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1. ВВЕДЕНИЕ

Полисахариды (ПС) в живой природе выпол- 
няют важные биологические функции: струк- 
турную, защитную, резервную. В растительной 
клетке ПС и полисахаридные комплексы служат 
основным конструкционным материалом, опре- 
деляющим изменения формы клетки и всего 
растения в целом, а также реализуют десятки 
других функций [1]. В мире бактерий ПС в 
виде липополисахаридов (ЛПС) и капсульных 
полисахаридов защищают бактериальную 
клетку не только от неблагоприятных внешних 
физических воздействий, но и от иммунного 
ответа организма-хозяина. ЛПС инфекционных 
бактерий, образующиеся в результате разруше- 
ния бактериальных клеток иммунной системой 
человека, действуют как ее мощнейшие дис- 
регуляторы [2, 3]. Микробиом кишечника вы- 
полняет ключевую функцию в формировании 
репертуара естественных антител, и ПС в этом 
процессе играют существенную, а возможно, даже 
главную роль [4, 5]. Изучение перечисленных 
функций самих ПС, а также ПС-связывающих 
белков растительной, бактериальной и животной 
клеток невозможно без использования меченых  
ПС, в первую очередь, флуоресцентно-меченых. 
Метка дает возможность прослеживать локали- 
зацию и метаболизм ПС, а также их взаимодейст- 
вие с белками; в последнем случае меченые ПС 
выступают в качестве инструментов исследова- 
ния, в частности при поиске клеточных рецепто- 
ров [6]. Полисахариды весьма разнообразны с 
химической точки зрения, что, с одной стороны, 
осложняет их модификацию, а с другой – дает 
некоторую гибкость при ковалентном мечении. 

Цель данного обзора – проанализировать, 
какие флуорофоры используются для мечения, 
какие способы введения метки используются 
и какие оптимальны для определенных видов 
ПС, а также какие из флуорофоров лучше всего 
соответствуют решению перечисленных выше 
задач гликобиологии, биологии растительной 
клетки и микробиологии. 

Методы введения флуорофора рассматриваются 
в обзоре в соответствии с природой функцио- 
нальных групп ПС:
– присоединение по альдегидной группе восста- 
навливающих ПС;
– реакции с гидроксильными группами ПС;
– реакции с ПС, содержащими аминогруппы;
– реакции с ПС, содержащими карбоксильные 
группы.

Кроме того, отдельно рассмотрены методы 
клик-химии, а также лантаноиды и нанокристаллы 
(квантовые точки).

2. ФЛУОРОФОРЫ

Флуорофор – это фрагмент молекулы, при- 
дающий ей флуоресцентные свойства. Флуо- 
ресценция – разновидность люминесценции, 
которая представляет собой нетепловое испус- 
кание света, происходящее при возвращении 
электрона с возбужденного состояния (S1) на  
более низкую орбиталь (S0). Типичное время 
жизни возбужденного состояния составляет 
10−9−10−7 с [7].

Существует большое разнообразие флуо- 
ресцирующих соединений с различными фото- 
физическими свойствами. В основном это орга- 
нические красители, координационные сое- 
динения лантаноидов, флуоресцентные белки 
и наночастицы. Каждый класс имеет свои 
специфические особенности, преимущества и 
недостатки. Рассмотрим их по порядку.

2.1. Органические флуорофоры

Многие органические вещества, содержащие, 
как правило, систему сопряженных π-связей, 
способны к флуоресценции. В 1871 г. Адольф  
Байер сообщил о синтезе интенсивно флуорес- 
цирующего красителя, названного флуоресце- 
ином. С тех пор этот краситель и его производные 
относятся к числу наиболее широко применяемых 
в самых различных областях химии и сопре- 
дельных наук. Другие не менее известные флуо- 
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ресцирующие органические молекулы – мети- 
новые красители (наиболее известные из них – 
это цианиновые Сy3, Сy5 и т.д.), флуорофоры 
кумаринового, ксантенового семейств (наиболее 
известны их модифицированные версии – 
AlexaFlour™), а также родамины, Люцифер 
желтый, Нильский красный и многие другие, но 
только малая их часть стала использоваться в 
качестве меток для макромолекул по ряду причин, 
среди которых – способность этих молекул к 
химической модификации, стабильность при 
проведении опыта, удобные для измерения 
параметры возбуждения/эмиссии, минимальное 
взаимодействие с исследуемыми объектами, 
возможность сочетать различные флуорофоры 
в одном эксперименте. Также важны размер, 
заряд молекулы, растворимость и т.д. Последняя 
часто определяет выбор флуорофора для мечения 
полисахаридов, поскольку многие из них не 
растворимы в органических растворителях. 

2.2. Комплексы лантаноидов

Люминесценцией обладают трехвалентные 
ионы лантаноидов. Электронно возбужденный 
Gd3+ излучает в УФ-области; Pr3+, Sm3+, Eu3+, 
Tb3+, Dy3+ и Tm3+ – в видимой области; Nd3+, Ho3+, 
Er3+ и Yb3+ – в инфракрасной области. Однако 
добиться эффективного фотовозбуждения ионов 
лантаноидов из-за запрещенных 4f-4f-переходов  
по правилу Лапорта довольно сложно, что приво- 
дит к низким коэффициентам экстинкции [8].  
Поэтому увеличения интенсивности флуорес- 
ценции добиваются с помощью комплексо- 
образования с органическими лигандами. Эмис- 
сия таких комплексов может быть осуществлена 
благодаря возбуждению электронных уровней в 
самом лиганде, после чего энергия собирается на 
возбужденных состояниях ионов металла благо- 
даря интрамолекулярной передаче. Это явление 
получило название “антенный эффект” [9]. Люми- 
несценцию лантаноидных комплексов стабили- 
зируют алифатическими и ароматическими β-дике- 
тонами [8], а также в сочетании с N-гетероцик- 
лическими хромофорами, такими как пиридин, 
бипиридин, терпиридин, фенантролин и бенз- 
имидазол. 

