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Конъюгаты цинкового комплекса тетраметилпиридилпорфирина 
с коллоидными наночастицами золота, стабилизированными 
цитратом 
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При электростатическом взаимодействии коллоидных наночастиц Au30900/Cit с цинковым комплексом 
5,10,15,20-тетракис(4’-N-метилпиридил)порфина друг за другом образуются два различных наноконъюгата 
постоянного состава со спектрами поглощения, отличными от спектров исходных реагентов. Образование 
первого, более прочного, соединения сопровождается падением интенсивности и красным сдвигом полос 
Соре и поверхностного плазмонного резонанса (ППР) конъюгированных реагентов, которые сохраняют свою 
спектральную идентичность. Образование второго конъюгата сопровождается ростом интенсивности 
полосы Соре, в то время как полоса ППР практически не меняется. Высказано предположение о том, что 
первым образуется наноконъюгат только с одним тетракатионом, который понижает способность 
наночастицы к дальнейшей конъюгации. 

Ключевые слова: Наночастицы золота, тетра(N-метилпиридил)порфин, цинковый комплекс, гибридные 
органо-неорганические конъюгаты.
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Due to electrostatic interaction of Au30900/Cit colloidal nanoparticles with 5,10,15,20-tetrakis(4’-N-methylpyridyl)
porphine complex with zinc two different nanoconjugates of constant composition are formed one after another, 
the UV-Vis spectra of which differ from those of initial reagents. The formation of the first, more stable, compound 
is accompanied by a decrease in intensity and a red shift of the Soret bands and surface plasmon resonance (SPR) band 
of the conjugated reagents, which retain their spectral identity. The formation of the second conjugate is accompanied 
by an increase in the intensity of the Soret band while the SPR band is not changed significantly. It has been suggested 
that the first to form is a nanoconjugate with only one tetracation, which reduces the ability of the nanoparticle to further 
conjugation.
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Введение 

Создание тераностических препаратов, способных 
выступать одновременно в качестве средств направлен-
ной доставки лекарственного препарата, ранней диа-
гностики и терапевтического агента, является важной 
и актуальной задачей современной персонализирован-
ной медицины. На этапе доставки лекарственного пре-
парата к месту функционирования важно, с одной сто-
роны, временно заглушить его активность, поскольку 
она может привести к повреждению здоровых тканей 
и клеток крови, а с другой – обеспечить целенаправ-
ленное действие данного препарата с восстановлением 
всех необходимых функций в очаге поражения.[1–5] При 
разработке такой системы оптимальным решением 
было бы использование такого компонента, который 
одновременно обеспечивал бы подавление активности 
терапевтического агента и его адресную доставку к 
месту назначения. Специфические и жизненно важ-
ные функции, которые порфирины и родственные им 
соединения выполняют в природе, привлекают интерес 
исследователей реальной возможностью создания 
эффективных молекулярных систем, востребованных 
в различных областях диагностической и лечебной 
медицины, а также создания новых наноматериалов по 
технологии снизу вверх. 

Порфирины и их производные очень хорошо 
известны как фотосенсибилизаторы (ФС) первого и вто-
рого поколений и применяются в фотодинамической 
терапии (ФДТ)  онкологических заболеваний и противо-
микробной терапии.[6–14] Кроме того, порфириновые 
соединения способны ингибировать вирусные инфек-
ции, ряд порфиринов был протестирован на активность 
против ВИЧ и коронавируса.[15–20] В настоящее время 
создание и исследование наноразмерных органо-неорга-
нических конъюгатов является одной из главных задач 
разработки функциональных систем для хемосенсо-
рики, катализа, молекулярной электроники, нанобиоме-
дицины.[21–28] Наночастицы золота и серебра представ-
ляют собой разновидность неорганических наночастиц, 
которые в настоящее время широко исследуются для 
применения в биомедицине.[29–31] Такие свойства, как 
настраиваемые размер и форма, доступная модификация 
поверхности, биосовместимость, способность к взаимо-
действию с активными лигандами, позволяют считать 
наночастицы благородных металлов перспективными 
носителями лекарственных препаратов в противорако-
вой и антибактериальной тераностике.[32–37] Причиной 
повышенного внимания исследователей к таким объ-
ектам является наличие уникального фотофизического 
свойства, называемого локализованным поверхност-
ным плазмонным резонансом (ЛППР). В настоящее 
время явление поверхностного плазмонного резонанса 
широко применяется при создании химических и био-
логических сенсоров. При контакте с биообъектами 
плазмонные эффекты позволяют более чем на порядок 
увеличить интенсивность сигналов флуоресценции, 
т.е. значительно расширяют возможности обнаружения, 
идентификации, диагностики и терапии.[38] Поверх-
ностная плазмонная резонансная индукция приводит 
не только к значительному увеличению поглощения/

