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Методом флуоресцентной спектроскопии на примере ципрофлоксацина и левофлоксацина показано, 
что фторхинолоны способны взаимодействовать с человеческим сывороточным альбумином даже 
при низких мольных соотношениях. Пятикратный мольный избыток фторхинолона приводит 
к  тушению флуоресценции белка вплоть до  ее  полного исчезновения. На  основе данных 
флуоресцентного анализа сделан вывод о взаимодействии белка с гидрофобным ципрофлоксацином 
преимущественно с  помощью гидрофобных взаимодействий, а  менее гидрофобного 
левофлоксацина за счет электростатических. Установлено, что кинетика высвобождения лекарства 
из комплекса белок–фторхинолон зависит от параметра гидрофобности Ганша соответствующего 
фторхинолона. Полученные результаты важны для рационального дизайна новых лекарственных 
молекул и прогнозирования их фармакокинетических параметров.
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В  современном мире инфекционные заболе-
вания, возбудителями которых являются пато-
генные бактерии, представляют собой серьёзную 
угрозу для человечества. В  терапии инфекцион-
ных заболеваний, как правило, используются ан-
тибиотики и другие антибактериальные препара-
ты, среди которых выделяется группа препара-
тов — фторхинолоны (ФХ).

Механизм антибактериального действия 
этих соединений основан на  избирательном ин-
гибировании ключевых ферментов, участвую-
щих в  процессе репликации ДНК. Прочно свя-
зываясь с ДНК-гиразой, ФХ останавливают рост 
бактерий, не  оказывая влияния на  синтез ДНК 
млекопитающих.

ФХ  нашли широкое применение в  медицин-
ской практике благодаря широкому спектру ак-
тивности (грамотрицательные и  грамположи-
тельные аэробные и анаэробные бактерии, в том 

числе M. Tuberculosis), химической и биологиче-
ской стабильности, а также различным способам 
введения в организм (пероральное и парентераль-
ное)  [1]. Препараты на  их  основе применяются 
для лечения различных бактериальных инфек-
ций, в частности кожных, урологических, гинеко-
логических, офтальмологических, внутрибрюш-
ных и внутрибольничных инфекций, а также тя-
желых заболеваний дыхательных путей, таких 
как туберкулез. Однако, длительный курс лече-
ния с  применением высоких дозировок ФХ  со-
провождается развитием ряда побочных эффек-
тов [2, 3]. Для решения данной проблемы требу-
ется создание систем доставки, увеличивающих 
эффективность действия лекарства и уменьшаю-
щих их токсичность [4–6].

При разработке новых лекарственных форм 
ФХ  необходимо учитывать взаимодействие ак-
тивной молекулы с  белками крови. Основным 

Список сокращений: ЛВ — левофлоксацин; ФХ — фторхинолон; ЦФ — ципрофлоксацин; ЧСА — человеческий сывороточ-
ный альбумин; PBS — натрий-фосфатный буферный раствор.
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белком плазмы крови человека является сыворо-
точных альбумин (ЧСА). В  организме ЧСА вы-
полняет ряд важных функций, он  является глав-
ным регулятором проницаемости капиллярных 
мембран и коллоидного осмотического давления 
плазмы. ЧСА связывает и транспортирует разно-
образные молекулы, в  том числе липидные ме-
таболиты (холестерин, гормоны, жирные кисло-
ты и др.) и экзогенные вещества (лекарственные 
средства и  пищевые соединения). Помимо пере-
носа связываемых белком молекул к почкам, ки-
шечнику, печени и другим органам, ЧСА способ-
ствует поддержанию постоянного рН  и  осмоти-
ческого давления, препятствует фотодеградации 
фолиевой кислоты, является маркером воспали-
тельных процессов [7].

Известно, что ФХ  способны взаимодей-
ствовать с Ч СА посредством гидрофобных 
и Ван-дер-Ваальсовых взаимодействий, а также во-
дородных связей, в стереохимии 1:1. Наиболее чув-
ствительным методом для анализа таких систем 
является флуоресцентная спектроскопия  [8,  9]. 
В данной работе рассмотрено влияние физико-хи-
мических свойств ФХ ципрофлоксацина (ЦФ) и ле-
вофлоксацина (ЛВ) на механизм их взаимодействия 
с ЧСА и влияние связывания ФХ с белком на кине-
тику высвобождения из диализной мембраны, мо-
делирующей биологические барьеры. Полученные 
результаты важны для выявления структурных осо-
бенностей малых лекарственных молекул, оказыва-
ющих наибольшее влияние на связывание с ЧСА, 
что необходимо для рационального дизайна новых 
лекарственных молекул и прогнозирования их фар-
макокинетических параметров.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Реагенты: человеческий сывороточный аль-
бумин, левофлоксацин  — Sigma-Aldrich (США); 
ципрофлоксацин  — «Канонфарма» (Россия); 
HCl  — «Реахим» (Россия); Фосфатный буфер 
«ЭкоСервис» (Россия).

