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Cинтезированы тетразамещённые производные тиакаликс[4]арена 2 и 3 в конформации 1,3-альтернат, 
содержащие азо- и сульфогруппы на нижнем ободе. На основе синтезированных макроциклических лигандов 
2b и 3b получены комплексы типа «хозяин-гость» с катионными красителями ‒ родаминами B (RhB), 6G 
(Rh6G) и 123 (Rh123). Структура супрамолекулярных комплексов была установлена методами 1H ЯМР, УФ 
и флуоресцентной спектроскопии. На основе данных флуоресцентного титрования выявлено, что Rh6G 
наиболее эффективно связывается с макроциклами по сравнению с остальными красителями. Константы 
связывания с другими родаминами в случае соединения 3b, содержащего фрагмент нафталина, оказались на 
два порядка выше, чем для производного 2b. Стехиометрия полученных комплексов была определена 
методом изомолярных серий. Показано, что соединение 2b образует комплексы смешанного состава, а 
соединение 3b образует комплексы состава 1:1 со всеми используемыми красителями. Методом 1H ЯМР 
спектроскопии установлено, что в присутствии макроциклов 2b и 3b наблюдается сильнопольный сдвиг 
сигналов протонов Rh6G, вызванный влиянием кольцевых токов ароматических ядер каликсарена. При этом 
для системы 3b-Rh6G наблюдались меньшие значения сдвигов сигналов красителя по сравнению с 
комплексом 2b-Rh6G, что, по всей видимости, связано с меньшей степенью погружения красителя в 
полость макроцикла. Выявлено, что для систем с высоким значением Ka конкурентное комплексообразование 
с присутствующими в биологических средах объектами отсутствует. 
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The synthesis of tetrasubstituted thiacalix[4]arene derivatives 2 and 3 in the 1,3-alternate conformation 
functionalized with azo and sulfo fragments on the lower rim with different distances between the macrocyclic 
platform and functional groups, is presented. Host-guest complexes were obtained by synthesized ligands 2b and 3b 
with cationic dyes: rhodamine B (RhB), rhodamine 6G (Rh6G), and rhodamine 123 (Rh123). The structure of the 
supramolecular complexes was determined by 1H NMR, UV and fluorescence spectroscopy. Based on fluorescent 
titration data, it was revealed that Rh6G binds most efficiently to macrocycles compared to other dyes. The binding 
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constants for compound 3b containing a naphthalene fragment with other dyes were two orders of magnitude higher 
than for derivative 2b. In the dye-macrocycle system the different degrees of binding constants correlate with UV 
spectroscopy data: for the complex with 2b-Rh6G a hypochromic effect and a bathochromic shift are observed, while 
the addition of macrocycle 2b to other dyes causes virtually no changes in the absorption spectra. The stoichiometry 
of the synthesized complexes was determined by the Job’s plots. In the complexes of compound 2b with all dyes was 
indeterminate composition but in the case of compound 3b complexes were 1:1. The mechanism of dye luminescence 
quenching was studied using the 3b-Rh6G system as an example. In the presence of macrocycles 2b and 3b, a high-
field shift of the Rh6G proton signals is observed, caused by the influence of ring currents of the aromatic nuclei of 
calixarene, which was shown using NMR spectroscopy. At the same time, for the 3b-Rh6G system, smaller values of 
dye signal shifts were observed compared to the 2b-Rh6G complex, which is apparently due to the lower degree of 
immersion of the dye into the macrocycle cavity. The possibility of dissociation of binary macrocycle-dye systems in 
the presence of components contained in biological environment (lysine, arginine, proline, glucose, adenosine-5'-
triphosphate, urea, creatinine, bovine serum albumin and metal ions: Na+, K+, Mg2+, Ca2+, Zn2+, Fe3+) was studied. It 
has been shown that for systems with a high Ka value there is no competitive complexation with objects present in 
biological environment. 

Keywords: Thiacalix[4]arene, hypoxia, dyes, host-guest complexes. 