рассеяния света, но также может привести к нагреву 
наночастиц. В ФДТ такие наночастицы, дополнительно 
активируя ФС, позволят композитному фотосенсиби-
лизатору работать одновременно по направлению ФДТ 
и ФТТ (фототермической терапии), что существенно 
расширяет область применения ФДТ в противоопухоле-
вой терапии.[39] Возможность использования наночастиц 
в качестве связующего звена для ФДТ и ФТТ обсужда-
лась в [40,41]. Тема получения терапевтических агентов 
для ФДТ на основе наночастиц благородных металлов 
и макроциклических ФС, таких как производные 
Zn-фталоцианина,[42–45] Si-фталоцианина,[46–48] гемато-
порфирин,[49] мезо-тетра(4-карбоксифенил)порфирин,[50] 
хлорин е6,[51,52] активно развивается, некоторые из них 
находятся на стадии клинических испытаний. Поэтому 
для дальнейшего успешного развития данной перспек-
тивной области использования конъюгатов наночастиц 
с макроциклическими ФС необходимо дальнейшее тща-
тельное исследование тех эффектов, которые возникают 
при взаимодействии данных объектов в водных раство-
рах. Современные тенденции показывают, что направ-
ление дальнейших исследований будут сосредоточены 
на воплощение идеи о разработке следующего поколе-
ния тераностических агентов на основе порфиринов и 
наночастиц металлов (AuNP). Концепция разработки 
тераностической платформы на основе многофункцио-
нальных порфириновых наноструктур имеет большой 
потенциал для расширения возможностей современной 
медицины и переходу к современной персонализиро-
ванной наномедицине.[53] 

Настоящая работа посвящена водорастворимым 
гибридным наноконъюгатам, которые образуются при 
взаимодействии легкодоступных реагентов: коллоид-
ных наночастиц золота и цинкового комплекса тетра-
метилпиридилпорфирина.

Экспериментальная часть 

Реактивы 
Коммерческие реактивы: 4-пиридинкарбоксиальде-

гид (98 %, Acros Organics); 2,3-дихлоро-5,6-дициано-p-
бензохинон (98 %), пиррол (reagent grade, 98 %), иодистый 
метил (≥ 99.0 %); хлорная кислота (70 %), тетрахлороаурат(III) 
водорода (HAuCl4·3H2O, > 99.99 %) и цитрат натрия 
(Na3C6H5O7·2H2O, ≥ 99 %) Sigma-Aldrich; хлорид цинка (х.ч., 
ООО «Химмед»), ДМФА (max. 0.01 % water, Panreac) были 
использованы без дополнительной подготовки.

Водорастворимый тетрайодид 5,10,15,20-тетракис(4’-
N-метилпиридил)порфина H2P(PyMe+)4(I-)4 получали из 
5,10,15,20-тетракис(пиридин-4’-ил)порфина путем кватерни-
зации пиридильных атомов азота йодистым метилом в диме-
тилформамиде.[54] Исходный H2P(Py)4 получали конденсацией 
пиррола с бензальдегидом в пропионовой кислоте.[55]

Цинковый комплекс ZnP(PyMe+)4(I-)4, получали из 
H2P(PyMe+)4(I–)4 и йодида цинка в ДМФА.[56,57]

Коллоидный водный раствор золотых наночастиц 
стабилизированных цитрат-анионами (Au/Сit) с максимумом 
полосы ППР при 520 нм получали из золотохлористоводород-
ной кислоты и цитрата натрия по методу Френса.[58,59] 

Методы
Взаимодействие между коллоидными наночастицами 

Au/Cit и тетракатионами ZnP(PyMe+)4 исследовали спек-
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(a) (c)

Рисунок 1. Концентрационная зависимость спектров поглощения коллоидного раствора наночастиц Au/Cit (вода, рН 7, 25 °С).

