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ПОЛИВИНИЛСПИРТОВЫЕ МАГНИТНЫЕ МИКРОСФЕРЫ, СОДЕРЖАЩИЕ 
2-АМИНОПИРИМИДИН-БИС-ЭТЕН-БИС-ДИАЛКИЛФЕНИЛАМИНЫ  

В КАЧЕСТВЕ ФЛУОРЕСЦЕНТНЫХ ИНДИКАТОРОВ рН

Аннотация. Флуоресцентные красители 4,4′-(1E,1′Е)-2,2′-(2-аминопиримидин-4,6-диил) бис(этен-2,1-диил) бис(N,N-
диметилфениламин) (АПМ) и 4′-(1E,1′Е)-2,2′-(2-аминопиримидин-4,6-диил) бис(этен-2,1-диил) бис(N,N-диэтилфе
ниламин) (АПЭ) были включены в состав сшитых глутаральдегидом поливинилспиртовых микросфер, содержащих 
магнетит. Спектры флуоресценции полученных микросфер зависят от рН среды. Разработана методика оценки рН  
в интервале 4–9 по соотношению яркостей зеленого и красного каналов фрагментов цифровых изображений микросфер, 
полученных цветной камерой микроскопа. Микросферы практически не теряют флуорохромы в процессе хранения 
(180 дней) и могут применяться как индикаторы локального рН среды, в частности, при исследовании фагоцитоза.
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POLYVINYL ALCOHOL magnetic MICROSPHERES CONTAINING 2-AMINOPYRIMIDIN-BIS(ETHENE)-
BIS(DIALKYLPHENYLAMINE) COMPOUNDS AS FLUORESCENT pH INDICATORS

Abstract. The fluorescent dyes 4,4′-(1E,1′Е)-2,2′-(2-aminopyrimidin-4,6-diyl) bis(ethene-2,l-diyl) bis(N,N-dimethylphe-
nylamine) (АРМ) and 4′-(1E,1′Е)-2,2′-(2-aminopyrimidin-4,6-diyl) bis(ethene-2,l-diyl) bis(N,N-diethylphenylamine) (APE) 
were incorporated into glutaraldehyde-crosslinked polyvinyl alcohol microspheres containing magnetite. Fluorescence spec-
tra of the obtained microspheres depend on pH of the medium. A technique for pH measurement within the range of 4–9 
based on calculation of the green/red ratio of the fragments of color microimages of the microspheres was developed. Only 
negligible loss of the fluorochromes from the microspheres occured during the storage time of 180 days. Thus the micro-
spheres may be used as local pH indicators, e. g. for phagocytosis studies.
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Микросферы и наночастицы, содержащие рН-чувствительные флуорохромы, могут приме-
няться для локальной оценки рН. В биологии и медицине они позволяют оценивать рН в отдель-
ных компартментах клеток, в частности, визуализовать процесс слияния лизосом с фагосомой 
при фагоцитозе [1; 2].

Ранее [3] нами были получены поливинилспиртовые магнитные микросферы (ММС), сши-
тые глутаральдегидом, особенностью которых является низкая способность к неспецифическо-
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му связыванию с клетками, что позволяет использовать их как биологически инертный носитель 
антигенов и лекарств. Взаимодействие данных микросфер с клетками определяется свойствами 
иммобилизованных на микросферах биологических молекул [4]. Наличие магнитного материала 
позволяет более эффективно по сравнению с центрифугированием осаждать микросферы и свя-
завшие их клетки, применяя магнит.

По методике [5] синтезированы 2-аминопиримидин-бис-этен-бис-диалкилфениламины (рис. 1) 
АПМ и АПЭ, известные в качестве двухфотонных флуорохромов. Поскольку спектры флуорес-
ценции этих веществ существенно зависят от рН, было предположено, что АПМ и АПЭ могут 
применяться в составе микросфер в качестве компонентов, обеспечивающих рН-зависимую 
флуоресценцию.

Цель работы – включение красителей АПМ и АПЭ в состав гелевых поливинилспиртовых 
ММС и установление зависимости спектров флуоресценции полученных микросфер от рН среды.