 

 

Введение 
 

С момента открытия в опухолевых клетках облас-
тей с пониженным содержанием кислорода гипоксия 
стала известна как основной признак раковых клеток и 
их микроокружения.[1] Гипоксия представляет собой 
состояние низкой концентрации кислорода в тканях 
(<5–10 мм рт. ст.) и является важной характеристикой 
большинства крупных опухолей и гематологических 
злокачественных новообразований, при этом тесно свя-
зано с прогрессированием опухоли, метастазированием, 
терапевтической резистентностью и сложностью диаг-
ностирования.[2-6] В условиях гипоксии восстанови-
тельные ферменты в опухолях сверхэкспрессируются 
(например, азоредуктаза, нитроредуктаза, хиноновые 
ферменты),[7-10] что может быть использовано для обна-
ружения злокачественных новообразований и диагно-
стирования рака на ранних этапах.[11-14] Несмотря на 
широкий круг методов измерения оксигенации опухо-
лей (позитронно-эмиссионная томография,[15] однофо-
тонная эмиссионная компьютерная томография,[16] 
магнитно-резонансная томография,[17-18] фотоакустиче-
ская визуализация[19] и др.), особый интерес представ-
ляет флуоресцентная визуализация, благодаря низкой 
стоимости, высокому пространственно-временному 
разрешению, чувствительности и возможности исполь-
зования in vivo.[20] В частности, были предложены сен-
соры на основе каликс- и тиакаликс[4]аренов в 
конформации конус, содержащие азогруппы и способ-
ные образовывать комплексы «хозяин-гость» с родами-
новыми красителями.[21-22] При комплексообразовании 
происходит тушение люминесценции красителями, но в 
условиях гипоксии азо-связи макроцикла восстанавли-
ваются под действием имитирующего азоредуктазу 
дитионита натрия, краситель высвобождается и наблю-
дается усиление люминесценции, что и позволяет 
визуализировать гипоксию. Настоящая работа является 
продолжением исследований, посвященных созданию 
супрамолекулярных систем для визуализации гипоксии 
на основе азопроизводных метациклофанов в 
конфигурации конус.[21-23] Целью данного исследования 

стал синтез новых лигандов – замещенных по нижнему 
ободу азопроизводных тиакаликс[4]арена в конфигура-
ции 1,3-альтернат, изучение их комплексообразования 
с родаминовыми красителями, определение механизма 
тушения флуоресценции красителей и возможного 
конкурентного комлексообразования с компонентами, 
содержащимися в биологических жидкостях для целей 
визуализации гипоксии. 

 
Экспериментальная часть 
 

Коммерческие реагенты (Acros Organics (Бельгия), Alfa 
Aesar (США)) и флуоресцентные красители (Biotium (США)) 
использовались без предварительной очистки. Очистка рас-
творителей проводилась в соответствии с известными литера-
турными методиками. [24] Для синтезов использовались 
магнитные мешалки Heildolph MR HeiStandard (Германия). 
Чистоту соединений контролировали методом тонкослойной 
хроматографии на пластинках “Silufol UV 254” с использова-
нием ультрафиолетовой лампы VL-6.LC (6W –254 nm tube). 

ИК-спектры были записаны на спектрометре Bruker 
Vector-22 (Германия) в диапазоне волновых чисел 400–4000 см–1, 
в качестве матрицы применялась таблетка из KBr. Экспери-
менты ИЭР МС проводились с помощью масс-спектрометра 
Agilent iFunnel 6550 LC/Q-TOF (Agilent Technologies, Санта-
Клара, Калифорния, США). Осушающий газ – азот, темпера-
тура осушающего газа 300 оС, скорость осушающего газа 12 
л/мин., давление распылителя 275 кПа, напряжение воронки – 
3500 В, напряжение капилляра 500 В, режим регистрации 
общего ионного тока MS, диапазон сканируемых масс 100–
3000 m/z, скорость сканирования 8 спектров/сек. Температуру 
плавления определяли на плавильном столе BOETIUS с 
прибором визуализации РНМК 05. Элементный анализ был 
осуществлён на CHNS-O высокотемпературном анализаторе 
EuroEA3028-HT-OM (Eurovector SpA, Италия). ЯМР экспери-
менты проводились на приборах Bruker Avance (Германия) с 
рабочей частотой 400 и 600 МГц для съемки спектров 1H и 
13C ЯМР. Химические сдвиги определяли относительно сиг-
налов остаточных протонов дейтерированного растворителя 
ДМСО-d6: для 1H ЯМР – 2.50 м.д.; для 13C ЯМР – 39.52 м.д.  

