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Флуоресцентные липидные зонды широко применяются в качестве инструментов для исследова-
ния биологических функций липидов (метаболических путей и молекулярных механизмов заболе-
ваний) и изучения свойств биологических мембран. В данной статье мы описываем новый флуорес-
центный липидный зонд – Cy5-меченый фосфатидилхолин (Cy5-PC), приводим его геометриче-
ские параметры, методику синтеза, спектральные характеристики и данные по подвижности
в липидной мембране. Су5-PC – хороший зонд для биоимиджинга – интенсивность его флуорес-
ценции сохраняет линейную зависимость вплоть до высоких значений концентрации. Однако при-
менение Cy5-PC в исследованиях мембранной динамики невозможно, т.к. зонд нечувствителен да-
же к фазовому переходу в липидной мембране.
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ВВЕДЕНИЕ
Флуоресцентные липидные зонды – распро-

страненный инструмент для исследования био-
логических функций липидов [1]. Поведение ли-
пидных зондов в мембране зависит от структуры
флуорофора. Оно различается для дифенилгекса-
триена [2], пирена [3], 4-нитробензо-2-окса-1,3-
диазола (NBD) [4–6], производных группы
BODIPY [7, 8] и других флуорофоров [9, 10]. Ци-
аниновые флуорофоры широко применяются для
мечения белков [11] и нуклеиновых кислот [12–15].
Для изучения биологических мембран использу-
ются диалкильные производные цианинов (DII,
DIO, DID и DIR), сильно отличающиеся по
структуре от молекул липидов [16, 17]. Стремясь
разработать флуоресцентные зонды, как можно
более близкие по структуре к природным липи-
дам, мы синтезировали фосфолипидный аналог
Cy5-PC – фосфатидилхолин c флуорофором Cy5,

присоединенным через ацильный линкер в sn-2-
положение глицерина. Это распространенный
дизайн липидных зондов для мембранных иссле-
дований [18–21]. Однако именно Cy5-меченых
фосфатидилхолинов до сих пор не было предло-
жено. Су5 – достаточно полярный флуорофор, он
применялся (в виде конъюгата с дибензоцик-
лооктином для последующей реакции циклопри-
соединения к азиду) для мечения встроенного в
клеточную мембрану гликолипида, модифициро-
ванного азидогруппой по остатку маннозы [22,
23]. Мы считаем, что введение Су5 в гидрофоб-
ную часть молекулы фосфолипида представляет
не меньший интерес. Во-первых, относительно
неполярные метки, обладающие подходящими
для биоимиджинга спектральными характери-
стиками, все равно вытесняются из плотно упа-
кованной гидрофобной области мембраны в при-
поверхностную полярную область [8]. Во-вторых,
полярные метки, такие как NBD, располагаются
в полярной области мембраны независимо от ме-
ста крепления в молекуле липида [5]. И, наконец,
Cy5 сорбируется на поверхности липидной мем-
браны из водного раствора, даже если флуорофор
содержит сульфогруппы [24].

Сокращения: BODIPY – 4,4-дифтор-4-бора-3а,4а-диаза-s-
индацен-8-ил; Cy5 – цианиновый флуорофор, содержащий
полиметиновую цепь из пяти атомов С; Cy5-PC – Cy5-мече-
ный фосфатидилхолин; DMPC – 1,2-димиристоил-sn-глице-
рофосфохолин; NBD – 4-нитробензо-2-окса-1,3-диазол;
TMB-PC – (1,3,5,7-тетраметил-BODIPY)-меченый фосфа-
тидилхолин.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Спектральные характеристики Cy5-PC иден-

тичны таковым для исходного флуорофора Cy5:
λвозб/λэм = 646/664 нм (рис. 1а). С ростом концен-
трации Cy5-PC в растворе эффект внутреннего
фильтра не проявляется вплоть до оптической
плотности 0.3 (что соответствует концентрации
1.2 мкМ, молярный коэффициент поглощения
ε ~ 250000) (рис. 1б). Это позволяет использовать
Cy5-PC в больших локальных концентрациях в
мембранах, не опасаясь самотушения его флуо-
ресценции, что важно для биоимиджинга липо-
сом в экспериментах in vitro и in vivo.