Экспериментальная часть. Общая методика синтеза 2-аминопиримидин-бис-этен-бис-
диалкилфениламинов согласно [5], с изменениями. К нагретому до 50 °С и перемешиваемому  
5 М раствору NaOH добавили 0,25 г (2 ммоль, 1 экв) 2-амино-4,6-диметилпиримидина, затем  
4 ммоль, 2 экв N-диалкиламинобензальдегида и 0,5 ммоль катализатора межфазного переноса –
тетрабутиламмония гидросульфата. Реакционную смесь перемешивали при 90–95 °С в течение 
2 ч (рис. 1). Отфильтровали твердый осадок продукта реакции (АПМ или АПЭ), который промы-
ли водой 3 × 30 мл и перекристаллизовывали из смеси хлороформ–диэтиловый эфир. Наблюде-
ние за ходом реакции и оценку индивидуальности продуктов проводили методом хроматогра-
фирования в тонком слое на пластинках фирмы Merck «DC-Plastictblien Kieselgel 60 F254»  
в системе бутанол : этанол : NH4OH, 8 : 1 : 1 и хлороформ : метанол, 95 : 5. Элементный анализ 
выполняли на приборе VARIO Micro Cube CHNS-анализатор. Температуры плавления соедине-
ний определяли на блоке Кофлера. ИК спектры получали на фурье-спектрометре Bruker Tenzor 
27 (в таблетках KBr) в области 400–4000 см–1. Спектры ЯМР 1Н и 13С записаны на спектрометре 
Bruker Avance-500 в CDCl3, DMSO-d6, внутренний стандарт – ТМС, рабочая частота 500 МГц 
для 1Н и 125 МГц для 13С. Константы спин-спинового взаимодействия приведены в герцах (Гц), 
значения химических сдвигов приведены в миллионных долях (м. д.) по шкале δ от ТМС (0 м. д.), 
DMSO (2,50 м. д.) в ЯМР 1Н и от CDCl3 (77,0 м. д.). DMSO (39,43 м. д.) – в спектрах ЯМР 13С. Хро-
матографический анализ и запись масс-спектров соединений производились на комплексе высо-
коэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) Accela с масс-детектором LCQ-Fleet (трех-
мерная ионная ловушка) в режиме химической ионизации при атмосферном давлении (APCI), 
детектирование положительных и отрицательных ионов, CID 35  %. Условия ВЭЖХ: колонка 
HYPERSIF Gold (50 мм × 2,1 мм × 1,9 мкм), подвижная фаза – 95 % MeCN (100 мкл/мин), объем 
инжектируемой пробы 30 нг.

Прогнозирование влияния протонной таутометрии на спектры поглощения АПМ и АПЭ 
проводили с использованием пакета квантово-химических программ Gaussian 03 [6]. Проведена 
полная оптимизация геометрии свободной молекулы, а также ее протонированной формы с про-
тивоионом ОН в основном состоянии в рамках теории функционала плотности (DFT), функцио-
нал B3LYP, базисный набор 6-31G. Для оптимизированных структур методом TD DFT рассчита-
ны спектры поглощения.

Рис. 1. Синтез 2-аминопиримидин-бис-этен-бис-диалкилфениламинов
Fig. 1. Synthesis of 2-aminopyrimidin-bis(ethene)-bis-(dialkylphenilamine)s
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Поливинилспиртовые ММС получали по описанной ранее методике [3], с модификациями. 
Получали наночастицы магнетита: смешивали 180 мкл раствора FeSO4 0,36М подкисленного  
и 320 мкл раствора FeCl3 0,37М; добавляли полученный раствор в пробирку с 200 мкл 25 % рас-
твора NH3 на вортексе; инкубировали 15 мин при 60 °С; осаждали магнитом, трижды отмывали 
2 мл дистиллированной воды и окончательно осаждали. Получали магнитную жидкость, содер-
жащую поливиниловый спирт (ПВС): к 10 мкл влажного осадка магнетита добавляли 50 мкл 
ледяной уксусной кислоты, 200 мкл дистиллированной воды и 250 мкл р-ра ПВС (ГОСТ 10779–
78, марка 11/2) 10 %м/об в дистиллированной воде, обрабатывали ультразвуком (УЗ) 22 кГц 100 Вт 
до кипения. Полученную магнитную жидкость в объеме 200 мкл вносили в 2400 мкл раствора 
Tween 85 1,5 %м и Span 85 2,8 %м в изооктане (ИО/ПАВ) и эмульгировали, пипетируя 5 мин на 
водяной бане при 60  °С. Для пипетирования использовали дозатор 150 мкл с наконечником  
200 мкл, укороченным до выходного сечения ≈1 мм2, приводимый с частотой ≈6 Гц электроме-
шалкой с зажатым в патрон эксцентриком. По окончании эмульгирования суспензию отстаивали 
5 мин и удаляли надосадок. К осадку добавляли эмульсию сшивающего агента: 100 мкл раство-
ра СаСl2 1М и ГА 25 %об в дистиллированной воде, внесенные в 2400 мкл ИО/ПАВ и обработан-
ные УЗ 22 кГц 100 Вт до прозрачного состояния. Пипетировали ≈2 Гц 1 ч при 65 °С. Полученные 
ММС осаждали магнитом, инкубировали в 5 %об растворе ГА в этаноле 2 мин при 60 °С, трижды 
отмывали дистиллированной водой, ресуспендировали в водном растворе уксусной кислоты 
10 %об и ПВС 1 %м/об, обрабатывали УЗ 22 кГц 100 Вт 30 с, пипетировали ≈2 Гц 1 ч при 65 °С, 
дважды отмывали дистиллированной водой и один раз – буфером NaCl 0,5М, NaPi 0,2М при  
рН 9. Финальной стадией синтеза ММС была обработка боргидридом натрия для конверсии не-
прореагировавших альдегидных групп в спиртовые, а оснований Шиффа (продуктов сшивки) – 
во вторичные амины. Проводили 2 цикла обработки NaBH4 10 мг/мл в буфере NaCl 0,5М, NaPi 
0,2М, рН 9, 20 мин при 60 °С, в конце первого цикла – обработка УЗ 22 кГц 50 Вт в течение 15 с. 
Восстановленные боргидридом ММС трижды отмывали фосфатно-солевым буфером рН 7,4 
(ФСБ, Sigma кат. № Р4417) и ресуспендировали в ФСБ.