Спектры поглощения в УФ-видимой области измеряли 
на спектрофотометре Perkin Elmer «Lambda 35» UV-VIS 
Spectrometer. Были использованы 10 мм кварцевые кюветы. 
Максимумы спектров поглощения красителей и комплексов: 
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λmax(Rh123)=499 нм, λmax(Rh123+2b)=499 нм, λmax(Rh123+3b)= 
= 499 нм, λmax(Rh6G)=527 нм, λmax(Rh6G+2b)=541 нм, 
λmax(Rh6G+3b)=533 нм, λmax(RhB)=554 нм, λmax(RhB+2b)= 
555 нм, λmax(RhB+3b)=555 нм. Спектры испускания измеряли 
на флуоресцентном спектрофотометре Fluorolog-3 (Horiba 
Jobin Yvon). Были использованы кварцевые кюветы (3.5 мл, 
длины пути 10 мм). Ширина щелей возбуждения и испуска-
ния составляла 2 нм. В качестве растворителей использова-
лись водный раствор фосфатного буфера, рН 7.4 и ДМСО. 

 
Синтез 

 
Исходный п-трет-бутилкаликс[4]арен,[25] 5,11,17,23-

тетра-трет-бутил-25,26,27,28-тетракис(2-бромэтокси)-2,8,14, 
20-тетратиакаликс[4]арен 1a,[26] 5,11,17,23-тетра-трет-бутил-
25,26,27,28-тетракис(3-бромпропокси)-2,8,14,20-тетратиа-
каликс[4]арен 1b и 5,11,17,23-тетра-трет-бутил-25,26,27,28-
тетракис(4-бромбутокси)-2,8,14,20-тетратиакаликс[4]арен 1c,[27] 
соединения 2b-c,[28] 4-(4-гидроксифенилазо)бензолсульфо-
новая[29] и 4-(4'-гидрок-сифенилазо)нафтионовую кислоты[30] 
синтезировали по известным методикам.  

Общая методика синтеза соединений 2a, 3a-b. К 
суспензии 25,26,27,28-тетракис(n-бромалкокси)-5,11,17,23-
тетра(трет-бутил)тиакаликс[4]арена 1 (0.1 г, 0.1 ммоль) в 
ДМФА (10 мл) добавили 4-(4`-гидроксифенилазо)бензол-
сульфоновую кислоту / 4-(4`-гидроксифенилазо)нафтионовую 
кислоту (0.6 ммоль) и Cs2CO3 (1 ммоль). Реакционную смесь 
перемешивали в атмосфере аргона при нагревании до ~85 °С 
в течение 5 суток. Затем удаляли растворитель под вакуумом, 
к остатку добавляли 15 мл 5% раствора соляной кислоты. 
Выпавший осадок отфильтровывали, промывали водой, 
сушили на воздухе.  

25,26,27,28-Тетракис-2-[4-(4`-сульфонилфенилдиазинил)-
фенокси]этокси-5,11,17,23-тетра(трет-бутил)тиакаликс[4]-
арен (2a). Выход 0.14 г (83%). Масс-спектр, m/z (ИЭР МС): 
вычислено для [M-C38H31N6O11S3]

- (C58H65N2O9S5
-): 1093.3299, 

найдено: 1093.3290. Тпл. 280 °С (разл.). Rf (этилаце-
тат : петролейный эфир=10:1) 0.45. Найдено, %: C 59.05; H 
5.04; N 5.75; S 13.31. C96H96N8O20S8·(CH3)2NC(O)H. Вычис-
лено, %: C 59.12; H 4.99; N 5.78; S 13.23. ИК (KBr) max см-1: 
2961 (CAr-H), 1453, 1434 (N=N), 1259, 1224, 1033, 1008 (SO2).

 

1H ЯМР ([D6]DMSO, 400 МГц, 25С) H м.д.: 7.89 (8H, м, 
ArHazo), 7.78 (8H, м, ArHazo), 7.58 (8H, м, ArHazo), 7.29 (8H, с, 
ArH), 7.10 (8H, м, ArHazo), 4.36–3.73 (16Н, м, OCH2), 1.15 
(36H, с, t-Bu). 13С ЯМР ([D6]DMSO, 101 МГц, 25С) С м.д.: 
161.12, 157.65, 151.69, 150.22, 146.26, 146.15, 133.40, 132.64, 
129.61, 129.16, 129.03, 126.64, 124.61, 124.43, 121.74, 115.12, 
71.02, 67.57, 60.06, 34.51, 33.98, 33.84, 31.04, 30.99, 30.90, 
30.84, 30.72, 30.63.  