тропотенциометрическим методом с использованием двух-
канального спектрофотометра-флуориметра Avantes AvaSpec 
2048-2, оборудованного оптоволоконной термостатируемой 
ячейкой qpod© (Temperature-Controlled Sample Compartment 
for Fiber Optic Spectroscopy), рН-метром со стеклянным 
комбинированным электродом и микродозатором с шагом 
6·10–6 мл, для работы малыми объемами растворов в 1 см 
флуориметрической кювете.[5,60] 

Результаты и обсуждение

Характеристика коллоидных наночастиц Au/Сit

В работе были использованы рН-нейтральные 
водные растворы коллоидных наночастиц Au/Сit с 
оптической плотностью до 0.48 ед. в максимуме полосы 
ППР (при 520 нм (Рисунок 1a). В этом интервале 
соблюдается закона БЛБ A=εlC (Сопроводительные 
материалы SI, Рисунок 1b), что указывает на отсутствие 
ассоциации Au/Сit и применимость оптической плот-
ности для определения молярной концентрации раство-
ров наночастиц.

Коэффициент экстинкции ε520 коллоидного рас-
твора наночастиц Au/Cit, а также размер золотого ядра 
были определены по отношению поглощения в мак-
симуме полосы ППР к поглощению при 450 нм.[61,62] 
Экспериментальному значению A520/A450 =1.56 (синяя 

линия, Рисунок 1c) соответствуют псевдосферические 
наночастицы Au/Cit с диаметром ядра 12 нм (Рисунок 2) 
и коэффициентом экстинкции коллоидного раствора 
ε520 = 1.70·108. В этом случае термодинамически устойчи-
вой кристаллической формой золотого ядра диаметром 
12 нм является кубооктаэдр[59,63] с гранецентрированной 
кубической решеткой. Наиболее близким к этому 
значению является кубооктаэдр Au30900 с диаметром 
12.12 нм (Рисунок 2), поверхность которого состоит 
из восьми треугольных Au{111} и шести квадратных 
Au{100} граней со стороной 6.06 нм.

Коллоидные наночастицы Au/Cit состоят из метал-
лического ядра и солюбилизирующей оболочки цитрат-
ных лигандов. Карбоксилатные группы обеспечивают 
якорную связь лигандов с атомами Au0 на поверхности 
ядра, а также растворимость и агрегационную устой-
чивость наночастиц Au/Cit в воде. Количественная 
информация о стехиометрии, строении и заряде обо-
лочки лигандов коллоидных наночастиц Au/Cit in situ 
отсутствует. Известно, что основность карбоксилатных 
групп лимонной кислоты увеличивается в ряду (1).[64,65]

Это обстоятельство предполагает, что прочность 
связи лигандов с поверхностью золотой наночастицы 
изменяется в том же порядке, а центральный карбокси-
лат является ключевой якорной группой.[66–69]

В качестве иллюстрации на Рисунке 3a,b показан 
фрагмент поверхности Au{100} с плотностью заселения 
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Диаметр: 12.12 нм.
Ребро: 6.06 нм (Au21).
Грань Au{100}: площадь 36.68 нм2(Au441).
Грань Au {111}: площадь 15.88 нм2(Au231).
Площадь поверхности: 347.14 нм2.
Объем = 523.61 нм3.

Рисунок 2. Параметры идеального кубооктаэдрического нанокристалла Au30900. Зеленым цветом показан размер тетракатиона 
ZnP(PyMe+)4 для сравнения.

(a) (b) (c)

Рисунок 3 . (a),(b) – MM+ оптимизированный фрагмент Au(100) поверхности сферической наночастицы AuNP/Cit 
(см. Рисунок 2b).Толщина цитратной оболочки составляет около 0.65 нм. (с) – Варианты равномерного заселения поверхности 
золотого ядра в Сit/нм2: 1,2 – 0.33, 3,(1+2) – 0.67, (1+3) – 1, (1+2+3) – 1.34.

0.67 Cit/нм2, где каждый лиганд связан через централь-
ную карбоксилатную якорную группу, в то время как 
две боковые остаются свободными и выступают в каче-
стве анионных центров сольватации.