Получение комплексов человеческого сыворо-
точного альбумина с фторхинолоном: к раство-
ру 0,06 мМ белка в 0,01М натрий-фосфатном бу-
ферном растворе рН  7,4 (PBS) добавляли тре-
буемое количество раствора 0,2  мМ  ФХ  в  том 
же  буферном растворе и  доводили объем 
до  0,8  мл. Концентрация ЧСА поддержива-
лась постоянной во  всех образцах и  была рав-
на 0,02  мМ, мольный избыток ФХ  варьировал-
ся в интервале от 0,5 до 20. Смеси инкубировали 
при перемешивании и температуре 37 °С.

Исследование кинетики высвобождения 
фторхинолонов: 1,0  мл  исследуемого образца 

помещали в  диализных мешок Orange Scientific 
(масса отсечения 3,5 кДа). Высвобождение проис-
ходило во внешний (PBS) объемом 1,0 мл. Систему 
инкубировали при температуре 37 °С и 150 об/мин 
на качалке, периодически отбирая аликвоты 50 мкл 
для регистрации УФ-спектров.

УФ-спектры регистрировали на  спектроме-
тре УФ- и видимого диапазона UltraSpec 2100 pro 
(AmerSharm Biosciences, Великобритания) триж-
ды в  интервале от  200  до  400  нм  в  кварцевой 
кювете (Hellma Analytics, Германия). Исход-
ные образцы разбавлялись PBS до концентрации 
ФХ 2∙10–5 М.

Спектры эмиссии флуоресценции регистриро-
вали на флуоресцентном спектрометре Varian Cary 
Eclipse (Agilent Technologies, США). Спектры 
ФХ, ЧСА и  систем белок-лекарство регистриро-
вали при длине волны возбуждения 280 нм в ин-
тервале от 290 нм до 600 нм. Определяли интен-
сивность пика белка при 345 нм.

Определение ζ-потенциала осуществлялось 
методом динамического светорассеяния (DLS). 
Измерения проводили на оборудовании Zetasizer 
Nano S  (Malvern Panalytical , Великобритания) 
(4  мВт He–Ne-лазер, 633  нм) в  термостатируе-
мой ячейке при 25 оC. Автокорреляционные функ-
ции флуктуации интенсивности светорассеяния 
были получены с  использованием корреляцион-
ной системы Correlator K7032-09 Malvern. Экспе-
риментальные данные обрабатывали с помощью 
программного обеспечения «Zetasizer Software» 
(Malvern Panalytical). ζ-потенциал вычисляли 
усреднением величин, полученных от трех неза-
висимых измерений.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Поскольку ципрофлоксацин и левофлоксацин 
относятся к  группе фторхинолонов, они имеют 
сходное химическое строение: хинолоновый аро-
матический остов с введенным в шестое положе-
ние фтором, карбонильная и карбоксильная груп-
па, а  также гетероцикл (рис.  1). В  связи с  при-
сутствием рН  чувствительных функциональных 
групп ФХ  имеют разные состояния в  зависимо-
сти от  рН  среды. В  физиологических условиях 
(рН 7,4) молекулы ФХ представляют собой цвит-
тер-ионные соединения.

Помимо общих структурных фрагмен-
тов ЦФ  и  ЛВ  имеют ряд отличий. В  структуре 
ЦФ присутствует гидрофобное циклопропановое 
кольцо, а ЛВ содержит морфолиновый фрагмент, 
сочлененный с хинолоновым остовом. Таким об-
разом, ЦФ  является более гидрофобной молеку-
лой, что обуславливает более низкий параметр 
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гидрофобности Ганша (LogP). LogP определяет-
ся как логарифм распределения вещества между 
н-октаном и  водным буфером, значение параме-
тра варьируется в зависимости от рН буфера. Для 
рН 7,4 ФХ имеют параметры гидрофобности Ган-
ша: LogPЦФ= –0,88 и LogPЛВ= –0,25 [10, 11].

