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Изучение структурно-функциональных взаимосвязей между хромофором и его белковым окруже-
нием – ключевой аспект при фотофизической инженерии флуоресцентных белков (ФБ), в частно-
сти в направленном получении их новых вариантов с высоким квантовым выходом флуоресценции
(КВФ). Описаны подходы к увеличению КВФ, основанные на подавлении безызлучательных про-
цессов в возбужденном состоянии, однако не выработан инструментарий направленного измене-
ния константы флуоресценции (kr), которая также выступает потенциально “настраиваемой” вели-
чиной. Мы предлагаем экспериментальный подход, в рамках которого синтетический хромофор
ФБ моделирует “фиксацию” наиболее значимых безызлучательных констант и дает представление
о пластичности времени жизни флуоресценции (как индикатора kr). Для подтверждения работоспо-
собности данного подхода мы проанализировали времяразрешенное флуоресцентное поведение
аналогов хромофора зеленого и синего ФБ в разнообразном химическом окружении. Конформаци-
онно-фиксированный аналог хромофора зеленого флуоресцентного белка (GFP) в большинстве
случаев показывал монофазные кинетики затухания флуоресценции со временем жизни 2.7–3.0 нс,
адекватно моделируя типичное поведение GFP с наиболее высокими КВФ. В условиях же прину-
дительной ионизации этого хромофора мы наблюдали увеличенные (до 4.3–4.6 нс) времена жизни
флуоресценции, которые могут быть интерпретированы в терминах увеличения константы флуо-
ресценции (kr). Конформационно-фиксированный аналог хромофора Sirius показал биэкспонен-
циальные кинетики затухания флуоресценции, отчасти моделирующие свойства синих ФБ. В рас-
творе уксусной кислоты это соединение проявило отличающиеся флуоресцентные свойства (ин-
тенсивную флуоресценцию с мажорной долгоживущей популяцией ~4 нс), которые можно
интерпретировать как эмиссию необычной катионной формы хромофора.

Ключевые слова: флуоресцентный белок, GFP, Sirius, время жизни флуоресценции, модельный хромофор,
сольватохромизм, константа флуоресценции
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ВВЕДЕНИЕ
Флуоресцентные белки (ФБ) из морских орга-

низмов и их разнообразные генно-инженерные

варианты формируют важный класс генетически
кодируемых флуоресцентных меток с автоката-
литически формирующимся хромофором [1, 2].
Оптические свойства флуорофоров этого класса
детерминированы не только химическим строе-
нием их хромофора (который представляет собой
производные арилиден-имидазолонов [3]), но и
его белковым окружением [3–5]. Так, прямые
синтетические аналоги хромофоров ФБ практи-
чески не флуоресцируют в свободном растворен-
ном виде [6, 7] в силу преобладания безызлуча-
тельных процессов их возбужденного состояния
(прежде всего, вращения вокруг арил-алкеновой
связи) над излучательными. Роль белкового мат-
рикса, однако, не сводится к фиксации хромофор-

1 Статья посвящается памяти академика РАН Иванова Ва-
дима Тихоновича. 
Сокращения: dbu – диазабициклоундецен; EGFP – улуч-
шенный зеленый флуоресцентный белок (enhanced green
fluorescent protein); ESPT – перенос протона в возбужденном
состоянии (excited state proton transfer); fdFLI – визуализация
времени жизни флуоресценции в частотном домене (frequen-
cy domain fluorescence lifetime imaging); GFP – зеленый флуо-
ресцентный белок; kr – константа флуоресценции; КВФ –
квантовый выход флуоресценции; ФБ – флуоресцентные
белки.
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ной группы в (около)планарной конформации.
Многочисленные гидрофобные и электростатиче-
ские взаимодействия с хромофором аминокислот-
ных остатков, экспонированных внутрь β-бочонка
и расположенных на разном удалении от сопряжен-
ной π-электронной системы, оказывают определя-
ющее влияние на энергетику основного и возбуж-
денного состояний хромофора и тем самым на его
спектральное своеобразие, квантовую эффектив-
ность, фотохимическую активность [4, 5, 8]. Таким
образом, понимание структурно-функциональ-
ных взаимосвязей между хромофором и его бел-
ковым окружением – ключевой аспект при фото-
физической инженерии ФБ, т.е. направленном
получении их новых вариантов с усовершенство-
ванными оптическими свойствами [9, 10].