В этом случае общее количество лигандов на 
поверхности сферической наночастицы Au/Cit состав-
ляет 303 единицы, что соответствует отрицательному 
заряду –909. Поверхностный заряд Au/Cit сильно зави-
сит от степени заселенности лигандами (Рисунок 3с). 
Однако, в любом случае заряд цитратной оболочки 
будет существенно ниже, если часть лигандов связана 
с поверхностью ядра двумя и тремя карбоксилатными 
группами или запротонирована. Степень ионизации 
цитратных лигандов является рН-зависимой величи-
ной. Расчет по константам лимонной кислоты предска-
зывает, что протонирование цитратной оболочки Au/
Cit начинается ниже рН 8 (Рисунок 4a) и заканчивается 
около рН 1. Предпринятое нами титрование Au/Cit 
хлорной кислотой (Рисунок 4b) показало, что полу-
ченные наночастицы Au/Cit начинают протонироваться 
при рН < 7, но при этом сохраняют агрегационную 

устойчивость вплоть до pH 2, несмотря на видимые 
протолитические изменения в оболочке лигандов, 
которые прослеживаются по отклику полосы ППР. 
Чувствительность полосы ППР наночастиц Au/Cit 
к физико-химическим процессам с участием оболочки 
лигандов[70] была использована для исследования взаи-
модействия между анионными наночастицами Au/Cit и 
тетракатионом ZnP(PyMe+)4.

Характеристика тетракатиона ZnP(PyMe+)4

В водном растворе тетракатион ZnP(PyMe+)4 
образует аксиальный аквакомплекс (H2О)ZnP(PyMe+)4 
(Рисунок 5), стабильный в интервале рН < 10. При рН > 10 
аквакомплекс диссоциирует по кислотному типу с обра-
зованием гидроксокомплекса (ОH–)ZnP(PyMe+)4.[71]

Тетракатион состоит из слегка искаженной 
плоской порфириновой платформы и четырех поло-
жительно-заряженных мезо-заместителей, свободное 
вращение которых ограничено ван-дер-ваальсовым 
отталкиванием между орто и бета-протонами. Гео-
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(a) (b)

pH нм
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Рисунок 4 . Влияние рН на концентрацию сопряженных ионных форм лимонной кислоты (a) и на спектр поглощения 
коллоидного раствора Au/Cit в воде при 25 оС (b). Зеленой линией показан спектр поглощения для интервала рН 7÷8, малиновым 
цветом показано изменение спектров поглощения в интервале рН 2÷7.
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Рисунок 5 . Молекулярная геометрия тетракатиона (H2О)ZnP(PyMe+)4, оптимизированная методом DFT/B3LYP/631G/(d,p). 

метрически тетракатион (H2О)ZnP(PyMe+)4 может быть 
вписан в квадрат площадью 1.72 нм2 со стороной 1.31 нм 
и диагональю 1.85 нм, связывающими метильные атомы 
углерода. 

Водные растворы ZnP(PyMe+)4 характеризуются 
интенсивной полосой Соре с максимумом поглощения 
при 435 нм и двойной полосой флуоресценции с мак-
симумом и плечом при 635 и 663 нм, соответственно 
(Рисунок 6a). Благодаря высокому одноименному заряду 
тетракатионы образуют стабильные молекулярно-дис-
персные растворы, которые в интервале рабочих кон-
центраций до 6∙10–6 моль/л строго подчиняются закону 
Бугера-Ламберта-Бера (Рисунок 6b). Важным является 
то обстоятельство, что в отличие от коллоидных 
наночастиц Au/Cit, коэффициент экстинкции водного 

раствора (H2О)ZnP(PyMe+)4, равный 206000,[72] является 
точным табличным значением.

Взаимодействие AuNC/Cit с (H2O)ZnP(PyMe+)4 

В процессе титрования коллоидного раствора 
наночастиц Au/Cit тетракатионами (H2O)ZnP(PyMe+)4 
(Рисунок 7) друг за другом были получены два разных 
конъюгата, оптические спектры которых отличаются 
от спектров исходных реагентов (Рисунок 7а). 