Продолжительное время жизни возбужденного 
состояния таких координационных соединений 
позволяет исключить сигналы других флуоро- 

форов путем введения временной задержки (10–
200 мкс) между временем возбуждения и измерения 
флуоресценции, что делает возможным их ис- 
пользование в методе TR-FRET (перенос энергии 
флуоресценции с временным разрешением) для 
визуализации процесса внутриклеточного лиганд-
рецепторного, субстрат-ферментного и других 
взаимодействий. При этом антенны, используемые 
с лантаноидами, имеют поглощение, как правило, 
в диапазоне длин волн 320–400 нм, а излучение 
комплексов с лантаноидами находится в диапазоне 
500–1500 нм. 

2.3. Квантовые точки

Флуоресцентными свойствами обладают полу- 
проводниковые наночастицы или квантовые 
точки (КТ). Существует два вида КТ, которые 
разделяют по методу получения: коллоидные и 
эпитаксиальные. Первые представляют собой 
фрагмент проводника или полупроводника с  
размерами 2–10 нм, вторые – с размерами 10– 
150 нм [10]. В биологических исследованиях ис- 
пользуют, как правило, коллоидные КТ. 

Неорганические квантовые точки состоят 
из ядра (например, СdSe, СdTe, CdS, ZnSe, InP, 
InAs) и защитной оболочки, в качестве которой 
используют, например, ZnS, CdS и ZnSe. Наиболее 
хорошо изучены КТ на основе кадмия (CdSe,  
CdTe) [11, 12]. Известны КТ на основе оксида  
цинка [12] и халькогенидов серебра (сульфид, селе- 
нид, теллурид) [13]. Для биологических исследо- 
ваний последние имеют особое значение, т.к. 
имеют флуоресценцию в ближней инфракрасной 
области (600–1200 нм). В этой области живые 
ткани почти прозрачны. К перспективным канди- 
датам можно отнести фосфид индия, антимонид 
индия, арсенид индия и арсенид галлия [14]. 

Основное преимущество КТ заключается в 
возможности высокоточного контроля над ее 
размером, а следовательно, и над проводимостью, 
что позволяет создавать флуорофоры разных цве- 
тов из одного и того же материала по одной мето- 
дике. Они обладают отличными от органических 
флуорофоров оптическими характеристиками  
[15, 16], которые определяют возрастающий 
интерес к ним, а именно:
– узким симметричным пиком флуоресценции (в 
отличие от органических красителей);
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– широкой полосой возбуждения, что позволяет 
возбуждать нанокристаллы разных цветов одним 
источником излучения;
– высокой фотостабильностью, что позволяет 
использовать источники возбуждения высокой 
мощности. 

Неорганические КТ разрушаются в водной 
среде, поэтому им требуется защитная оболочка, 
кроме того, для биологических исследований 
они должны быть нетоксичны и растворимы в 
воде, поэтому их дополнительно обрабатывают 
поверхностно активными соединениями – алкок- 
сисиланами, фосфолипидами, карбоксиметил-
β-циклодекстрином, хитозаном, олеиновой кис- 
лотой, меркаптоуксусной кислой и др. [12].

Альтернативой неорганическим КТ могут 
служить углеродные точки благодаря их лучшей 
биосовместимости. Их случайно обнаружили в 
2004 г. в результате электрофоретического ана- 
лиза углеродных нанотрубок, полученных из  
сажи [17]. Название “углеродные квантовые точ- 
ки” по отношению к флуоресцентным углерод- 
ным наночастицам было введено в употребление 
в 2006 г., т.к. они имели такой же размер, как и 
неорганические КТ (<10 нм) [18], и обладали срав- 
нимыми с классическими квантовыми точками 
оптическими свойствами. Они обладают высо- 
кой стабильностью и проводимостью, низкой  
токсичностью, экологичностью. Их получают 
разрушением более крупных углеродных струк- 
тур (графит, углеродные нанотрубки, сажа) 
[17, 19] либо синтезом из низкомолекулярных 
веществ (глюкозы, этанола [20, 21], бензохинона 
и триэтилентетрамина [22]). В литературе редко  
приводят реальные структуры углеродных КТ.  
Упоминают только, что они бывают графено- 
подобными или содержат так называемый аморф- 
ный углерод [23]. Механизмы, ответственные за 
способность углеродных точек к флуоресценции, 
активно обсуждаются. Высказано предположе- 
ние, что излучение углеродных точек происходит 
в результате радиационной рекомбинации само- 
захваченных экситонов (связанное состояние из 
электрона и электронной дырки) [24].

2.4. Флуоресцентные белки

Родоначальник этой разновидности флуо- 
рофоров – зеленый флуоресцентный белок (GFP) 
из медузы Aequorea victoria. За его открытие и 

изучение в 2008 г. Осаме Симомура, Мартину 
Чалфи и Роджеру Тсьен была присуждена Но- 
белевская премия. В результате замены отдельных 
аминокислот из окружения флуорофора были 
получены белки с другими цветами флуоресцен- 
ции [25]. Флуоресцентные белки – прекрасные 
маркеры для визуализации живых клеток и орга- 
низмов, однако из-за большого размера для ме- 
чения других молекул, в частности полисахаридов, 
они не используются. 