Для исследования механизма взаимодей-
ствия ЧСА с ЦФ и ЛВ, а также влияния связыва-
ния ФХ  на  кинетику высвобождения лекарства 
из  модельных диализных систем, были исследо-
ваны системы ЧСА–ФХ  в  различных мольных 
соотношениях.

Влияние связывания с фторхинолонами 
на спектр эмиссии флуоресценции ЧСА:

Флуоресцентная спектроскопия была выбра-
на в качестве основного метода исследования си-
стем белок–лекарство, поскольку позволяет по-
лучить достоверные информативные результа-
ты при исследовании образования комплексов 

биомолекул, в том числе и белков, с различными 
лигандами [12, 13].

В  спектре флуоресценции ЧСА присутству-
ет широкий пик с  максимумом при длине вол-
ны 345  нм, обусловленный триптофановым 
остатком Trp214  [7]. Спектры флуоресценции 
ЛВ и ЦФ имеют максимумы 420 нм и 456 нм, со-
ответственно (рис. 2). Пики в спектрах флуорес-
ценции фторхинолонов и Ч СА при одинаковых 
условиях (возбуждение при λex = 280  нм) почти 
полностью разделяются, что позволяет одновре-
менно анализировать состояния лекарства и бел-
ка в двухкомпонентной системе.

При исследовании влияния концентрации 
фторхинолонов на спектр флуоресценции белка 
были исследованы растворы с мольным избыт-
ком лекарств по отношению к ЧСА в диапазоне 
от  0,5  до  20. В  присутствии обоих ФХ  наблю-
дается падение интенсивности флуоресценции 
ЧСА (рис.  3), что, по-видимому, обусловлено 

a b

Рис. 1. Структурные формулы фторхинолонов левофлоксацина (а) и ципрофлоксацина (b) при рН 7,4.

Fig. 1. Structural formulas of fluoroquinolones levofloxacin (a) and ciprofloxacin (b) at pH 7,4.
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Рис. 2. (а). Спектр флуоресценции человеческого сывороточного альбумина (1) и левофлоксацина (2) в концентра-
циях 0,02 мМ и 0,01 мМ соответственно (рН 7,4), (b). Калибровочные зависимости интенсивности флуоресценции 
от концентрации ФХ для левофлоксацина (1) и ципрофлоксацина (2).

Fig. 2. (a). Fluorescence spectra of 0,02 mM human serum albumin (1) and 0,01 mM levofloxacin (2) (pH 7.4), (b). Calibration 
curves of for levofloxacin (1) and ciprofloxacin (2).
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изменениями в  микроокружении Trp214  бел-
ка. Положение максимума флуоресценции ЧСА 
не изменяется в присутствии ФХ, что указывает 
на отсутствие значительных конформационных 
изменений в структуре белка [9, 14]. Необходи-
мо отметить, что значительное падение интен-
сивности пика флуоресценции ЧСА наблюдает-
ся при небольших (0,5) мольных соотношениях 
ФХ:ЧСА, что свидетельствует о довольно проч-
ном взаимодействии белка с лекарством.

Полное исчезновение пика ЧСА наблю-
дается при мольном соотношении с Ц Ф  рав-
ном 1:1  и  при мольном избытке ЛВ  равном 5 
(рис.3b.). Согласно литературным данным, ту-
шение флуоресценции белка в  присутствии 
ряда лекарственных препаратов, в  том числе 
и  фторхинолонов, обусловлено именно гидро-
фобными контактами хромофора с  фрагмента-
ми лекарственных молекул [15, 16]. Кроме того, 
поскольку наиболее сильные изменения харак-
терны для более гидрофобного лекарства  — 
ЦФ, то  основным механизмом взаимодействия 
ЧСА с ФХ по-видимому является гидрофобные 
взаимодействия между ароматическим остовом 
ФХ и триптофановым остатком белка.

Влияние связывания с фторхинолонами 
на ζ-потенциал глобул ЧСА:

Для исследования электростатических вза-
имодействий между ФХ  и  поверхностью ЧСА 
был исследован ζ-потенциал комплекса белок–
лекарство (рис.  4). ФХ  при рН  7,4  являются 
цвиттер-ионными соединениями, их ζ-потенциал 

близок к  нулю, в  то  время как ζ-потенциал гло-
бул ЧСА составляет -10,3±1,1 мВ, что позволяет 
предположить, что ФХ способны взаимодейство-
вать с поверхностью белка за счет протонирован-
ного азота гетероцикла (рис. 1).