Образование первого соединения, выделенное 
синим цветом, сопровождается падением интенсивно-
сти (ε = 164916) и красным сдвигом полоса Соре конъ-
югированного тетракатиона от 435 к 439 нм, а полоса 
ППР наночастицы Au/Cit сдвигается в красную область 
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от 520 к 529 нм. Спектральные изменения при после-
довательном образовании двух конъюгатов более четко 
прослеживаются в разностных спектрах поглощения, 
полученных путем вычитания исходного спектра 
наночастицы Au/Cit (Рисунок 7b). В отличие от первого, 
образование второго конъюгата сопровождается только 
ростом интенсивности поглощения полосы Соре, в то 
время как полоса ППР практически не меняется, что 
указывает на его меньшую прочность.

Коэффициент экстинкции полосы Соре второго 
конъюгата приближается к свободному тетракатиону 
и достигает 202115. Мы не обнаружили никаких дока-
зательств в пользу обратимости реакций образования 
обоих конъюгатов, образующихся с высокой скоростью 
уже в момент смешивания реагентов. Обоим соедине-
ниям соответствуют прямолинейные участки на кон-
центрационных зависимостях оптической плотности в 
максимуме полосы Соре от концентрации тетракатиона 
(Рисунок 7с), что указывает на постоянный стехиоме-
трический состав. Стехиометрия первого конъюгата, 
вычисленная в точке эквивалентности с использова-
нием коэффициента экстинкции наночастиц Au/Cit 
ε520 = 1.70·108,[59,63] составляет 1:454, что представляется 
ошибочным. Причиной этой ошибки, на наш взгляд, 
является завышенное значение молярного коэффици-
ента экстинкции коллоидного раствора наночастиц 
Au/Cit c большим ядром Au30900, вычисленное как 
для истинного молекулярного раствора.[73] Наглядно 
соотношение геометрических размеров наночастицы 
и тетракатиона показано на Рисунке 2. Теоретически 
возможно образование электростатических конъюгатов 
коллоидной наночастицы Au/Cit с достаточно большим 
числом тетракатионов (H2O)ZnP(PyMe+)4, но мы допу-
скаем предположение о том, что первыми образуются 

наноконъюгаты только с одним тетракатионом, кото-
рый снижает способность наночастицы к дальнейшей 
конъюгации. Решение вопроса о стехиометрическом 
составе полученных наноконъюгатов требует дополни-
тельных исследований по определению аналитических 
значений коэффициентов экстинкции наночастиц 
AuNС/Cit с ядром Au30900, в том числе с использованием 
оптических порфириновых зондов.[74]

Заключение

Установлено, что при взаимодействии коллоид-
ных наночастиц золота (Au30900), стабилизированных 
цитратом, с цинковым комплексом тетраметилпири-
дилпорфирина образуются гибридные наноконъюгаты 
постоянного состава. Молярный коэффициент экстинк-
ции коллоидного раствора наночастиц Au/Cit c боль-
шим ядром, вычисленный по формуле для истинного 
молекулярного раствора, не подходит для определения 
реальной стехиометрии этих наноконъюгатов. Опре-
деление аналитических значений коэффициентов экс-
тинкции больших наночастиц Au/Cit требует нового 
подхода. Оптические порфириновые зонды являются 
перспективными аналитическими реагентами для 
решения этой задачи.
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Рисунок 6 . Концентрационная зависимость оптических спектров рН-нейтрального водного раствора тетракатиона (H2O)
ZnP(PyMe+)4 при 25 °С. Коэффициент экстинкции ε435 = 206000.[72]
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Рисунок 7 . (a) – Изменение спектров поглощения наноконъюгатов при титровании раствора анионных наночастиц Au/
Cit (малиновая линия) тетракатионами (H2O)ZnP(PyMe+)4 в интервале до 5.86∙10–6 моль/л. (b) и (c) – Соответствующие 
разностные спектры, полученные вычитанием исходного спектра наночастиц Au/Cit и концентрационная зависимость 
поглощения наночастиц в максимуме поглощения при 439 нм. Синим и серым цветом выделено образование первого и второго 
наноконъюгатов. Для сравнения, зеленым цветом показан спектр свободного тетракатиона с концентрацией 5.86∙10–6 моль/л и 
концентрационная зависимость в максимуме поглощения при 435 нм.
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