608 ± 
16 нм и вторая при 739,5 ± 1 нм. Спад также мультиэкс-
поненциальный, время жизни 1,28 ± 0,23 нс. 
 Возможным также оказалось получение микрокри-
сталлов ТМВ выпариванием концентрированного рас-

твора в дихлорметане. На рис. 10 показано изображение 
флуоресцирующего кристалла размером 50 мкм. Интен-
сивность флуоресценции и время жизни одинаковы для 
всего образца. Спад может быть описан как моноэкспо-
ненциальный при времени жизни 9,5 нс. Максимум 
флуоресценции соответствует длине волны 608 ± 3 нм. 
Ввиду того, что кристалл сильно поглощает, оказалось 
невозможным зарегистрировать поглощения, однако, 
можно предположить, что спектр флуоресценции кри-
сталла соответствует спектру излучения агрегата. 
 ТМВ с объемными заместителями было получено с 
целью подавления тушения флуоресценции за счет π-π-
взаимодействия. Для микрокристаллов полученного 
соединения наблюдался единственный пик в спектре 
излучения. Спектр флуоресценции для раствора соеди-
нения смещен на 50 нм в область более длинных волн, 
что соответствует образованию агрегатов. К сожалению, 
не удалось получить кристаллы МВ, однако данные 
спектроскопии показывают, что для пленок и кристал-
лического порошка имеют место две полосы излучения. 

 Интересно также отметить, что при разрушении 
микрокристалла ТМВ происходит тушение флуоресцен-
ции. Это является весомым аргументом в пользу того, 
что переход от молекулярного кристалла к порошку 
приводит к тушению флуоресценции. 
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Рис. 9. Изображения аморфных пленок ТМВ: 

а — весь спектр длин волн; б — вклад мономера; в — вклад агрегата; г — спад флуоресценции соответственно для изображе-
ния:  - a;  - б;  - в. 
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Заключение 

 С использованием реакции Трофимова получены новые 
пространственно затрудненные производные BODIPY. 
Этот метод синтеза позволяет увеличить разнообразие 
производных семейства BODIPY. Одно из таких производ-
ных (МВ) — водорастворимое и чувствительное к содер-
жанию ионов меди в концентрации порядка 1 нмоль/л, 
легло в основу композиции флуоресцентного наносенсора. 
Изучение оптических свойств МВ и ТМВ в твердой фазе 
позволило установить, что наличие в пирроле таких объем-
ных заместителей, как мезитильные группы, приводит к 
существенным последствиям, в отличие от алкильных 
радикалов. Ароматические заместители способствуют 
формированию кристаллической структуры ТМВ. 
 Поведение ТМВ в твердом состоянии схоже с его 
поведением в растворе, что, однако, не наблюдается в 
случае МВ. Тем не менее, наличие повреждений в твер-
дом состоянии приводит к заметному уменьшению его 
излучающей способности. Для решения этой проблемы 
мы разрабатываем новые варианты BODIPY с более 
объемными заместителями. Мы стремимся найти про-
стую формулу и эффективно получать наноансамбли 
флуорофоров. Целью работы является получение сверх-
чувствительных флуоресцентных наносенсоров для 
определения in vivo таких биологически важных катио-
нов, как межклеточный кальций или специфических 
молекул, например, АТФ. 
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