Одна из центральных задач модификации
ФБ – увеличение яркости их флуоресценции [5,
11]. В свою очередь, молекулярная яркость на-
прямую зависит от квантового выхода флуорес-
ценции (КВФ), который базовыми уравнениями
спектроскопии выражается через константы ско-
рости релаксации возбужденного состояния хро-
мофора:

где kr – константа скорости излучательной релак-
сации, knr – сумма констант всех безызлучатель-
ных процессов в возбужденном состоянии.

Для анализа структурных детерминант высо-
кого КВФ с целью инженерии улучшенных ФБ
применяется разнообразный методический арсе-
нал [5, 12]. К его инструментам относятся молеку-
лярное моделирование [13–16], структурный ана-
лиз [8, 17–19], направленная белковая эволюция
[20, 21] и исследования изолированных хромофо-
ров [9, 22–24]. Особенно результативным пока-
зывает себя комбинирование перечисленных
подходов, позволяющее в отдельных случаях
строить обобщенные модели функционирования
хромофора конкретного типа [9, 10, 25]. Отметим,
однако, что при всем разнообразии стратегии фо-
тофизической инженерии ФБ предполагают в ос-
новном снижение эффективности безызлуча-
тельных процессов (т.е. уменьшение knr) [5]. В то
же время не описано системных подходов к на-
правленному изменению константы флуоресцен-
ции (kr), которая, как свидетельствуют экспери-
ментальные данные [26–28], также выступает пе-
ременной, потенциально “настраиваемой”
величиной. Основой для исследования пластич-
ности излучательной константы хромофора ФБ
могли бы стать скрининги объемных библиотек
их мутантных вариантов с анализом времени
жизни флуоресценции (τ), величина которой свя-
зана с КВФ через kr. Действительно, такой подход
показал свою эффективность для поиска вариан-
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r
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kКВФ ,
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=
+

тов ФБ с увеличенной яркостью [20, 29–31], но
при высокой технической сложности и стоимо-
сти скринингов их информативность с точки зре-
ния оценки константы флуоресценции, по всей
видимости, невелика, поскольку разброс величи-
ны τ в данном случае детерминирован в основном
лабильностью knr [5].

Мы предполагаем, что перспективной систе-
мой для изучения времен жизни флуоресценции
хромофора ФБ в контексте исследования пла-
стичности его излучательной константы выступа-
ет синтетический конформационно-фиксиро-
ванный аналог этого хромофора. Если такое со-
единение адекватно моделирует “фиксацию”
безызлучательных констант (а их вариативность,
вероятно, сильно снижена), то его поведение в
различном физико-химическом окружении мо-
жет дать представление о пластичности констан-
ты флуоресценции (и времени жизни флуорес-
ценции) хромофора и, соответственно, о теорети-
ческих пределах/перспективах ее последующей
“настройки” в молекуле белка. Базовый методи-
ческий вопрос, который мы ставили в настоящем
исследовании, – соответствует ли времяразре-
шенное поведение конформационно-фиксиро-
ванных аналогов хромофора зеленого и синего
ФБ в разнообразном химическом окружении та-
ковому у описанных в литературе генно-инже-
нерных вариантов соответствующих белков с раз-
личающимися КВФ (прежде всего, близкими к
единице). В ходе экспериментов также предстоя-
ло выяснить, наблюдаются ли в каких-либо из со-
зданных физико-химических условий заметно
увеличенные времена жизни флуоресценции (ко-
торые могли бы быть интерпретированы как уве-
личенные излучательные константы).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В качестве модельных соединений мы выбра-

ли конформационно-фиксированные аналоги
хромофора зеленого флуоресцентного белка
(GFP) и сине-фиолетового ФБ Sirius (рис. 1, со-
единения (I) и (II) соответственно). Первый был
выбран как модель наиболее широкого распро-
страненного и хорошо изученного хромофора,
формирующегося из трипептида состава XYG [32,
33]; второй – напротив, как пример сравнитель-
но экзотического и слабо охарактеризованного с
фотофизической точки зрения хромофора со-
става QFG [34]. Синтез указанных соединений
был произведен в соответствии с ранее предло-
женными и описанными нами методиками [23,
35]. Для формирования разнообразного окруже-
ния изучаемых хромофоров был привлечен
представительный (~50 наименований) набор
органических растворителей. Отметим, что по-
хожий набор мы использовали в предыдущей ра-
боте, в которой анализировали корреляции ста-
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ционарных и времяразрешенных свойств хромо-
фора голубого ФБ [36].