Анизотропия флуоресценции (r) – мера по-
движности флуорофора. Если последний быстро
и свободно вращается, анизотропия флуоресцен-
ции будет стремиться к нулю. Если молекула за-
фиксирована в пространстве, величина r будет
равна предельному значению, характеристиче-
скому для данного флуорофора (но не более мак-
симально возможного значения 0.4). Измерения

анизотропии флуоресценции позволяют оценить
свойства среды, в которой находится флуорофор:
с ростом вязкости среды подвижность флуорофо-
ра уменьшается, а величина r растет (рис. 1в). По
изменению анизотропии флуоресценции отсле-
живают изменение фазового состояния липид-
ной мембраны. На рис. 1г показано изменение
анизотропии флуоресценции для BODIPY-мече-
ного липида, TMB-PC [8], в липидном бислое из
1,2-димиристоил-sn-глицерофосфохолина (DMPC)
при изменении температуры. DMPC при 24°С
переходит из гелевой (So) в жидкую неупорядо-
ченную фазу (Ld), и в районе точки фазового пе-
рехода анизотропия меняется скачкообразно. Од-
нако в случае Cy5-PC фазовый переход в липид-
ном бислое практически не отражается на
анизотропии флуоресценции зонда.

Можно было предположить, что вращение
флуорофора Cy5 затормаживается за счет элек-
тростатических взаимодействий с фосфатными
группами двух соседних липидов в мембране.

Рис. 1. (а) – Cпектры возбуждения и испускания зонда Cy5-PC в этаноле; (б) – зависимость интенсивности флуорес-
ценции Cy5-PC от концентрации; (в) – зависимость анизотропии флуоресценции Cy5 от вязкости среды (смеси гли-
церина с водой); (г) – анизотропия флуоресценции фосфолипидных зондов Cy5-PC и TMB-PC [8] в бислое DMPC
в зависимости от температуры.
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Действительно, расстояние между катионными
центрами (атомами N) Сy5 равно 9.8 Å (данные из
оптимизированной геометрии флуорофора, про-
граммное обеспечение ORCA [25], уровень тео-
рии B3LYP), что очень близко к расстоянию меж-
ду фосфатами соседних липидов – 9.1 Å (исходя
из средней площади на один липид в 65 Å2 [26]).
Однако в работе Lam et al. [27] с помощью полно-
атомной молекулярной динамики показано, что
ароматические системы цианиновых флуорофо-
ров, включая атомы азота, погружены в область
углеводородных цепей и не взаимодействуют с
фосфатными группами липидов.

Мы считаем, что пониженная чувствитель-
ность анизотропии флуоресценции Cy5 к измене-
нию фазового состояния внутри бислоя обуслов-
лена коротким временем жизни возбужденного
состояния. Для цианиновых красителей оно со-
ставляет менее 2 нс [28]. За это время соседние с
зондом молекулы липидов не успевают переме-
ститься на заметное расстояние. Соответственно,
и сам флуорофор не успевает изменить своего по-
ложения в пространстве. Иными словами, корот-
кое время жизни флуоресценции цианинового
флуорофора не позволяет отличить друг от друга
липидные среды с высоким (в фазе Ld) и низким
(в фазе So) коэффициентом диффузии. Для зонда
TMB-PC время жизни возбужденного состояния
превышает 6 нс [8]. Этого оказывается достаточ-
но, чтобы почувствовать разницу между динами-

кой липидов в жидкокристаллической и гелевой
фазах.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Спектры ЯМР (δ, м.д.; КССВ – J, Гц) реги-

стрировали на спектрометре DD2 400 (Agilent,
США) в CD3OD при 25°С, используя TMS в каче-
стве внутреннего стандарта. Масс-спектр полу-
чен на масс-спектрометре Microflex LT (Bruker,
Германия); MS (MALDI-TOF). Электронные
спектры (в этаноле) регистрировали на спектро-
фотометре СФ2000 (ООО “ОКБ Спектр”, Рос-
сия), спектры флуоресценции (в этаноле) – на
спектрофлуориметре Hitachi F-4000 (Япония),
спектральные щели 5 нм. Спектр испускания в
диапазоне 620−800 нм снимали при возбуждении
600 нм; спектр возбуждения в диапазоне
525−685 нм – при испускании 695 нм.

