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Показана высокая антимикробная активность и широкий спектр действия фотосенсиби�
лизатора из класса поликатионных металлофталоцианинов. Установлено, что эффективная
фотодинамическая инактивация бактерий в присутствии фотосенсибилизатора поликатион�
ной природы определяется его электростатическим связыванием с отрицательно заряженны�
ми структурами клеточных стенок бактерий. Полученные результаты обсуждаются с точки
зрения перспектив применения антимикробной фотодинамической терапии в медицинской
практике.
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A photosensitizer from polycationic metallophthalocyanines class is shown to have a high
antimicrobial activity and a wide antimicrobial spectrum. It is established that the effective pho�
todynamic inactivation of bacteria in the presence of photosensitizer of polycationic nature is
determined by its electrostatic binding to negatively charged structures of bacterial cell walls. The
usage of antimicrobial photodynamic therapy in medical practice is discussed from the point of
view of the obtained results.
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Фотодинамическая инактивация микроор�
ганизмов, в основе которой лежат цитотокси�
ческие свойства активных форм кислорода
(АФК), генерируемых красителями�фотосен�
сибилизаторами в фотовозбужденном состоя�
нии, открыта более ста лет назад. Однако лишь
в последние два десятилетия исследования в
этой области получили активное развитие, что
обусловлено ростом антибиотикорезистент�
ности и необходимостью разработки альтерна�

тивных способов борьбы с возбудителями ин�
фекционных заболеваний. В отличие от анти�
биотиков, каждый из которых специфически
воздействует на определенную мишень в мик�
робной клетке: клеточную стенку, цитоплазма�
тическую мембрану, репликацию ДНК, тран�
скрипцию или трансляцию белков, АФК вызы�
вают неспецифическое повреждение всех кле�
точных компонентов, потенциально подвер�
женных окислительным реакциям [1]. Множе�
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ственный характер окислительной деструкции
микробных клеток�мишеней затрудняет выра�
ботку устойчивости к последующим циклам
фотодинамических воздействий.

Фундаментальное различие в чувствитель�
ности грамположительных и грамотрицатель�
ных бактерий к фотосенсибилизации связыва�
ют с принципиальными различиями в строении
клеточных стенок этих двух групп бактерий [2].
Общепринято, что важнейшей структурой, от�
вечающей за общую устойчивость грамотрица�
тельных бактерий к различным внешним аген�
там (антибиотикам, детергентам, красителям),
является наружная мембрана, входящая в сос�
тав клеточной стенки. В основе наружной
мембраны лежит двухслойная асимметричная
структура, внешний слой которой состоит пре�
имущественно из липополисахаридов (ЛПС, 
2�3,5 × 106 молекул/клетку), которые занимают
около 75% площади поверхности клетки, и
встроенных между ЛПС белковых комплексов
[3]. Суммарный отрицательный заряд ЛПС
связан с высоким содержанием отрицательно
заряженных групп в центральной части этих
макромолекул – остатками фосфорной кисло�
ты в D�глюкозамине липида А и/или гептозах
кора, карбоксильными группами остатков 3�де�
зокси�D�манно�октулозоновой кислоты (КДО)
и кислых сахаров кора (галактозы, глюкуроно�
вой кислоты). У грамотрицательных бактерий
существуют пути модификации ЛПС, приводя�
щие к уменьшению плотности отрицательных
зарядов на поверхности клеток [4]: присоедине�
ние положительно заряженных групп (фосфо�
этаноламина, аминоарабинозы, глюкозамина) к
липиду А и гептозам кора, а также дефосфори�
лирование этих компонентов ЛПС. 

Повышение чувствительности грамотрица�
тельных бактерий к фотосенсибилизации име�
ет место при их дополнительной обработке за�
ряженными поликатионными соединениями
[5]. Под воздействием поликатионов происхо�
дит высвобождение ЛПС, дезинтеграция на�
ружной мембраны и увеличение ее проницае�
мости для красителей. Поликатион может быть
также использован как наноноситель антибак�
териальных препаратов, повышающий избира�
тельность их действия за счет электростатичес�
кого взаимодействия с клеточной стенкой бак�
терий. Подобные подходы лежат в основе сен�
сибилизации бактерий с помощью полимикси�
на, а также использования конъюгатов анион�
ных красителей с полилизином для повышения

их фотобактерицидной активности. В то же
время и сами молекулы красителей одновре�
менно с ядром – генератором активных  форм
кислорода, могут нести положительно заря�
женные заместители, повышающие эффектив�
ность взаимодействия фотосенсибилизатора с
бактериальной клеткой�мишенью. К таким фо�
тосенсибилизаторам относятся поликатионные
фталоцианины, с высокой эффективностью ге�
нерирующие синглетный кислород и показав�
шие высокую эффективность на бактериаль�
ной биолюминесцентной тест�системе [6, 7]. В
настоящей работе мы приводим данные по ан�
тимикробной активности одного из наиболее
перспективных соединений – октакатионного
фталоцианина цинка. 