Выбранные растворители можно разделить на
шесть групп на основании их физико-химического
своеобразия. Первую группу составляют алканы
различного строения, которые создают липофиль-
ное окружение, не способствуют формированию
электростатических взаимодействий хромофора с
растворителем и слабо влияют на дипольный мо-
мент хромофора. Важно, что выбранные алканы су-
щественно различаются по вязкости (η = 0.3–3.0 ×
× 103 Па с) и показателю преломления, а воздей-
ствие этих параметров на характер затухания флуо-
ресценции модельных хромофоров представляет
значительный интерес, поскольку обе величины
влияют на время жизни флуоресценции ФБ [37–
39], а квадрат показателя преломления напрямую
определяет величину излучательной константы
(согласно уравнению Штриклера–Берга [40]).
Вторую группу растворителей формируют одно-
атомные спирты, которые позволяют одновремен-
но варьировать полярность и вязкость окружения
хромофора, имитируя поведение полярных и гид-
рофобных остатков в белковом ядре. Третья груп-
па – ароматические растворители, моделирующие
влияние на излучательную константу соседствую-
щих с хромофором остатков фенилаланина, тиро-
зина и триптофана. Четвертая группа – основные
растворители, позволяющие изучить роль элек-
тростатических взаимодействий в хромофорном
окружении (в частности, смоделировать влияние на
поведение хромофора остатков аргинина или лизи-
на), влияющие на дипольный момент хромофора. К
пятой группе относятся полярные растворители,
которые имитируют соответствующие аминокис-
лотные остатки и позволяют оценивать влияние по-
лярного окружения на кинетику затухания флуо-
ресценции отдельно от вязкости/показателя пре-
ломления. Наконец, шестую группу составляют
специальные галогенсодержащие растворители,
которые моделируют экстремально липофильное
окружение хромофора, а также (в случае хлор- и
бром-производных) позволяют изучать действие
на затухание флуоресценции соседних с хромо-
фором тяжелых атомов. Такое окружение хромо-
фора может быть реализовано, например, в ФБ с
неканоническими галогенированными амино-
кислотными остатками в окружении хромофора
[41, 42].

Cистематический анализ времяразрешенного
флуоресцентного поведения модельных соедине-
ний мы начали с конформационно-фиксированно-
го аналога хромофора GFP (рис. 1, соединение (I)).
Ввиду значительного числа экспериментальных
образцов мы приняли решение измерять кинетику
затухания флуоресцентного сигнала разработан-
ным нами высокопроизводительным методом с ис-
пользованием макроимиджера, детектирующего
времена жизни в частотном домене (frequency do-

main fluorescence lifetime imaging, fdFLI). В резуль-
тате удалось зарегистрировать сигналы высокого
качества в большинстве растворов (табл. 1).

Все измеренные кинетики отличались гомо-
генностью флуоресцентных популяций и исклю-
чительно монофазным характером затухания
(так, фазовые и модуляционные времена жизни,
τϕ и τm, практически совпадали в большинстве из-
мерений; в этой связи в табл. 1 для краткости мы
приводим только значение τm). Наиболее значи-
мое наблюдение по итогам эксперимента состоя-
ло в том, что время жизни флуоресценции кон-
формационно-фиксированного GFP колебалось
в сравнительно узком диапазоне 2.7–3.0 нс, не
проявляя выраженной зависимости от свойств
растворителя (полярности, вязкости, показателя
преломления). Анализ крупнейшей базы данных
физико-химических свойств ФБ FPbase [43] по-
казал, что наиболее яркие зеленые флуоресцент-
ные белки с хромофором состава XYG (прототип
изучаемого здесь синтетического хромофора)
обладают схожими кинетиками затухания флуо-
ресценции. Так, популярный белок EGFP
(КВФ ~ 0.6) имеет τ = 2.6–2.8 нс [26], у белка Clo-
ver (КВФ ~ 0.76) τ = 3.2 нс [44], а у наиболее ярко-

Рис. 1. Структуры хромофоров флуоресцентных бел-
ков и их синтетических аналогов: (а) – хромофор бел-
ка GFP и его конформационно-фиксированный ана-
лог (соединение (I)); (б) – хромофор белка Sirius (сле-
ва) и его конформационно-фиксированный аналог
(соединение (II)).
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го из известных GFP mNeonGreen (КВФ ~ 0.8)
τ = 3.1 нс [45]. Фактически заметное отклонение
от среднего значения времени жизни наблюда-
лось лишь в экстремально липофильном три-
фторэтаноле (~3.4 нс) и в нитрометане (~1 нс).
Мы полагаем, что в последнем случае наблюдает-
ся гашение флуоресценции за счет протекания в
этом растворителе конкурентного безызлучатель-
ного процесса, переноса электрона возбужденно-
го состояния на растворитель [46].