25,26,27,28-Тетракис-3-[4-(4`-сульфонилнафтилдиази-
нил)фенокси]этокси-5,11,17,23-тетра(трет-бутил)тиака-
ликс[4]арен (3a). Выход 0.12 г (63%). Масс-спектр, m/z (ИЭР 
МС): вычислено для [M-C50H37N6O11S3]

- (C62H67N2O9S5
-): 

1143.3456, найдено: 1143.3436. Тпл. 268 °С (разл.). Rf (этил-
ацетат : петролейный эфир=10:1) 0.33. Найдено, %: C 61.59; H 
5.23; N 6.01; S 11.07. C112H104N8O20S8·2(CH3)2NC(O)H·H2O. 
Вычислено, %: C 61.55; H 5.25; N 6.08; S 11.14. ИК (KBr) max 
см-1: 2961 (CAr-H), 1439 (N=N), 1258, 1223, 1190, 1047, 1023 
(SO2). 

1H ЯМР ([D6]DMSO, 400 МГц, 25 С) H м.д.: 8.99–8.98 
(4Н, м, ArHazo), 8.88–8.86 (4Н, м, ArHazo), 8.11–8.05 (12Н, м, 
ArHazo), 7.62–7.69 (20Н, м, ArHazo, ArH), 7.14–7.16 (8Н, м, 
ArHazo), 4.40–4.47 (м, 16Н, OCH2), 1.21 (с, 36Н, t-Bu). 13С ЯМР 
([D6]DMSO, 101 МГц, 25С) С м.д.: 161.27, 147.35, 147.06, 
146.36, 130.90, 129.90, 127.90, 126.47, 126.14, 125.02, 124.44, 
122.78, 115.23, 109.96, 67.66, 33.98, 30.90.  

25,26,27,28-Тетракис-3-[4-(4`-сульфонилнафтилдиази-
нил)фенокси]пропокси-5,11,17,23-тетра(трет-бутил)тиака-
ликс[4]арен (3b). Выход 0.12 г (67%). Масс-спектр, m/z (ИЭР 
МС): вычислено для [M-C48H31N6O9S3]

- (C68H81N2O11S5
-): 

1261.4449, найдено: 1261.4457. Тпл. 244 °С (разл.). Rf (этил-
ацетат : петролейный эфир=10:1) 0.44. Найдено, %: C 62.51; H 
5.28; N 5.09; S 11.54. C116H112N8O20S8·2H2O. Вычислено, %: C 
62.46; H 5.24; N 5.02; S 11.50. ИК (KBr) max см-1: 2959 (CAr-H), 
1476, 1440 (N=N), 1262, 1232, 1202, 1047 (SO2). 

1H ЯМР 
([D6]DMSO, 400 МГц, 25С) H м.д.: 8.99–8.97 (4H, м, ArHazo), 
8.88–8.86 (4H, м, ArHazo), 8.09–8.05 (8H, м, ArHazo), 7.68–7.64 
(8H, м, ArHazo), 7.49–7.32 (12H, м, ArHazo, ArH), 7.15–7.09 (8H, 
м, ArHazo), 4.02–3.94 (16Н, м, OCH2), 1.39–1.51 (8H, м, CH2), 
1.24 (36Н, с, t-Bu). 13С ЯМР ([D6]DMSO, 101 МГц, 25С) С 
м.д.: 162.26, 161.43, 147.34, 146.97, 146.39, 130.87, 129.90, 
127.91, 127.36, 127.15, 126.43, 126.07, 125.44, 124.41, 122.74, 
115.06, 114.99, 109.92, 65.10, 57.67, 33.95, 30.86.  