Включение АПМ и АПЭ в состав микросфер проводили двумя методами: добавляя 50 мкл 
насыщенного раствора красителя в этаноле в 200 мкл магнитной жидкости перед эмульгирова-
нием и сшивкой либо используя для приготовления масляной фазы эмульсии изооктан, предва-
рительно насыщенный красителем.

Флуоресценцию микросфер исследовали в камере Горяева на оптическом микроскопе Пла-
нар Микро МБ с каналом возбуждения флуоресценции на основе ртутной лампы сверхвысокого 
давления Osram HBO 100W/2, оснащенном цветной цифровой камерой и микроспектрометром 
Ocean Optics STS-VIS. Для анализа изображений использовали программное обеспечение ImageJ 
[7]. Статистическую обработку данных проводили в Microsoft Excel.

Результаты и их обсуждение. Синтез АПМ: Выход 62 %, кристаллы желтого цвета, т. пл. 
204–206 °С. ИК спектр (n, см–1, KBr): 3315, 2891, 1602 (СН=СН), 1560, 1509, 1441, 1385, 1185. Спектр 
1H-ЯМР, CDCl3, d (м. д.): 7,68 д 2Н (J = 5,9 Гц), 7,47 д 4Н (J = 8,8 Гц), 6,75 д 2Н (J = 5,9 Гц) , 6,70 д 
4Н (J = 8,8 Гц), 6,68 с1Н, 4,93 шс 2Н (NH2), 3,01 c 12H (4Me). Cпектр ЯМР 13С, CDCl3, δ, м. д.: 
190,328, 167,775, 162,609, 154,271, 150,275, 131,948, 128,672, 128,584, 125,058, 112,541, 110,919, 40,041. 
Масс-спектр, m  /  z: [M]+ 385,2. Найдено, %: С 74,76, Н 7,08, N 18,17. C24H27N5. Вычислено, %:  
С 74,77, Н 7,06, N 18,17.

Синтез АПЭ: Выход 50 %, кристаллы желтого цвета, т. пл. 206–208 °С. ИК спектр (n, см–1, 
KBr): 3310, 3170, 1558, 1516, 1449, 1400, 1353, 1264, 1184. Спектр 1H-ЯМР, CDCl3, d (м. д.): 7,57 д 2Н 
(J = 5,8 Гц), 7,51 д 4Н (J = 8,8 Гц), 6,65 д 2Н (J = 5,8 Гц), 6,77 д 4Н (J = 8,8 Гц), 6,68 с1Н, 4,90 шс 2Н 
(NH2), 3,4 к 8H (4СН2, J = 6,8 Гц), 1,3 т 12Н (4Me, J = 6,8 Гц). Cпектр ЯМР 13С, CDCl3, δ, м. д.: 
189,234, 167,766, 162,606, 153,212, 150,275, 131,948, 128,672, 128,584, 125,058, 112,541, 110,919, 47,089, 
12,7. Масс-спектр, m / z: [M]+ 441,2. Найдено, %: С 76,15, Н 7,98, N 15,87. C28H35N5. Вычислено, %: 
С 76,16, Н 7,99, N 15,86.