В целом результаты этого эксперимента свиде-
тельствуют о том, что времяразрешенное поведе-
ние модельного соединения хорошо соответству-
ет таковому у описанных ранее зеленых ФБ с вы-
соким КВФ, а значит, наши методические
предпосылки (о “фиксации” безызлучательных
констант) верны. Вместе с тем мы усомнились, что
наблюдаемые колебания времен жизни отражают
полный диапазон изменения константы флуорес-
ценции модельного соединения. Возможно, в зна-
чительной части растворителей испускание кон-
формационно-фиксированного хромофора GFP
происходит через перенос протона в возбужденном

состоянии (ESPT) [47], т.е. из нейтральной фор-
мы хромофора с существенной потерей части
энергии возбуждения. В этой связи мы дополни-
тельно изучили поведение принудительно иони-
зованного модельного соединения (I) в части рас-
творителей.

Для дополнительного эксперимента были взя-
ты растворы конформационно-фиксированного
хромофора GFP в химическом окружении, ими-
тирующем важнейшие условия, реализующиеся
внутри молекулы ФБ (табл. 2). Ко всем растворите-
лям перед измерениями добавляли диазабицикло-
ундецен (dbu) – сильное органическое основание,
обеспечивающее ионизацию хромофора. Таким об-
разом, в этом случае мы анализировали исклю-
чительно прямую флуоресценцию из анионной
формы хромофора, которая служит основным ис-
точником эмиссии практически значимых вари-
антов GFP. В этом эксперименте мы предпочли
использовать для измерения кинетик затухания
флуоресценции времяразрешенную спектромет-
рию с времякоррелированным счетом фотонов.
Это менее производительный, но более высоко-

Таблица 1. Времена жизни флуоресценции конформационно-фиксированного аналога хромофора белка GFP в
различных растворителях

Примечание: прочерк – слишком слабая флуоресценция для детекции достоверного сигнала. Полужирным шрифтом выде-
лены растворители, в которых зарегистрированы наиболее короткие и длинные времена жизни флуоресценции модельного
соединения.

Растворитель Время жизни 
флуоресценции, нс Растворитель Время жизни 

флуоресценции, нс

Ацетонитрил 2.95 Дихлорэтан 2.84
Этилацетат 2.86 Дихлорметан 2.92
Диэтиловый эфир 2.82 Триэтиламин –
Диметилацетамид 2.82 Тетраметилэтилендиамин (TMEDA) –
Диоксан 2.86 N-Этилморфолин –
Метилэтилкетон 2.85 Трифторэтанол 3.38
Циклогексанон 2.82 Октанол-2 2.91
N-Метилпирролидон – Тетрагидрофуран 2.82
Диметилсульфоксид 2.66 Хлороформ 2.88
Уксусная кислота 3.01 Дихлорбензол 2.70
Октан – Хлорбензол 2.69
Метанол 3.02 Бензол 2.71
Этанол 2.95 Толуол 2.63
Пропанол-1 2.82 Пиридин 2.82
Бутанол-1 2.93 Ундеканол-1 2.83
Гексанол-1 2.92 Пентанол-1 2.95
Деканол-1 2.89 Нитрометан 0.98
Додеканол-1 2.85 Трет-бутанол 3.04
Изоамиловый спирт 2.77 Циклогексанол 2.74
Изопропанол 2.71 Дибромметан 2.67
Бутанол-2 2.85 Метоксифторбутан 2.89
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разрешающий метод флуоресцентного анализа,
позволяющий, в частности, адекватнее характе-
ризовать многокомпонентные затухания и выяв-
лять возможные признаки протекания безызлу-
чательных процессов в возбужденном состоянии.

Как и в предыдущем эксперименте, флуорес-
ценция хромофора GFP демонстрировала пре-
имущественно моноэкспоненциальную кинети-
ку затухания, однако характерные времена жизни
здесь оказались существенно выше, находясь в
диапазоне 3.1–4.3 нс и достигая 4.67 нс у отдель-
ных флуоресцентных популяций (табл. 2). С из-
вестной долей осторожности этот результат мож-
но интерпретировать в терминах пластичности
излучательной константы хромофора GFP. Ины-
ми словами, можно ожидать получения вариан-
тов зеленых ФБ с хромофором состава XYG и вре-
менем жизни флуоресценции 4.0–4.5 нс. Приро-
да гетерогенности флуоресцентной популяции в
некоторых типах окружения (биэкспоненциаль-
ное затухание флуоресценции в диоксане, пири-
дине, диметилформамиде и пр.) остается неясной
и требует дополнительных исследований, выхо-
дящих за рамки данной работы.