25,26,27,28-Тетракис-3-[4-(4`-сульфонилнафтилдиази-
нил)фенокси]бутокси-5,11,17,23-тетра(трет-бутил)тиака-
ликс[4]арен (3c). Выход 0.13 г (71%). Масс-спектр, m/z (ИЭР 
МС): вычислено для [M-C48H31N6O9S3]

- (C72H89N2O11S5
-): 

1317.5075, найдено: 1317.5073. Тпл. 219 °С (разл.). Rf (этил-
ацетат : петролейный эфир=10:1) 0.53. Найдено, %: C 64.11; H 
5.31; N 4.96; S 11.44. C120H120N8O20S8. Вычислено, %: C 64.04; 
H 5.37; N 4.98; S 11.40. ИК (KBr) max см-1: 2953 (CAr-H), 1474, 
1440 (N=N), 1240, 1199, 1047 (SO2). 

1H ЯМР ([D6]DMSO, 400 
МГц, 25С) H м.д.: 8.98–8.97 (4H, м, ArHazo), 8.87–8.86 (4H, м, 
ArHazo), 8.07–8.06 (8H, м, ArHazo), 7.69–7.62 (12H, м, ArHazo, 
ArH), 7.36–7.31 (12H, м, ArHazo), 7.13–7.11 (8H, м, ArHazo), 
3.98–3.77 (16Н, м, OCH2), 1.62 (16H, м, CH2), 1.24 (36Н, с, t-
Bu). 13С ЯМР ([D6]DMSO, 101 МГц, 25С) С м.д.: 161.53, 
156.74, 156.64, 147.29, 146.94, 146.42, 145.33, 130.89, 129.90, 
127.92, 127.43, 126.43, 126.07, 125.03, 124.40, 122.73, 114.98, 
109.91, 68.42, 67.96, 60.67, 47.92, 33.85, 30.91, 28.83, 26.49, 
25.42, 25.03.  

 
Результаты и их обсуждение 
 

Синтез целевых азопроизводных тиакаликс[4]-
арена 2 и 3 проводился в две стадии (Схема 1). На 
первой стадии были получены тетразамещенные 
бромалкокси-производные тиакаликс[4]арена 1 по 
реакции Мицунобу[26] и Вильямсона.[27] Соединения 1b-
c были выделены в результате взаимодействия 
незамещенного тиакаликсарена с 1,3-дибромпропаном 
и 1,4-дибромбутаном, где в качестве основания для 
депротонирования гидроксильных групп был 
использован карбонат калия. Синтез бромпроизводного 
1a был осуществлен в системе трифенилфосфин 
(TPP)/диэтилазодикарбоксилат (DEAD), так как в 
случае нуклеофильного замещения использование 1,2-
дибромэтана приводит к образованию продуктов 
внутримолекулярной и межмолекулярной сшивки, [31] 
что снижает выход продукта 1a. На второй стадии были 
получены целевые соединения 2 и 3 в конформации 1,3-
альтернат в ходе взаимодействия бромалкокси-
производных 1 с 4-[(4-гидроксифенил)диазенил]бензол-
сульфоновой и 4-(4`-гидроксифенилазо)нафтионовой 
кислот в условиях реакции Вильямсона.  

Структуры полученных соединений 2 и 3 были 
охарактеризованы комплексом физико-химических 
методов анализа (1H, 13C ЯМР и ИК-cпектроскопия, 
масс-спектрометрия высокого разрешения с ионизацией 
электрораспылением (ИЭР МС)). В 1H ЯМР спектрах 
полученных соединений наблюдается классических 
набор сигналов, характерный для симметричных тетра-
замещенных тиакаликс[4]аренов: присутствуют сиг-
налы трет-бутильных групп и ароматических 
протонов тиакаликсареновой платформы в виде сингле-
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тов, сигналы метиленовых протонов в виде мульти-
плетов, а также характерный набор сигналов для пара-
замещенных ароматических заместителей в области 
слабых полей. В 13C ЯМР спектрах наблюдаются сиг-
налы sp3-углеродов трет-бутильных групп и алкили-
денового спейсера в области сильных полей, а также 
sp2-ароматических углеродов в области слабых полей. 
В масс-спектрах высокого разрешения ИЭР МС (Рису-
нок 1), зарегистрированных в отрицательном режиме, 
основные пики соответствуют квазимолекулярным 
ионам продуктов фрагментации в виде моноанионов, 
несущих один сульфонатный фрагмент. При этом, для 
соединений 2a и 3a со спейсером с двумя метиленовыми 
группами наблюдаются пики продуктов более полного 
распада, включая продукты полного деалкилирования, 
чем для 3b-c с более длинными спейсерами с тремя и 
четырьмя метиленовыми группами, структура которых 
менее стерически загружена. Для производных 3a и 3b 
наблюдаются пики фрагментных ионов с отщеплением 
воды (для 3a m/z=1125.3331, для 3b m/z=1243.4330). 