3. МЕТОДЫ ВВЕДЕНИЯ ОРГАНИЧЕСКИХ  
ФЛУОРОФОРОВ

3.1. Введение по восстанавливающему  
концу ПС

Полисахарид с восстанавливающим концом –  
это ПС, у которого хотя бы один полуацетальный 
гидроксил остается свободным и реакционно- 
способным. Далеко не все нативные ПС имеют  
восстанавливающий конец, кроме того, альде- 
гидная функция может оказаться утерянной в  
процессе выделения (например, на стадии вос- 
становления боргидридом). И наоборот, значи- 
тельная часть (если не подавляющая) ПС приоб- 
ретает альдегидную (иногда кетонную, если 
концевой моносахарид относится к кетозам) 
группу в результате химических манипуляций 
по выделению из сложноорганизованных био- 
объектов, таких как клеточная стенка (например, 
при обработке гликозилгидролазами [26]). 

На рис. 1 приведены варианты присоединения 
флуорофоров по альдегидной группе. 

Взаимодействие с аминами. Наиболее по- 
пулярный способ модификации по восстанав- 
ливающему концу ПС – метод восстановитель- 
ного аминирования, основанный на образовании 
основания Шиффа в результате взаимодействия 
альдегидной группы сахарида с аминогруппой 
флуорофора (рис. 1б). Эти реакции, как правило, 
проводят в водно-органической среде (вода, мета- 
нол) с добавлением уксусной кислоты. Реакции 
идут при нагревании в диапазоне температур 
37–80°С.

В большинстве случаев для восстановления 
основания Шиффа используется цианборгидрид 
натрия [27–31]. Поскольку этот реагент в ходе  
реакции выделяет синильную кислоту, в качестве 
альтернативы предлагается использовать пири- 
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динборан [32] и пиколинборан [33–35]. Пер- 
вый обладает высокой восстанавливающей ак- 
тивностью, но разлагается уже при 54°С и имеет 
срок хранения 6 месяцев. Более устойчивы пико- 
линборан и 5-этил-2-метилпиридинборан, однако 
необходимо учитывать, что последний нерастворим 
в воде [36]. Следует также предварительно про- 
верять устойчивость самого флуорофора к дейст- 
вию восстановителя.

В некоторых случаях восстанавливающий конец 
с помощью восстановительного аминирования 
можно трансформировать в гликозиламин при- 
соединением аммиака или диамина [37]. Обра- 
зующуюся аминогруппу далее ацилируют флуо- 
рофором, например, в виде сульфохлорида [38].

При введении алифатического диамина не  
исключено перекрестное сшивание полисаха- 
ридных молекул. Во избежание подобных проблем 
используют аминоэтиланилиновый мостик [39, 40],  

в котором с сахаридом избирательно реагирует 
ароматический амин, а алифатический остается 
свободным.

Чтобы сохранить восстанавливающий моноса- 
харид в циклическом виде (который теряется при  
любом варианте восстановительного аминиро- 
вания), существует вариант превращения 1-ОН 
в 1-NH2-группу действием водного раствора 
гидрокарбоната аммония [41, 42] или карбамата 
аммония [42–45] с последующим двухстадийным 
превращением в глицильное производное [46–48], 
которое ацилируется флуорофором. Для этой же 
цели предложен еще один метод введения мостика 
с аминогруппой реакцией 2-(метиламиноокси)- 
этанамина с восстанавливающим концом сахарида 
(рис. 2) [49]. По полученной аминогруппе можно  
присоединять флуорофор. Однако такие превра- 
щения для полисахаридов пока не использовались.

 

(a)

(б) (в)

(г)

(д)

Рис. 1. Введение флуоресцентной метки по альдегидной группе (здесь и далее зеленый ромб – это флуоресцентная 
метка): восстанавливающий полисахарид (а), основание Шиффа (б), восстановленное основание Шиффа (в), гидразон –  
продукт реакции с гидразином (г), гидразон – продукт реакции с гидразидом (д).

 

Рис. 2. Введение аминогруппы с помощью производного гидроксиламина на примере дисахарида N-ацетиллактозамина.
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Взаимодействие с гидразинами и гидра- 
зидами. Мечение ПС гидразинами и гидразидами 
флуорофоров (рис. 1) проходит в одну стадию. 
Реакции проводят, как правило, в водно-спиртовой 
среде с добавлением уксусной кислоты [50]. 
Образующиеся по этой реакции гидразоны – более 
стабильные соединения, чем основания Шиффа, 
однако могут обратимо переходить в циклическую 
форму [51, 52]. Во избежание протекания обратной 
реакции в процессе применения меченого поли- 
сахарида их, как и основания Шиффа, восста- 
навливают [53, 54].

Наряду с гидразинами и гидразидами предла- 
гают тиосемикарбазид флуоресцеина для мечения 
полисахаридов [55].

3.2. Модификации по гидроксильным группам  
полисахаридов

Далеко не все полисахариды являются восста- 
навливающими, поэтому модификации подвер- 
гают и другие функциональные группы, в част- 

ности гидроксилы. Гидроксильные группы в 
ПС различаются по реакционной способности. 
Наиболее доступны для объемных заместителей 
(а флуорофоры – обычно объемные молекулы) 
первичные гидроксильные группы; доступность 
(а потому и реакционноспособность) вторичных 
гидроксилов значительно различается. Так, гидрок- 
сильные группы в экваториальном положении 
обладают большей реакционной способностью, 
чем те, которые находятся в аксиальном положении. 
В ПС оказывают влияние на реакционную способ- 
ность и внутримолекулярные водородные связи. 
Гидроксильные группы, которые выступают в 
качестве доноров в водородных связях, могут 
проявлять повышенную нуклеофильность [56].