Для конформационно-фиксированного ана-
лога хромофора синего флуоресцентного белка
Sirius (рис. 1, соединение (II)) попытки времяраз-
решенного флуоресцентного анализа высокопро-
изводительным методом fdFLI оказались неудач-
ными. Мы связываем неудовлетворительное ка-
чество сигнала с двумя факторами: сравнительно
плохой растворимостью модельного соединения
и неоптимальным режимом возбуждения флуо-
ресценции (λex ~ 400 нм), диктуемым конфигура-
цией установки. Однако методом спектрометрии
с времякоррелированным счетом фотонов нам

удалось проанализировать наносекундные кине-
тики затухания флуоресценции этого флуорофо-
ра в большинстве выбранных растворителей
(табл. 3). Измерения показывают, что флуорес-
ценция Sirius характеризуется двухкомпонент-
ным затуханием с характерными временами τ1 ~
~ 2.0–2.8 нс и τ2 ~ 6.0–8.5 нс (табл. 3). В целом
оказалось затруднительным выявить выражен-
ные закономерности зависимости времен жизни
и амплитуд флуоресцентных популяций от
свойств растворителя, однако наблюдается неко-
торая тенденция к увеличению времени жизни и
вклада долгоживущей компоненты (τ2) в гидро-
фобных неполярных вязких растворителях (на-
пример, додекане, пентадекане, гексадекане).
Важно отметить, что флуоресцентная кинетика
ФБ Sirius в литературе не описана, а близкие по
стационарным спектральным свойствам синие
флуоресцентные белки (EBFP, TagBFP) характе-
ризуются монофазным затуханием флуоресцен-
ции со временами жизни 2.5–3.2 нс [43, 48], кото-
рые хорошо соответствуют таковым для коротко-
живущей (τ1) формы хромофора Sirius (рис. 1,
соединение (II)).

Интерпретировать долгоживущую флуорес-
центную форму модельного соединения (τ2) мож-
но двояко. С одной стороны, привлекательной
представляется гипотеза, что данная флуорес-
центная форма соответствует субпопуляции хромо-
фора с повышенной излучательной константой, и
что полурациональное введение в хромофорное
окружение ФБ Sirius неполярных (лейцин, изолей-
цин) и/или длинноцепочечных слабополярных (ар-
гинин) аминокислотных остатков могло бы способ-
ствовать доминированию этой флуоресцентной
формы в белке (что сделало бы соответствующий

Таблица 2. Анализ кинетики затухания анионного хромофора GFP в растворителях основных классов (+ 0.05% dbu)

* Указаны только относительные вклады (%) компонент затухания флуоресценции, относящиеся к изучаемому веществу.
Вклад короткоживущих компонент, относящихся к аппаратной функции, не показан (по этой причине для двухкомпонент-
ных кинетик сумма амплитуд значимых флуоресцентных компонент, как правило, менее 100%).

Растворитель Число компонент Время жизни флуоресценции, нс 
(вклад, %)*

Трифторэтанол 1 4.3
Изопропанол 1 4.0
Этилацетат 1 3.35
Диметилформамид 2 2.30 (21), 4.67 (68)
Диметилсульфоксид 2 2.35 (59), 4.2 (34)
Ацетонитрил 2 1.70 (32), 3.10 (63)
Хлороформ 1 3.94
Диоксан 2 1.26 (18), 3.43 (54)
Пиридин 2 1.24 (28), 3.6 (36)
Метанол 1 3.89
Толуол 1 3.10
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Таблица 3. Анализ кинетики затухания конформационно-фиксированного аналога хромофора Sirius в раство-
рителях разных классов

* Указаны только амплитуды (А), или относительные вклады компонент затухания флуоресценции, относящиеся к изучае-
мому веществу. Вклад идентичных для всех измерений короткоживущих компонент, относящихся к аппаратной функции, не
показан (по этой причине сумма амплитуд значимых флуоресцентных компонент, как правило, менее 100%).