Следующий этап работы заключался в изучении 
комплексообразования полученных азопроизводных 2b 

и 3b с одинаковой длиной алкилдиенового спейсера 
(n=3), но с различными заместителями при азо-группах 
(Рисунок 2). 

Для комплексообразования с макроциклами 2b и 
3b, содержащими отрицательно заряженные сульфо-
группы, использовались наиболее распространенные 
красители катионного типа – родамин B (RhB), рода-
мин 6G (Rh6G) и родамин 123 (Rh123) (Рисунок 3). 
Молекулы всех используемых красителей обладают 
высокой интенсивностью люминесценции и фото-
стабильностью.[32-33] 

Комплексообразование соединений 2b и 3b с 
родаминами было изучено с помощью флуоресцентной 
спектроскопии. Для всех изученных систем наблюда-
лось тушение люминесценции красителей при добавле-
нии макроциклов, что свидетельствует о комплексо-
образовании (Рисунок 4). В случае систем Rh6G 
(Рисунок 4а) с соединениями 2b и 3b увеличение 
концентрации макроцикла приводит к гипсохромному 
(синему) сдвигу максимума полосы эмиссии красителя 
(5 и 8 нм, соответственно). Для RhB (Рисунок 4б) и 
Rh123 такого эффекта не наблюдается. 

 
 

 
Схема 1. 

 
 

 
 
Рисунок 1. Фрагменты масс-спектров МС ИЭР соединений 2a (а), 3a (б), 3b (в), 3c (г).  
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Рисунок 2. Структура соединений 2b и 3b.  

 

 
Рисунок 3. Структуры родаминовых красителей, 
используемых в бинарных системах макроцикл-краситель. 
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Рисунок 4. Изменения люминесценции красителей Rh6G (а) и RhВ (б) в процессе титрования макроциклом 2b. 
C[краситель]=1 μM, C[макроцикл] = 0–10 μM, фосфатный буфер, рН 7.4, 37 °С. 
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Рисунок 5. Диаграммы Жоба макроциклов 2b (а) и 3b (б) с родаминовыми красителями. C[общая] = 2 μM, фосфатный буфер,  
рН 7.4, 37 °С. 
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Состав образующихся комплексов был изучен 
методом изомолярных серий, в котором стехиометри-
ческое соотношение реагирующих веществ соответст-
вует максимуму испускания. Ранее было показано, что 
для азопроизводных каликс[4]арена в конформации 
конус, которые также содержат сульфогруппы, образу-
ются комплексы макроцикл:краситель состава 1:1.[22] 
Учитывая, что для лигандов 2b и 3b в конформации 1,3-
альтернат сульфогруппы расположены по обе стороны 
макроциклического остова, вероятнее было ожидать 
формирование комплексов со стехиометрий макро-
цикл:краситель 1:2. Однако такое соотношение наблю-
далось только в случае 2b с Rh6G. При этом с RhB 
образуются комплексы состава 1:1, а с Rh123 – сме-
шанные комплексы различного состава (Рисунок 5а). В 
случае соединения 3b комплексы со всеми используе-
мыми родаминами имеют стехиометрию 1:1 (Рисунок 
5б), что может быть связано с более выраженным 
аллостерическим эффектом макроцикла в конфигура-
ции 1,3-альтернат,[34] когда в процессе комплексо-
образования с одной стороны от плоскости макроцикла 
происходит сближение заместителей, в то время как на 
противоположной стороне заместители отдаляются друг 
от друга, что препятствует комплексообразованию. 