На рис. 3 приведены варианты присоединения 
флуорофора по гидроксильной группе.

Взаимодействие с цианатами. Для мечения 
полисахаридов применяют изоцианаты и изотио- 
цианаты (рис. 3, реакции a и b) [57]. Их начали 

 

a

b

 c

 d

Рис. 3. Введение флуоресцентной метки по гидроксильной группе: реакция с изоцианатами (a), изотиоцианатами (b), 
дихлордиазином (c) и винилсульфоном (d).
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использовать для введения функциональных групп 
по гидроксилам полисахаридов с 1940-х гг. 

Модификацию полисахаридов осуществляют  
с помощью диизоцианатов, например, 2,4-толуолди- 
изоцианатом, п-фенилендиизоцианатом, 4,4'-дифе- 
нилметандиизоцианатом или гексаметиленди- 
изоцианатом [58] с последующим присоединением 
диамина в стехиометрическом избытке [59]; 
полученное аминопроизводное полисахарида 
можно использовать для введения флуоресцентной 
метки (см. ниже подраздел “Модификации по пред- 
существующим аминогруппам полисахаридов”). 
Недостаток изоцианатов – их малая стабильность 
при хранении, они гидролизуются водой. В связи с 
этим лучше использовать изотиоцианаты, которые 
меньше подвержены гидролизу и менее токсич- 
ны [60, 61]. Обычно ПС по гидроксилам метят 
в слабощелочной среде (рН 8.5) при комнатной 
температуре [62].

Взаимодействие с триазиновым производ- 
ным флуорофора. Триазиновые производные 
флуорофоров реагируют с гидроксилами поли- 
сахаридов в мягких условиях (при комнатной 
температуре) в водной среде при значении рН 8–10 
(рис. 3, реакция с) [60]. 

Показано, что при рН ~ 8 целлюлоза взаимо- 
действует только с одним из двух активных ато- 
мов хлора в молекуле дихлортриазинового 
красителя уже при комнатной температуре [63].  
Основное преимущество триазинового производ- 
ного флуорофора (обычно используется 5-(4,6-ди- 
хлородиазинил)аминофлуоресцеин, DTAF), в  
отличие от многих других органических флуорес- 
центных меток, состоит в том, что можно про- 
водить реакцию с ПС в водных растворах. 

Взаимодействие с флуорофором, активиро- 
ванным винилсульфоновой группой. В основе  
этого процесса лежит реакция Михаэля, заключаю- 
щаяся в нуклеофильном присоединении по крат- 
ной углерод-углеродной связи, сопряженной с 
электроноакцепторной группой (рис. 3, реакция d).  
Так, например, винилсульфоновые красители 
(они могут быть флуоресцентными), содержащие 
сульфоновые или карбоксильные заместители 
(для растворимости в воде), вводят в молекулу 
целлюлозы в водно-щелочном растворе [64].

Красители с винилсульфоновой группой обла- 
дают стабильностью в воде и органических раст- 
ворителях при комнатной температуре. Этот метод 

мечения предлагается использовать для различных 
биомолекул [65]. Эту же реакцию успешно при- 
меняют при иммобилизации ПС на поверхности 
кремниевых пластин, модифицированных ви- 
нилсульфоновыми группами. Реакция проходит 
при рН 7.5–10.0 при комнатной температуре за  
16 ч [66].

3.3. Модификации по предсуществующим  
аминогруппам полисахаридов

Аминогруппа, как правило, есть в составе 
ЛПС и в некоторых случаях – бактериальных 
капсульных полисахаридов [6, 67–72]. Из ЛПС 
полисахарид получают путем мягкого кислотного 
гидролиза, в результате чего в его составе остается 
аминогруппа фосфоэтаноламинового остатка. 
Если в ПС нет аминогруппы (как, например, в 
растительных ПС) – ее можно ввести (см. выше в 
п. “Взаимодействие с аминами”).

На рис. 4 приведены варианты присоединения 
флуорофора по аминогруппе.

Взаимодействие с сукцинимидным эфиром 
флуорофора. N-Гидроксисукцинимидный эфир 
реагирует с аминогруппой ПС с образованием 
амида карбоновой кислоты (рис. 4, реакция а). 

Таким методом получают, например, конъю- 
гаты частично гидролизованного хитозана (с моле- 
кулярной массой ~5 кДа) и ультрафиолетового 
флуорофора ZW800-1 [73]. Эта метка вводится 
в фосфатном буфере (рН 8) при комнатной тем- 
пературе в течение 6 ч. 

С помощью сукцинимидного эфира метки 
BODIPY проводят мечение ПС, содержащих 
фосфоэтаноламин, в микромасштабе (до 0.1 мг 
ПС). Разработанная методика позволяет создать 
библиотеку флуоресцентных полисахаридных 
зондов для изучения их взаимодействия с ден- 
дритными клетками человека с помощью цито- 
флуориметрии [6].

Взаимодействие с производными сульфо- 
хлорида. Сульфохлориды (хлорангидриды суль- 
фокислот) реагируют с аминами (рис. 4, реакция b)  
и спиртами, но в последнем случае необходимо 
добавлять основание (реакция проводится, как 
правило, в органической среде). 

Флуоресцентные метки с помощью сульфохло- 
ридов вводятся в основном в пептиды. В углевод- 
ной химии этим методом пользуются редко, по-
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видимому, из-за лабильности сульфохлоридов 
в водной среде. Тем не менее примеры таких 
работ есть – в частности, было получено дан- 
сильное производное α-(1→6)-олигоманнана реак- 
цией дансилхлорида с олигосахаридом, содержа- 
щим защищенные гидроксильные группы и амино- 
группу, в смеси N-метилимидазола и безводного 
хлористого метилена [74].