Растворитель
Хромофор Sirius, время жизни флуоресценции*

τ1, нс A1, % τ2, нс A2, %

Гексанол-1 2.44 36 7.00 44
Пентанол-1 2.60 48.5 7.00 29.5
Циклогексанон 2.48 40 7.43 42
Циклогексанол 2.57 40 7.25 26
Изоамиловый спирт 2.18 51 6.70 28
Трет-бутанол – – – –
2-Метилбутанол-2 2.35 37 7.06 47
Бутанол-1 2.49 32 7.47 50
Бутанол-2 2.78 53 6.73 38
Октанол-1 2.80 45 7.78 50
Изобутиловый спирт 2.63 39 8.14 32
Трифторэтанол 2.85 37 6.25 34
Ундеканол-1 2.53 33 7.60 38
Додеканол-1 2.52 49 6.29 21
Нитробензол 2.26 25 8.50 11
Диизопропилэтиламин 2.35 57 6.98 27
Изопропанол 2.72 28 6.76 50
Этанол 2.60 26 7.75 38
Октанол-2 2.80 48 7.65 45
Деканол-1 2.45 29 7.93 33
Пропанол-1 2.46 29 8.04 40
Этилацетат 2.62 33 7.60 52
Диметилформамид 1.90 34 6.05 39
Тетрагидрофуран 2.66 33 7.90 44
Диэтиловый эфир 2.70 36 7.94 57
Дихлорметан 2.10 33.5 6.78 54.5
Диметилацетамид 2.28 35 6.13 50
Диметилсульфоксид 2.27 35 6.35 47
Ацетонитрил 2.83 65 6.37 21
Хлороформ 2.79 47 6.87 42
Диоксан 2.80 33 8.57 54
Октан 2.63 39 7.40 45
Пентадекан 2.60 35 8.40 52
Гексадекан 2.60 33 8.55 51
Декан 2.50 33 7.72 52
Уксусная кислота 1.20 31 4.02 64
Гексан 2.48 33.5 7.24 54.5
Додекан 2.70 34 8.37 49
Дихлорэтан 2.76 39 7.57 45
Нитрометан 2.25 35 6.39 20
Метилэтилкетон 2.50 45 6.83 42
Триэтиламин 2.23 29 6.25 52
N-Метилпирролидон 2.56 27 8.86 68
Дибромметан 2.50 38 6.13 46
Пиридин 2.21 35 6.16 43.5
Метанол 2.20 30 7.43 34
Толуол 2.55 33 7.17 51
Хлорбензол 2.85 42 7.82 45
Дихлорбензол 2.74 37 7.80 56
Бензол 2.68 39 6.94 43
Метоксиперфторбутан 2.84 33 6.24 35
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вариант Sirius ценной меткой для времяразре-
шенной микроскопии). С другой стороны, экспе-
риментальное подтверждение находит предполо-
жение, что происхождение τ2 связано с (авто)флуо-
ресценцией растворителя, которая в условиях
плохой растворимости модельного соединения
сравнима по амплитуде с сигналом последнего.

Интересно, что мы выявили аномальное пове-
дение хромофора Sirius в уксусной кислоте – ба-
тохромный сдвиг максимума эмиссии (данные не
приведены) и существенно укороченные времена
жизни обеих флуоресцентных компонент этого
флуорофора (τ1 = 1.2 нс (31%), τ2 = 4.02 нс (64%)).
При этом интенсивность сигнала (средний счет
фотонов при заданной мощности источника воз-
буждения) была практически на 2 порядка вели-
чины выше, чем в других условиях (вероятно, за
счет существенно лучшей растворимости модель-
ного соединения (II)). Можно предположить, что
в уксусной кислоте мы наблюдаем флуоресцен-
цию катионной формы хромофора [49, 50], а вве-
дение в хромофорное окружение ФБ Sirius силь-
но полярных и электрически заряженных амино-
кислотных остатков способно привести к
похожему эффекту.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Синтез модельных соединений (I) и (II). Синтез

модельных соединений (I) и (II) проводили со-
гласно методикам, разработанным ранее [23, 35].
На первом этапе были получены хромофоры-
предшественники без конформационной фикса-
ции (не флуоресцирующие в растворе). Для син-
теза предшественников хромофоров типа GFP и
Sirius использовали подход, связанный с приме-
нением имидатов, получаемых из ацетонитрила и
эфира глицина. На втором этапе синтеза с помо-
щью последовательного действия трибромида бо-
ра и плавиковой кислоты хромофоры-предше-
ственники были превращены в конформацион-
но-фиксированные аналоги (флуоресцирующие
в растворе).

Подготовка растворителей. Всего для целей ис-
следования было подготовлено 63 органических
растворителя, относящихся к шести группам по
физико-химическим свойствам.