Для сравнения степени связывания красителей 
макроциклами методом флуоресцентного титрования 
были оценены константы связывания (Таблица 1), 
рассчитанные по двойному логарифму от концентрации 
макроцикла.[35] Для обоих макроциклов наибольшие 
значения констант связывания наблюдались в случае 
систем с Rh6G. При этом для систем с другими краси-
телями – родаминами B и 123 константы связывания с 
макроциклом 3b были выше, чем для 2b. В связи с тем, 
что исследуемые соединения 2b и 3b при pH 7.4 нахо-
дятся в анионной форме, а красители – в катионной, то 
электростатические взаимодействия являются движу-
щей силой образования таких комплексов. Более пред-
почтительное взаимодействие макроциклов 2b и 3b с 
Rh6G по сравнению с RhB и Rh123 повторяет общую 
тенденцию ранее изученных систем на основе азопро-
изводных (тиа)каликс[4]аренов и, по всей видимости, 
связано со сравнительно высокой гидрофобностью 
Rh6G, что благоприятствует взаимодействию с гидро-
фобной полостью тиакаликсарена.[22,23] 

Разные значения констант связывания в системе 
краситель-макроцикл проявляется также в спектрах 
поглощения. С помощью УФ-спектроскопии было 
показано, что при добавлении азотиакаликсарена 2b к 
Rh6G происходит понижение интенсивности поглоще-
ния света (гипохромный эффект) и батохромный сдвиг, 
в то время как для RhB изменения в спектре поглоще-
ния в присутствии макроцикла 2b не наблюдается. В 
случае Rh123 при добавлении лиганда отмечается 
только гипохромный эффект (Рисунок 6). 

Для определения механизма тушения люминес-
ценции красителей было проведено флуоресцентное 
титрование красителя Rh6G макроциклом 3b при 
разных температурах. Из литературных источников 
известно, что при статическом тушении повышение 
температуры способствует разложению темного ком-
плекса, а при динамическом тушении повышение тем-
пературы увеличивает частоту столкновений частиц.[36] 

Согласно полученным данным (Рисунок 7), повышение 
температуры с 25° C до 40° C снижает тушение флуо-
ресценции красителя в бинарной системе Rh6G - 3b, 
что указывает на статическое тушение в качестве 
основного механизма тушения, а также доказывает 
образование комплекса тиакаликсарен-краситель. 

 
 

Таблица 1. Константы связывания каликсаренов 2b и 3b с 
родаминовыми красителями. 

Система Ka, М
-1 

Стехиометрия  
макроцикл : краситель 

RhB-2b 2.0±0.4·103 1:1 

RhB-3b 4.0±0.1·105 1:1 

Rh6G-2b 1.6±0.1·106 1:2 

Rh6G-3b 2.0±0.1·106 1:1 

Rh123-2b 1.0±0.6·103 - 

Rh123-3b 6.0±0.3·105 1:1 
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Рисунок 6. Спектры поглощения красителей и двойных 
систем макроцикл 2b – краситель. C[2b] = 10 μM,  
C[краситель] = 10 μM, фосфатный буфер, рН 7.4, 37 °С. 
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Рисунок 7. Кривые в координатах Штерна-Фольмера для сис-
темы Rh6G-3b при разных температурах. C[Rh6G] = 1 μM,  
C [3b] = 0–10 μM, фосфатный буфер, рН 7.4. 
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Рисунок 8. Нормированные спектр поглощения макроцикла 
2b и спектр эмиссии Rh6G. C[Rh6G] = C [2b] = 10 μM, 
фосфатный буфер, рН 7.4, 37 °С. 

 
Существует два основных типа механизмов туше-

ния флуоресценции в комплексе макроцикл-краситель: 
резонансный перенос энергии Ферстера (FRET) или 
фотоиндуцированный перенос электронов (PET). 
Линейность зависимости I0/I (I0 ‒ интенсивность излу-
чения свободного красителя, I ‒ интенсивность 
излучения связанного красителя) от концентрации 
тушителя для макроцикла 3b (Рисунок 7) указывает на 
преобладание только одного типа механизма тушения. 
Учитывая тот факт, что перекрытие полосы поглоще-
ния макроциклов с полосой излучения красителя отсут-
ствует (Рисунок 8), механизм FRET можно исключить. 
Таким образом, PET является наиболее вероятным 
механизмом тушения. 

Комплексообразование 2b и 3b с Rh6G было изу-
чено также методом 1H ЯМР спектроскопии. В ЯМР 
спектре комплекса краситель-2b наблюдаются сильно-
польные сдвиги сигналов для Rh6G (Рисунок 9). Наи-
большие сдвиги обнаружены для ароматических прото-
нов фрагмента, содержащего сложноэфирую группу 
(для H2 наблюдается ∆δ=0.37 м.д., а для H3,4 ∆δ = 0.96 и 
0.68 м.д.), что объясняется погружением в полость 
каликсарена этой частью красителя. 