Синтез Cy5-PC из лизофосфатидилхолина
(LysoPC) и карбоксипентильного производного
Cy5 проводили в условиях реакции Штеглиха,
как описано ранее [21] (схема 1). Целевой продукт
выделяли хроматографией на силикагеле 60, элю-
ируя градиентом метанола в хлороформе от 10 до
20%, затем системой CHCl3 : MeOH : H2O, 65 : 25 : 4
(выход 46%; темно-синее маслообразное веще-
ство). Выход реакции синтеза зонда Cy5-PC (схе-
ма 1) составил 46%. Структура была подтвержде-
на методами масс- (m/z 960.1 [M]+) и ЯМР-спек-
троскопии.

Схема 1. Схема синтеза флуоресцентного липидного зонда Cy5-PC. LysoPC – лизофосфатидилхолин, 
Cy5 – карбоксипентильное производное Cy5, DIC – диизопропилкарбодиимид, 

DMAP – 4-диметиламинопиридин.

1H-ЯМР-спектр (400 MГц): 8.33–8.24 (м, 2H),
7.50 (д, J 7.1, 2H), 7.44–7.39 (м, 2H), 7.34–7.30 (м,
2H), 7.29–7.24 (м, 2H), 6.71–6.65 (м, 1H), 6.32 (д,

J 13.8, 2H), 4.31 (с, 2H), 4.16–4.10 (м, 2H), 3.76–
3.57 (м, 7H), 3.31 (с, 3H), 3.27 (д, J 3.5, 9H), 2.35
(тд, J 14.4, 13.3, 7.0, 4H), 1.73 (с, 14H), 1.60 (квин-
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тет, J 8.5, 7.7, 2H), 1.56–1.50 (м, 2H), 1.28 (уш. с,
26H), 0.89 (т, J 6.3, 3H).

31P-ЯМР-спектр (162 MГц): –1.11.
13C-ЯМР-спектр (101 MГц): 175.38, 174.95,

174.64, 174.50, 174.35, 155.62, 155.51, 144.24, 143.53,
142.67, 142.55, 129.73, 126.87, 126.23, 126.15, 123.43,
123.28, 112.00, 111.89, 104.58, 104.32, 71.98, 67.40,
67.35, 64.97, 63.52, 60.66, 54.77, 54.74, 50.51, 44.81,
34.86, 33.05, 31.73, 30.77, 30.73, 30.59, 30.42, 30.15,
28.16, 28.05, 27.88, 27.25, 25.99, 25.69, 23.73, 23.70,
14.46.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Синтезированный нами Cy5-PC оказался зон-

дом с узкой областью использования. Его приме-
нение в исследованиях мембранной динамики
невозможно, т.к. зонд нечувствителен даже к фа-
зовому переходу в липидной мембране. Однако
Су5-PC – хороший зонд для биоимиджинга – ин-
тенсивность его флуоресценции сохраняет ли-
нейную зависимость вплоть до высоких значений
концентрации. Cy5-PC найдет применение для
окрашивания мембран клеток и искусственных
липидных мембран.
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Cy5-Labeled Phosphatidylcholine
I. А. Gracheva*, D. S. Tretiakova**, О. G. Zamyshlyaeva*, Е. S. Kudriashova*, Е. L. Vodovozova**,

А. Y. Fedorov*, and I. А. Boldyrev**, #

#Phone: +7 (495) 330-66-10; e-mail: ivan@lipids.ibch.ru
*Lobachevsky State University of Niznhy Novgorod, prosp. Gagarina 23, Nizhny Novgorod, 603950 Russia

**Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, ul. Miklukho-Maklaya 16/10, 
Moscow, 117997 Russia

Fluorescent lipid probes are widely used as tools for studying the biological functions of lipids (such as metabolic
pathways and molecular mechanisms of diseases) and studying the properties of biological membranes. In this re-
port, we describe a new fluorescent lipid probe, Cy5-labeled phosphatidylcholine (Cy5-PC), present its geomet-
rical parameters, synthesis, spectral characteristics, and data on the mobility in lipid membrane. Су5-PC is
an excellent probe for bioimaging, the intensity of its f luorescence retains a linear dependence up to high con-
centrations. At the same time the use of Су5-PC in studies of membrane dynamics is impossible, since the
probe is insensitive even to the phase transition in the lipid membrane.

Keywords: fluorescent lipid probes, cyanine dyes, biological membrane
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