Взаимодействие с изотиоцианатами. Изотио- 
цианатные производные флуорофоров могут быть 
использованы как для мечения по гидроксильной 
группе (как описано выше в п. “Взаимодействие с 
цианатами”), так и по аминогруппе полисахаридов 
(рис. 4, реакция c). С аминогруппой эта реакция  
проходит при комнатной температуре в слабо- 
кислой среде, а в случае с гидроксильной – в слабо- 
щелочной. 

Наиболее распространенный флуорофор этой 
группы – изотиоцианат флуоресцеина (FITC). 
На примере хитозана были выявлены условия, 
когда FITC реагирует только с аминогруппами 
[75–79]. Реакцию, как правило, проводят в водно-
органической среде. Полисахарид растворяют 
в воде, а FITC – в метаноле, потом смешивают 
растворы и добавляют уксусную кислоту. В работе 
Onishi et al. [75] реакцию мечения проводили в 
водной среде при рН 6.9, а FITC добавляли в виде 
порошка.

3.4. Модификация полисахаридов, содержащих  
карбоксильные группы

Полисахариды, содержащие карбоксильные 
группы, широко распространены: в растительном 
мире это в основном полиуроновые кислоты 
(пектины, альгиновые кислоты), а в животном –  
полисиаловые и гиалуроновые кислоты, а также  
гликозаминогликаны. При модификации карбо- 
новые кислоты можно превратить в эфиры, амиды, 
ацилгидразиды или гидроксамовые кислоты. 

На рис. 5 приведены два варианта присоедине- 
ния флуорофора через карбоксильную группу. 

Наиболее популярный метод – введение метки 
созданием амидной связи с использованием карбо- 
диимидных активаторов карбоксильных групп 
(рис. 5, реакция a) [80–82]. Мечение проводят в 
водных растворах при рН 4.5–5.0.

Почти в таких же условиях можно вводить 
гидразиновое производное флуорофора. Так, 
например, гепарин и хондроитинсульфат, пред- 
ставляющие собой полимеры из L-идуроновой 
и D-глюкуроновой кислот, модифицировали с  
помощью гидразидного производного флуо- 
ресцеина. Модификация по карбоксильным груп- 
пам проходила в водном растворе при рН 5 и 37°С 
за 3 ч [83].

Для введения флуоресцентной метки путем 
создания сложноэфирной связи используют 

 

 a

 b

 c

Рис. 4. Введение флуоресцентной метки по аминогруппе: реакция с сукцинимидным эфиром (a), сульфохлоридом (b) 
и изотиоцианатом (c).
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производные диазометана (рис. 5, реакция b), 
например, такие как флуоренилдиазометан 
[84–86] или пиренилдиазометан [87]. Флуоренил- 
диазометаном [84, 85] метили целлюлозу, которую 
растворяли в диметилацетамиде с хлористым 
литием (для разрушения водородных связей). 
Реакции производных диазометана проводят в 
органических растворителях (диметилацетамид, 
этилацетат-метанол), т.к. приведенные флуоро- 
форы не растворяются в воде. Несмотря на это, 
производные диазометана обладают важным 
преимуществом – они реагируют в нейтральной 
среде при комнатной температуре. 

Следует отметить, что флуоренилдиазометан 
используют для оценки содержания карбоксильных 
групп в бумажной массе (суспензии волокон 
целлюлозы в воде, используемой для получения 
бумаги) [85]. 

3.5. Использование методов клик-химии

Начиная с 2000-х гг., для введения флуорес- 
центных меток стали активно использовать методы 
клик-химии (Click chemistry) [88]. Этот термин 
был впервые ввел K.B. Sharpless в 2001 г. [89]. 
Клик-реакции можно отнести к так называемым 
биоортогональным, т.е. химическим реакциям, 
которые способны протекать внутри живых 
систем, не мешая естественным биохимическим 
процессам. Это понятие предложила C.R. Bertozzi, 
получившая Нобелевскую премию в 2022 г. [90]. 
С помощью биоортогональных реакций были 
разработаны методы визуализации углеводов 
в живых организмах для изучения процессов 
клеточной адгезии и передачи сигналов [91, 92].

Функциональные группы, участвующие в  
биоортогональных реакциях, как правило, не 
встречаются в биомолекулах, но способны 
быстро и селективно реагировать друг с другом  
в условиях живой клетки; при этом они инерт- 
ны по отношению к другим соединениям, кото- 
рые присутствуют в организме. Обычно в угле- 
вод вводят функциональную группу (чаще всего  
азидную) и помещают в клетки и в живые организ- 
мы, где он интегрируется в биосинтетические/био- 
химические процессы. Потом вводят флуорес- 
центную метку, которая имеет функцию, подхо- 
дящую для клик-реакции (для углевода с азидом 
часто используют ацетиленовую группу) [93–99].

Использование методов клик-химии привело 
к значительному прогрессу методов введения 
флуоресцентных меток в ПС, наибольшее рас- 
пространение получила реакция азид-алкинового 
циклоприсоединения.