При возрастающих мольных избытках ЦФ на-
блюдается нейтрализация ζ-потенциал ЧСА 
от  -10  до  -6  мВ. Такой эффект может быть обу-
словлен перестройками внутри белка при встра-
ивании ароматического остова ЦФ  в  глобулу 
ЧСА. В  случае ЛВ  наблюдается противополож-
ный эффект — происходит снижение ζ-потенци-
ала на  2  мВ, что может быть результатом повы-
шения содержания –СОО– групп на поверхности 
белка при связывании с избытком ЛФ.

Влияние связывания с ЧСА на кинетику 
высвобождения ФХ из модельных диализных 
систем:

Поскольку взаимодействие с  белком может 
оказывать воздействие на  фармакокинетику ле-
карства, было изучено влияние связывания фтор-
хинолонов с Ч СА на  кинетику высвобождения 
ЛВ  и Ц Ф  методом равновесного диализа (при 
мольном соотношении лекарство : белок 1:1).

Установлено, что в  условиях близких к  фи-
зиологическим (PBS, рН  7,4; 37  оC) более 
80% обоих фторхинолонов высвобождается 
за  45  мин (рис.  5). Взаимодействие ФХ  с Ч СА 
должно приводить к  замедлению высвобожде-
ния лекарства, что наблюдается для ЦФ: свя-
зывание с  белком приводит к  высвобождению 
80% ЦФ за 120 мин. Однако ЧСА не оказывает 
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Рис. 3. (а) Спектры флуоресценции комплекса человеческий сывороточный альбумин — левофлоксацин при моль-
ном избытке лекарства 0,5 (1), 1 (2), 5 (3) и 20 (4). (b). Изменение интенсивности флуоресценции человеческого сыво-
роточного альбумина в PBS при 345 нм в зависимости от концентрации ципрофлоксацина (1) и левофлоксацина (2).

Fig. 3. (a) Fluorescence spectra of the human serum albumin — levofloxacin complex in drug molar excess 0,5 (1), 1 (2), 
5 (3) and 20 (4). (b). The fluorescence intensity of human serum albumin in PBS at 345 nm depending on the concentration 
of ciprofloxacin (1) and levofloxacin (2).
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влияние на  кинетику высвобождения ЛВ, что 
по-видимому обусловлено его меньшим срод-
ством к ЧСА, по сравнению с ЦФ.

Полученные результаты подтверждают дан-
ные, полученные методом флуоресценции: при 
мольном соотношении ЧСА:ФХ (1:1) наблюдает-
ся более сильное изменение физико-химических 
параметров комплекса ЧСА–ЦФ, чем ЧСА–ЛВ.

Фторхинолоны способны взаимодейство-
вать с  человеческим сывороточным альбуми-
ном даже при низких мольных соотношениях 
(ФХ:ЧСА= 0,5:1). В  зависимости от физико-хи-
мических свойств фторхинолонов установлено 
два превалирующих взаимодействия с  белком: 
для более гидрофобного ципрофлоксацина ха-
рактерны преимущественные гидрофобные вза-
имодействия с триптофановыми остатками бел-
ка, а  для менее гидрофобного левофлоксаци-
на — электростатические на поверхности ЧСА. 
Наиболее сильные изменения в состояние белка 
вносят гидрофобные взаимодействия, которые 
приводят к  значительному изменению профиля 
высвобождения лекарства. Таким образом, нали-
чие небольших гидрофобных фрагментов в  мо-
лекуле лекарства обуславливает более эффектив-
ное взаимодействие с альбумином. Полученные 
результаты важны для разработки новых лекар-
ственных молекул и  прогнозирования их  фар-
макокинетических параметров в  зависимости 
от их структуры и физико-химических свойств.
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Abstract–It has been shown on the example of ciprofloxacin and levofloxacin that fluoroquinolones are able 
to interact with human serum albumin even at low molar ratios. A fivefold molar excess of fluoroquinolone 
quenched the protein fluorescence until its completely disappeared. The data of fluorescent analysis 
led to the conclusion that the relationship between the protein and hydrophobic ciprofloxacin is based 
on hydrophobic bonds, while less hydrophobic levofloxacin interacts with serum albumin via electrostatics. 
It was established that kinetics of drug release from the protein–fluoroquinolon complex depends on the 
Ganesh hydrophobicity parameter of  the antibiotic. The obtained results are important for the rational 
design of new drugs and the prediction of their pharmacokinetic characteristics.
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