Строение синтезированных соединений установлено по совокупности данных элементного 
анализа, спектров ЯМР 1H и 13С, ИК спектров. Наличием пика молекулярного иона [M]+ (Iотн 2–56 %) 
в масс-спектрах подтвержден брутто-состав продуктов. В ИК спектрах АПМ и АПЭ присут-
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ствуют полосы валентных колебаний групп NH2 в области 3310–3315 см–1, –НС=СН– связи в об-
ласти 1602 см–1 и полосы деформационных колебаний группы NH2 при 1560–1558 см–1. В спек-
трах ЯМР 1H сигналы атомов водорода пиримидинового и фенильных циклов расположены  
в области сигналов ароматических протонов (6,0–9,9 м. д. δ), метальных и метиленовых групп 
N,N-диметилфенил- и N,N-диэтилфенильных фрагментов – при 3,01–4,5 м. д. δ. В спектрах ЯМР 
13С сигналы атомов углерода пиримидинового и фенильных циклов расположены в области 
110,9–190,3, метиленовых фрагментов АПЭ в области 47 м.  д. и дифференцируются dept-
спектром. В области 41,0 м. д. находятся сигналы атомов С метильных С метиленовых замести-
телей.

Расчет спектров поглощения позволил ожидать наличие одного из максимумов вблизи 350 нм 
(область, важная при использовании ртутной лампы в качестве источника света) и его сдвиг  
в коротковолновую область при протонировании молекулы. Спектры возбуждения полученных 
красителей в области 250–400 нм приблизительно соответствовали ожидаемым (рис. 2).

Микросферы: полученные ММС имели средний размер 3–5 мкм, коэффициент полидисперс-
ности ≈0,1 (рис. 2, а). Количество флуорохрома, включенного в микросферы, оцениваемое по от-
носительной яркости флуоресценции, в случае применения насыщенной флуорохромом масля-
ной фазы эмульсии было в 4,6–5,3 раза больше, чем в случае введения в водную фазу (таблица). 
Это свидетельствует о перераспределении красителей между фазами в ходе синтеза.

Соотношение яркостей микросфер и фона на микрофотографиях
Microspheres/background brightness ratios on microimages

Способ включения красителя в ММС
Way of incorporation of a dye into the magnetic microspheres

Краситель
Dye

АПМ
АРМ

АПЭ
APE

Через масляную фазу 
Via oil phase 10,5 8,37

Через водную фазу 
Via water phase 2,26 1,57

Спектры флуоресценции микросфер зависят от рН среды (рис. 3, b, с). Изменение цвета про-
исходит равномерно по всему объему микросферы (рис. 3, а), что свидетельствует о проницаемо-
сти ММС для протонов. В то же время ММС практически не теряют флуорохромы в процессе 

Рис. 2. Расчетные спектры поглощения (a) и реальные спектры возбуждения, нормированные по оси Y (b) АПЭ:  
1 – нейтральная молекула, 2 – протонированная форма

Fig. 2. Calculated absorbance spectra (a) and real excitation spectra aligned by OY (b) of APE: 1 – neutral molecule,  
2 – protonated
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хранения (180 суток), что свидетельствует  
в пользу того, что флуорохромы связаны с ма-
териалом микросфер ковалентно: вероятно, 
через аминогруппу остатка 2-аминопирими-
дина.

Была разработана методика для оценки 
локального рН в интервале 4–9 по калибро-
вочным кривым соотношений яркостей зеле-
ного и красного каналов (IG  /  IR) цифровых 
изображений микросфер, полученных цвет-
ной камерой микроскопа. Кривые для АПМ  
и АПЭ практически совпадают (рис. 4).

В значимом для исследований физиологии 
клетки интервале рН 4–7 соотношение G/R 
изменяется в 1,4 раза. Для коммерческого 
зонда LysoSensorTM Yellow/Blue dextran (Lyso-
Sensor YBD) известно, что в том же интервале 
рН соотношение яркостей флуоресценции в синей и зеленой областях изменяется в 1,9 раз [8]. 
Таким образом, методика определения локального рН с помощью ММС, содержащих АПМ  
и АПЭ, сопоставима по чувствительности с методикой, в которой используется LysoSensor YBD. 
При этом в интервале рН 6–7 методика с применением АПМ или АПЭ чувствительнее, чем ме-
тодика с применением LysoSensor YBD: изменение соотношений соответственно на 5 и 0,01 % [8].

Заключение. Микросферы, модифицированные АПМ или АПЭ, могут применяться как ин-
дикаторы локального рН среды, в частности, при исследованиях методом оптической микроско-
пии. Представляет интерес создание наборов для оценки фагоцитарной активности лейкоцитов 
на основе данных микросфер путем иммобилизации на их поверхности соответствующих анти-
генов-мишеней.
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