Азид-алкиновое циклоприсоединение. Для  
осуществления азид-алкинового циклоприсое- 
динения (рис. 6) при мечении полисахаридов 
необходимо подготовить два реагента, содержащих 
азидную и алкиновую группы. Азидную группу 
вводят обычно в две стадии. Первая стадия – 
тозилирование или бромирование гликана, вторая –  
замещение введенных на первой стадии групп на 
азид. Реакции, как правило, проводят в апротонных 
растворителях, таких как диметилсульфоксид, 
диметилформамид и диметилацетамид [100–104]. 
Ацетиленовую группу вводят тремя способами. 
Первый способ заключается в алкилировании 
пропаргилбромидом алкоголята полисахарида 
в диметилацетамиде или в воде [103]; второй –  
реакция пропаргиламина с тозилированным 

 

 a

 b

Рис. 5. Введение флуоресцентной метки по карбоксильной группе: путем активации карбодиимидом (a), реакция с 
диазометаном (b).
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полисахаридом в диметилформамиде [104]; тре- 
тий – это этерификация полисахарида ацетилен- 
карбоновыми кислотами в условиях кислотного 
катализа [105, 106].

В случаях с ПС, имеющими восстанавливаю- 
щий конец, проводят восстановительное амини- 
рование для введения групп, участвующих в  
клик-реакции. Например, ацетиленовую группу 
вводят реакцией с пропаргиламином (как было  
описано ранее в п. “Взаимодействие с амина- 
ми”) [107]. Известны методы введения функцио- 
нальных групп в полисахариды для клик-реакций 
с помощью карбонилдиимидазола (рис. 7) [108].  
Полученные карбонаты гидролизуются в физио- 
логических условиях (рН 7.2, 37°С) от двух дней 
до двух месяцев [109].

Для устранения невысокой стабильности 
карбонатов предложен метод введения азидной 
группы реакцией 1-(6-азидогексаноил)-1H-
имидазола с декстраном в диметилсульфоксиде. 
В результате получается азид, присоединенный 
к полисахариду сложноэфирной связью, кото- 
рая более стабильна, чем карбонат. 1-(6-Азидо- 
гексаноил)-1H-имидазол получается взаимодейст- 
вием карбонилдиимидазола с азидокапроновой 
кислотой [110]. 

Для введения азидной группы на поверхности 
нанофибриллярной целлюлозы в водно-спиртовой 
среде при комнатной температуре предложено 
использовать 1-азидо-2,3-эпоксипропан (рис. 8) 
[111]. Полученные производные далее вводили 
в клик-реакцию с целью получения новых мате- 
риалов, а также для введения флуоресцентной 
метки. 

Ключевой момент для клик-реакции – выбор 
медного катализатора. Его можно ввести сразу в 
виде одновалентной меди, например, CuBr [112], 
или медь можно использовать в виде двухвалент- 
ной соли (CuBr2) вместе с восстановителем, на- 
пример, аскорбиновой кислотой [113]. Часто в  
реакцию добавляют N,N,N',N'',N''-пентаметил- 
диэтилентриамин (PMDETA) [98, 112, 113], ве- 
роятно, для предотвращения окисления или 
диспропорционирования одновалентной меди. 
Клик-реакция может проходить и без PMDETA. 
Например, показано, что реакции можно прово- 
дить в DMSO, N-метилпирроллидоне [101], тетра- 
гидрофуране [114], водно-органической среде 
[105], растворе соляной кислоты [115] и ионной 
жидкости (ацетат 1-этил-3-метилимидазолия) 
[116]. 

 

Рис. 6. Введение метки с помощью азид-алкинового циклоприсоединения.

 
 

 

Рис. 7. Введение функциональных групп для клик-реакции с помощью карбонилдиимидазола: (а) – синтез пропаргил- 
карбоната декстрана, (б) – синтез азидопропилкарбоната декстрана.

(а)

(б)
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Следует отметить, что соли меди обладают 
цитотоксичностью, что делает ее применение 
ограниченным. Отрицательное воздействие 
можно уменьшить использованием комплексов 
меди [117] или осуществить безмедное азид-
алкиновое циклоприсоединение. Ускорение 
реакции может быть достигнуто не только путем 
использования катализатора, но и повышением 
реакционной способности алкина. Введение в 
реакцию с азидами напряженного циклооктина 
улучшает кинетику реакции и позволяет про- 
водить циклоприсоединение в отсутствие мед- 
ного катализатора. Эта реакция протекает с  
более высокой скоростью за счет снятия углового 
напряжения в молекуле циклооктина при обра- 
зовании продукта присоединения [118].

Реакция с тетразолами. В результате воздейст- 
вия ультрафиолетового света на производные 
тетразола образуются реакционноспособные 
нитрил-имины, которые вступают с олефинами в 
реакцию циклоприсоединения (рис. 9). Например, 
для введения метки перацетилированный ман- 
нозамин ацилировали акрилоилхлоридом и вво- 
дили в культуру клеток, где он включался в био- 
синтез различных гликоконъюгатов, а также ПС. 
Флуоресцентную метку вводили с помощью 
фотоклик-реакции уже непосредственно в клетке, 

что удобно для изучения локализации меченых 
молекул [119]. 

Лигирование по Штаудингеру. Реакция 
Штаудингера – это метод синтеза фосфазенов 
путем взаимодействия азидов с фосфинами. 
Образовавшиеся в реакции фосфазены легко 
гидролизуются, образуя амин и фосфиноксид. 
Модификация этой реакции – лигирование по  
Штаудингеру – широко применяется в области хи- 
мической биологии и биоконъюгации для кова- 
лентного связывания биомолекул с низкомоле- 
кулярными метками, а также для мечения клеток 
в живых организмах. Участвующие в реакции 
функциональные группы (азид и фосфин) прак- 
тически не представлены в организмах, поэтому 
считается, что они не способны взаимодействовать 
с природными соединениями. Лигирование по  
Штаудингеру стало первым примером биоортого- 
нальной реакции, способной протекать в клетках 
живых организмов, не мешая естественным биохи- 
мическим процессам. Модификация C.R. Bertozzi  
состоит во введении в один из арильных замес- 
тителей фосфина сложноэфирной группы в 
качестве электрофильной ловушки. В резуль- 
тате образуется прочная амидная связь между 
фрагментом биомолекулы и введенной меткой  
(рис. 10а) [120]. 