Алканы были представлены гексаном, окта-
ном, додеканом, пентадеканом и гексадеканом.
Растворители этой группы были очищены пере-
гонкой над гидридом кальция для удаления сле-
дов влаги и продуктов окисления.

Спирты были представлены изопропанолом,
бутанолом-2, октанолом-2, циклогексанолом,
2-метил-бутанолом-2, трет-бутанолом, бутано-
лом-2, метанолом, этанолом, пропанолом-1, бу-
танолом-1, пентанолом-1, гексанолом-1, октано-
лом-1, деканолом-1, ундеканолом-1, додекано-

лом-1, изоамиловым спиртом и изобутанолом.
Растворители этой группы также были очищены
перегонкой над гидридом кальция для удаления
следов влаги и продуктов возможного окисления.

Ароматические растворители были представ-
лены дихлорбензолом, хлорбензолом, бензолом,
толуолом, крезолом и мезитиленом. Растворите-
ли этой группы дополнительно не очищали, по-
скольку они были коммерчески доступны в вари-
антах с высокой степенью очистки.

Основные растворители были представлены
триэтиламином, пиридином, тетраметилэтилен-
диамином, этилморфолином, диизопропилами-
ном, этилдиизопропиламином, бутиламином и
анилином. Некоторые из этих растворителей бы-
ли коммерчески доступны в вариантах с высокой
степенью очистки, а другие подготовлены с по-
мощью перегонки над гидридом кальция.

Полярные растворители были представлены
ацетонитрилом, ацетоном, этилацетатом, диэти-
ловым эфиром, тетрагидрофураном, диметил-
формамидом, диметилацетамидом, диоксаном,
метилэтилкетоном, циклогексаноном, N-метил-
пирролидоном, диметилсульфоксидом, уксусной
кислотой и нитрометаном. Некоторые из этих
растворителей были коммерчески доступны в ва-
риантах с высокой степенью очистки, а другие
подготовлены с помощью перегонки над гидри-
дом кальция.

Специальные (экстремально липофильные)
растворители были представлены трифторэтано-
лом, метилперфторбутиловым эфиром, перфтор-
бензолом, перфтортолуолом, фторацетоном, фтор-
пропанолом, фторпентанолом, дибромметаном,
хлороформом, дихлорэтаном и дихлорметаном.
Растворители этой группы дополнительно не очи-
щали, поскольку они были коммерчески доступны
в вариантах с высокой степенью очистки.

Для ионизации хромофора GFP добавляли в
растворитель диазабициклоундецен (dbu) в коли-
честве 0.05% по объему.

Визуализация времени жизни флуоресценции в
частотном домене. Измерение времен жизни флуо-
ресценции нейтральной формы конформацион-
но-фиксированного хромофора GFP производи-
ли путем последовательной флуоресцентной ви-
зуализации по 4–5 образцов в режиме анализа
времени жизни флуоресценции в частотном до-
мене (frequency domain f luorescence lifetime imag-
ing) на модифицированной для визуализации мак-
рообъектов установке, основанной на fdFLIM-си-
стеме LIFA (Lambert Instruments, Нидерланды).
Для возбуждения флуоресценции использовали
импульсные источники модулированного излу-
чения из набора Multi-LED (Lambert Instruments,
Нидерланды; λ = 407 и 471 нм, частота повторе-
ния импульсов 20 и 40 МГц, в зависимости от ин-
тенсивности флуоресценции конкретного образ-
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ца). Для детекции сигнала использовали камеру
Toggel (Lambert Instruments, Нидерланды) с при-
соединенным к ней светосильным фотообъекти-
вом 50–100/1.8 (Sigma, Япония), снабженным
эмиссионным фильтром HQ510lp (Chroma,
США). Калибровку системы проводили с помо-
щью калибровочного образца “зеленая акриловая
пластина” (τ = 4.2 нс) из набора FSK5 (Thorlabs,
США). Настройку режима детекции (время экс-
позиции, частоту повторения импульсов, число
фаз и число повторений) и математическую обра-
ботку данных производили с помощью програм-
мы LIFA Tau Software 1.2.0 (Lambert Instruments,
Нидерланды).