В ЯМР спектре комплекса краситель-3b (Рисунок 
10) наблюдаются меньшие значения сдвигов сигналов 
для Rh6G по сравнению с комплексом краситель-2b 
(для H2 наблюдается ∆δ=0.07 м.д., а для H3,4 ∆δ = 0.17 и 
0.11 м.д., соответственно), что возможно связано с 
меньшей степенью погружения красителя в полость 
макроцикла. 

Важным моментом для использования систем 
макроцикл-краситель в биологических средах является 
отсутствие взаимодействий, приводящих к разрушению 
комплексов азо-каликсаренов с красителями и возоб-
новлением флуоресценции последних в условиях, не 
связанных с явлением гипоксии. По этой причине все 
комплексы были протестированы на наличие флуорес-
центного отклика с различными объектами, присутст-
вующими в биологических средах (Рисунок 11). 
Интенсивность эмиссии красителей при добавлении 
третьего компонента в двойные системы с высокими 
значениями Ка (2b-Rh6G, 3b-Rh6G, 3b-RhB, 3b-Rh123) 
не изменяется, что свидетельствует об отсутствии кон-
курирующего взаимодействия вводимого аналита с 
красителем или комплексом. Для комплексов с низкими 
значениями Ка (2b-RhB) наблюдается усиление эмиссии 
красителя (до 12% в случае иона Na+) за счет вытесне-
ния из полости макроцикла некоторыми конкурирую-
щими биоаналитами и ионами металлов. В случае 
системы 2b-Rh123 наоборот, наблюдается небольшое 
тушение люминесценции, что также характеризует 
слабое комплексообразование. 

Сравнение комплексообразующих свойств азо-
производных 2b и 3b, показало, что наилучшее связы-
вание для обоих тиакаликсаренов наблюдалось с Rh6G, 
и если в случае соединения 2b состав комплекса 1:2, то 
для 3b образуются комплексы состава 1:1, что может 
быть связано с аллостерическим эффектом. При этом 
константы связывания с другими красителями для 
соединения 3b, содержащего фрагмент нафталина, ока-
зались выше на порядок, чем для производного 2b. На 
примере системы Rh6G–3b, показано, что для данных 
комплексов характерен статический механизм тушения. 

 
 
Рисунок 9. 1Н ЯМР спектры 1.25 мМ Rh6G (а), 2.5 мМ соединения 2b (в) и их (0.5:1) комплекса (б) (ДМСО-d6, 25°С, 600 МГц). 
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Рисунок 10. 1Н ЯМР спектры 1.25 мМ Rh6G (а), 2.5 мМ соединения 2b (в) и их (0.5:1) комплекса (б) (ДМСО-d6, 25°С, 600 МГц). 
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Рисунок 11. Флуоресцентный отклик двойных систем краситель–макроцикл 2b (а), 3b (б) на введение третьего компонента; 
C[краситель] = 1 μM, C[макроцикл] = 3 μM, C[биоаналит] = 10 μM, фосфатный буфер, рН 7.4, 37 °С 

 
 

Заключение 
 

Синтезированы тетразамещённые азопроизводные 
тиакаликс[4]арена 2 и 3 в конформации 1,3-альтернат, 
содержащие сульфогруппы на нижнем ободе. Полу-
чены супрамолекулярные комплексы с родаминовыми 
красителями на основе макроциклических лигандов 2b 
и 3b, что было подтверждено методами 1H ЯМР, УФ и 
флуоресцентной спектроскопии. Сравнение комплексо-
образующих свойств азопроизводных 2b и 3b в отно-
шении родаминовых красителей показало, что наилучшее 
связывание для обоих тиакаликсаренов наблюдалось с 
Rh6G, и если в случае соединения 2b образуются ком-
плексы с различной стехиометрией, то для 3b образу-

ются исключительно комплексы состава 1:1, что может 
быть связано с более выраженным аллостерическим 
эффектом. Константы связывания с другими красите-
лями для соединения 3b, содержащего фрагмент нафта-
линсульфокислоты, оказались на два порядка выше, 
чем для производного 2b. Было показано, что для сис-
тем с высоким значением Ka конкурентное комплексо-
образование с присутствующими в биологических 
средах объектами отсутствует.  
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