 

Рис. 8. Получение целлюлозы с азидной группой с помощью 1-азидо-2,3-эпоксипропан.

 

Рис. 9. Схема фотоклик-реакции с тетразолом.
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Для введения метки азидсодержащий моно- 
сахарид (ацетилированные N-азидоацетилман- 
нозамин, N-азидоацетилгалактозамин, N-азидо- 
ацетилглюкозамин или 6-азидофукозамин) вво- 
дят в культуру клеток или в живой организм, где  
он включается в биосинтез различных ПС и  
гликоконъюгатов. После чего проводят лиги- 
рование по Штаудингеру с флуорофором, содер- 
жащим трифенилфосфиновую группу [93, 96, 
121]. Трифенилфосфин нерастворим в воде, 
поэтому метку добавляют в растворителе, напри- 
мер в тетрагидрофуране, или вводят в ее состав  
водорастворимый заместитель (олигоэтиленгли- 
коль или сульфогруппу) [122].

Несмотря на то, что разработанная методика  
лигирования по Штаудингеру хорошо зарекомен- 
довала себя в биологических объектах, предпочте- 
ние отдается модификации, в которой неприрод- 
ный фосфиноксид выводится из системы – так назы- 
ваемое бесследовое лигирование по Штаудингеру, 
в котором трифенилфосфиноксид легко удаляется. 

Для этого проводят модификацию реагентов таким 
образом, чтобы фосфин оказывался в спиртовой 
части сложного эфира и отщеплялся при атаке 
нуклеофильного атома азота иминофосфоранового 
интермедиата (рис. 10б) [123–126].

4. МЕТОДЫ ВВЕДЕНИЯ ФЛУОРОФОРОВ  
НА ОСНОВЕ ЛАНТАНОИДОВ

Для присоединения комплексов лантаноидов к 
биомолекулам используют лиганды с функциональ- 
ными группами (например, с изотиоцианатом 
и дихлоротриазином). На рис. 11 приведены 
примеры таких бифункциональных лигандов для 
лантаноидов [127–130]. С их помощью метку  
можно вводить в ПС описанными выше мето- 
дами (см. п. “Взаимодействие с цианатами”, “Взаи- 
модействие с триазиновым производным флуоро- 
фора” и Взаимодействие с изотиоцианатами”). 
Например, Xiao et al. [131] к молекуле арабино- 
галактана последовательно присоединяли хлор- 
уксусную кислоту, этилендиамин и лиганд –  

 
 

 

Рис. 10. Реакция Штаудингера: (а) – лигирование по Штаудингеру, (б) – бесследовое лигирование по Штаудингеру.

(а)

(б)
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1,4,7,10-тераазациклододекан-1,4,7,10-тетраук- 
сусную кислоту (DOTA), а затем вводили ион  
тербия. В другой работе к меченому таким же  
образом декстрану присоединяли аминированный 
низкомолекулярный фукоидан (сильно сульфати- 
рованный гетерополисахарид, используемый 
здесь для таргетинга) с помощью N-гидроксис- 
укцинимидного эфира. Образовавшийся конъю- 
гат авторы предлагают использовать для диагнос- 
тики атеротромбоза [132].

5. МЕТОДЫ ВВЕДЕНИЯ ФЛУОРОФОРОВ  
НА ОСНОВЕ КВАНТОВЫХ ТОЧЕК

Для возможности использования неоргани- 
ческих КТ в качестве меток их обрабатывают 
бифункциональными молекулами, содержащими 
сульфгидрильные группы для заякоривания 
на оболочке (например, из сульфида цинка) с 
одной стороны и карбоксильные, гидроксильные 

или аминогруппы с другой для конъюгации с 
биомолекулами [14, 133–135]. Для введения 
функциональных групп углеродные КТ подвергают 
химическому или электрохимическому окислению. 
Образующиеся в результате карбоксильные 
группы используют для конъюгации [136–138].

Самый большой недостаток обоих типов 
КТ – мультивалентность, трудно ввести только 
одну функциональную группу на поверхности. 
Некоторые исследователи решают эту проблему 
строгим соблюдением стехиометрического соот- 
ношения КТ и биомолекулы [139]. Есть работы 
по разделению получаемой смеси меченых моле- 
кул, например, с помощью электрофореза [140], 
однако КТ могут выступать в этих реакциях в  
роли сшивающих реагентов, что усложняет ситуа- 
цию. И хотя КТ уже используют для маркировки 
клеточных органелл [22], для мечения полисаха- 
ридов их пока не применяют.