Времяразрешенная флуоресцентная спектроско-
пия. Времяразрешенный флуоресцентный сигнал
ионизованного хромофора GFP и хромофора
Sirius детектировали во временном домене (time
domain f luorescence lifetime spectroscopy) методом
времякоррелированного счета фотонов. Измерения
производили с помощью времяразрешенного флуо-
ресцентного спектрометра miniTau (Edinburgh In-
struments, Великобритания) в кварцевой флуо-
риметрической кювете (объем образца ~1 мл) во
временном окне 50 нс, разделенном на 2048 вре-
менных каналов. Возбуждение флуоресценции
производили пикосекундными лазерами EPL-
375 (для Sirius) и EPL-450 (для GFP) (Edinburgh
Instruments, Великобритания) с центральной
длиной волны излучения 372 и 445.6 нм соответ-
ственно, частотой повторений 20 МГц; счет фо-
тонов осуществляли в спектральном диапазоне
425–475 нм (Sirius) и 475–525 нм (GFP). Обработ-
ку и визуализацию данных, определение χ2 (кри-
терий Пирсона) проводили в программе Fluoracle
2.5.1 (Edinburgh Instruments, Великобритания).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проанализировано времяразрешенное флуо-

ресцентное поведение аналогов хромофора зеле-
ного и синего ФБ в разнообразном химическом
окружении – в среде органических растворителей
шести групп. Конформационно-фиксированный
аналог хромофора GFP (прототипом которого
служит планарный хромофор ФБ состава XYG) в
большинстве случаев показывал кинетики зату-
хания флуоресценции, чрезвычайно близкие к
таковым у представителей семейства GFP с наи-
более высокими КВФ, адекватно моделируя ти-
пичное поведение последних. В условиях же при-
нудительной ионизации, снижающей потери
энергии возбужденного состояния хромофора на
ESPT, мы наблюдали увеличенные (до 4.3–4.6 нс)
времена жизни флуоресценции, которые могут
быть интерпретированы в терминах увеличения
константы флуоресценции (kr). Конформацион-
но-фиксированный аналог хромофора Sirius
(прототип – нейтральный хромофор необычного

состава QFG) показал биэкспоненциальные ки-
нетики затухания флуоресценции, короткоживу-
щая компонента которых похожа на родственные
синие ФБ. В растворе уксусной кислоты, однако,
модельное соединение проявило нетипичное фо-
топоведение (интенсивную флуоресценцию с ма-
жорной популяцией τ ~ 4 нс), которое можно ин-
терпретировать как эмиссию катионной формы
хромофора.

В целом реализованный экспериментальный
подход, в рамках которого синтетический кон-
формационно-фиксированный хромофор ФБ
моделирует “фиксацию” наиболее значимых
безызлучательных констант и дает понятие о пла-
стичности времени жизни флуоресценции (как
индикатора излучательной константы), представ-
ляется нам перспективным. Данный подход мо-
жет использоваться в фотофизической инжене-
рии ФБ для предварительной оценки пределов
“настройки” времен жизни флуоресценции, ко-
торые можно ожидать от белков с конкретным
типом хромофора.
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Fluorescence Decay Analysis of the Model Compounds as an Approach to Photophysical 
Engineering of Fluorescent Proteins
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Studying of structure-function relationships between a chromophore and its protein environment plays a key
role in photophysical engineering of f luorescent proteins (FPs), specifically, in the guided designing of their
new variants with a higher f luorescence quantum yield (FQY). Known approaches to FQY increasing mostly
rely on suppression of the excited state nonradiative processes, but no tools have been suggested for the tuning
of the radiative rate constant (kr), which is also a potentially “adjustable” value. Here, we propose an experi-
mental approach in which the synthetic chromophore of FP models the “fixation” of the most important ra-
diationless constants and allows monitoring of the f luorescence lifetime f lexibility (as an indicator of the kr
value). As a proof-of-concept, we studied the time-resolved f luorescence behavior of the green and blue FP
chromophore analogs in diverse chemical environments. The conformationally locked analog of the GFP
chromophore in most cases showed monophasic f luorescence decay kinetics with a lifetime of 2.7–3.0 ns,
thus adequately modeling the typical behavior of GFPs with the highest FQYs. Under the conditions of
stimulated ionization of this chromophore, we observed increased (up to 4.3–4.6 ns) f luorescence lifetimes,
which can be interpreted in terms of an increase in the radiative constant (kr). The conformationally locked
analog of the Sirius chromophore showed biexponential f luorescence decay kinetics, partly simulating the
properties of the blue FPs. In an acetic acid solution, this compound exhibited distinct f luorescent properties
(elevated f luorescence intensity with a major lifetime population of ~4 ns), which can be interpreted as the
emission of an unusual cationic form of the chromophore.

Keywords: fluorescent protein, GFP, Sirius, fluorescence lifetime, model chromophore, solvatochromism, radia-
tive rate constant