 

(а)

(б) (в)

(г) (д) (е)

(ж)

Рис. 11. Бифункциональные лиганды для лантаноидных меток: изотиоцианатофенилэтилендиаминтетрауксусная 
кислота (EDTA) [126, 127] (а), изотиоцианатобензилдиэтилентриаминтетрауксусная кислота (DTTA) [126, 127] (б), 
изотиоцианатобензилдиэтилентриаминпентауксусная кислота (DTPA) [126–128] (в), изотиоцианатобензилтетрааза- 
цислододекануксусная кислота (DOTA) [126, 129] (г), изотиоцианатобензилтетраазацислотетрадекануксусная кислота 
(TETA) [126, 129] (д), изотиоцианатобензилтриазацислононануксусная кислота (NOTA) [129] (е), дихлоротриазино- 
аминобензилдиэтилентриаминтетрауксусная кислота (DTTA) [128] (ж).
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6. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Как следует из приведенного выше материала, 
мечение ПС получило широкое применение, 
а для подлежащих мечению ПС наблюдается 
значительное структурное разнообразие.  В зави- 
симости от природы полисахарида, флуорес- 
центную метку вводят по альдегидной, гидро- 
ксильной, карбоксильной или аминогруппе. 
Самое очевидное и специфическое (поскольку 
эту реакцию можно проводить избирательно 
даже в смеси с молекулами, несущими другие 
функциональные группы) – введение метки 
по альдегидной группе полисахаридов. Этот 
метод автоматически решает и проблему 
стехиометрии ПС/метка, т.к. альдегидная группа 
в цепи только одна. Наиболее стабильные 
продукты получаются при использовании 
метода восстановительного аминирования, а 
использование 2-(метиламиноокси)этанамина 
позволяет сохранить циклическую форму 
восстанавливающего конца. 

Однако не все ПС являются восстанавли- 
вающими, кроме того, с ростом молекулярного 
веса молекулы (а он может достигать несколь- 
ких тысяч кДа) эффективность мечения по восста- 
навливающему концу ПС падает. Модификация 
гидроксильных и карбоксильных групп хоть и 
не специфическая, тем не менее относительно 
простая, и выбор вариантов мечения (и доступных 
флуорофоров) здесь очень большой, среди ко- 
торых предпочтение следует отдать тем, которые 
позволяют проводить реакцию в водной среде, 
как, например, при использовании триазиновых 
производных флуорофоров. Следует лишь от- 
метить необходимость контроля стехиометрии 
(см. выше). Реакции по аминогруппе также 
можно считать специфическими, т.к. эта группа 
присутствует далеко не во всех полисахаридах, 
что позволяет метить их избирательно.

Если речь идет о детекции полисахаридов 
в живой системе, то вводить флуорофор имеет 
смысл с помощью биоортогональных реакций, т.к. 
они способны протекать внутри живых систем, не 
мешая естественным биохимическим процессам. 
При этом следует принимать во внимание и 
особенности объекта, т.к. высокая гидрофобность 
некоторых молекул-флуорофоров может вызывать 
значимое неспецифическое взаимодействие либо 
влиять на фармакинетику [141].

Большинство подходов к визуализации поли- 
сахаридов основаны на использовании флуорес- 
центных органических флуорофоров-меток. Орга- 
нические флуорофоры – крупнейший класс флуо- 
ресцентных соединений. Это относительно неболь- 
шие (молекулярная масса большинства органи- 
ческих флуорофоров <1 кДа) органические 
вещества, содержащие несколько ароматических 
фрагментов и необходимые для мечения функцио- 
нальные группы. Достоинство органических 
флуорофоров – их моновалентность, т.е. присут- 
ствует лишь одна группа, необходимая для реак- 
ции с полисахаридом. Основные работы по 
мечению ПС выполнены именно с органическими 
флуорофорами.

Несмотря на вышеизложенное, органические 
флуорофоры имеют ряд недостатков, таких как  
низкая химическая стабильность, фотообес- 
цвечивание, широкие спектры излучения. В 
этой связи более привлекательным выглядит ис- 
пользование комплексов лантаноидов, облада- 
ющих фотостабильностью и продолжительным 
временем флуоресценции. Это позволяет ис- 
ключить сигналы других флуорофоров путем 
введения временной задержки (10–200 мкс) 
между временем возбуждения и измерения 
флуоресценции (time-resolved fluorescence). Кроме  
того, комплексы лантаноидов позволяют прово- 
дить детекцию в длинноволновом диапазоне, 
проникающим через живые ткани. Следует, однако, 
отметить, что методы введения меток на основе 
комплексов лантаноидов менее отработаны. 

Квантовые неорганические и углеродные 
точки были разработаны для замены обычных 
органических флуорофоров. Они обладают 
высокой фотостабильностью, настраиваемой 
длиной волны излучения за счет регулирования 
размера частиц, широкими полосами возбуж- 
дения, что позволяет возбуждать нанокристаллы 
разных цветов одним источником излучения, 
и узкими спектрами излучения. Это откры- 
вает возможность для мультиплексной детек- 
ции, т.е. для наблюдения за несколькими объек- 
тами одновременно. Теоретически КТ можно  
“оснастить” практическими любыми функцио- 
нальными группами, что делает их гибкими, 
легко подстраивающимися под задачу, хотя 
отметим, что ввести на поверхность КТ строго 
контролируемое количество функциональных 
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групп практически невозможно. По-видимому, 
именно мультивалентность препятствует широкому 
применению КТ в качестве флуоресцентных 
меток, в том числе и для мечения полисахаридов. 

Работы по мечению полисахаридов комплек- 
сами лантаноидов и КТ практически отсутствуют, 
однако благодаря тому, что они выгодно отли- 
чаются от своих органических аналогов по флуо- 
ресцентным свойствам, стабильности и гибкости в 
модификации, их потенциал в будущем наверняка 
будет реализован.
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Polysaccharides are widely represented in plants and bacteria, where they are distinguished by their 
extraordinary structural diversity and the performance of various functions. To study the functions of 
polysaccharides, their fluorescent labeling is needed. This review discusses methods for introducing fluo-
rescent labels into polysaccharides by chemical modification of certain functional groups of these complex 
biopolymers, as well as using the so-called bioorthogonal reactions, which allow labeling in a cell without 
affecting its viability. In addition to modification with organic dyes, the possibility of using quantum dots 
and coordination compounds of lanthanides is also discussed.
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