Материалы и методы исследования
Объектами исследования служили: эталон�

ные штаммы грамположительных бактерий
Staphylococcus aureus ATCC 25923 и
Streptococcus pyogenes 151 БГСА, а также грамот�
рицательных бактерий Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Campylobacter jejuni NCTC 11635, Helicobacter
pylori NCTC 11639, Salmonella enteritidis 1742;
клинические изоляты бактерий, среди которых
имелись возбудители инфекций кожи и слизис�
тых, и раневых инфекций (S. aureus, S. pyogenes,
E. coli, P. aeruginosa); виды, вызывающие пора�
жения слизистых желудочно�кишечного тракта
(C. jejuni, H. pylori, S. enteritidis, E. сoli, Serratia
marcescens, Proteus mirabilis). Для культивирова�
ния бактерий применяли соответствующие сре�
ды: Columbia Agar с добавлением 5% (об/об)
или 10% (об/об) бараньей крови, Columbia Agar
с добавлением 7% (об/об) лизированной лоша�
диной крови и Trypcase Soya Agar ("bioMerieux",
Франция). Бактерии выращивали в течение су�
ток в термостате при 37°С. Микроаэрофильные
штаммы C. jejuni и H. pylori выращивали в анаэ�
ростатах в среде с 5% кислорода в течение 4�х
суток при 37°С. Материал агаровых культур сус�
пендировали в растворе для инфузий, содержа�
щем 0,9% хлорида натрия, до показателя мут�
ности 1,0 McF с использованием денситометра
"Densimat" ("bioMerieux", Франция).

Облучение проводили с использованием ис�
точника холодного белого света ЭКОМП (50
мВт/см2) или светодиодного источника крас�
ного света с максимумом испускания 684 нм и
интенсивностью излучения на уровне образца
20 мВт/см2.  
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Для определения количества красителя окта�
кис(холинил)�фталоцианина цинка, связавше�
гося в процессе инкубации с бактериальными
клетками, раствор красителя в 0,9% NaCl или
суспензию бактерий (108 КОЕ/мл) в 0,9% NaCl
с той же концентрацией красителя инкубирова�
ли при комнатной температуре и пропускали
через фильтры с диаметром пор 0,2 мкм
("Sarstedt", Австрия). Количество связавшегося
красителя рассчитывали по разнице поглоще�
ния фильтратов, учитывая, что для используе�
мого красителя молярный коэффициент погло�
щения в максимуме ε683=190000 М�1 см�1.

Поверхностный дзета�потенциал бактери�
альных клеток измеряли на приборе Zetasizer
Nano Z (Malvern Instruments Ltd).

Каждый эксперимент проводили не менее
трех�пяти раз. Данные представлены в виде
средних значений исследуемых величин ±
стандартное отклонение.

В работе использовали реактивы фирмы
Sigma (Сент�Луис, США), а также фотосен�
сибилизатор октакис(холинил)�фталоцианин
цинка, синтезированный в ФГУП ГНЦ «НИО�
ПИК».

Результаты и обсуждение
При исследовании спектра антимикробной

активности октакис(холинил)�фталоцианина
цинка были определены минимальные подав�
ляющие рост микроорганизмов концентрации
препарата (МПК90) эталонных и клинических
штаммов грамположительных и грамотрица�
тельных бактерий. МПК90 для клинических
видов грамположительных бактерий составля�
ла 0,25�0,30 мкг/мл, а для эталонных штаммов
– менее 0,25 мкг/мл при дозе облучения крас�
ным светом 5 Дж/см2 (табл.). 

Октакис(холинил)�фталоцианин цинк про�
являл высокую фотодинамическую активность
также в отношении грамотрицательных бакте�
рий, хотя и меньшую по сравнению с грампо�
ложительными штаммами. МПК90 в зависи�
мости от вида грамотрицательных бактерий
колебалась в достаточно широких пределах –
0,4�2,5 мкг/мл (табл.). Наиболее низкая актив�
ность фотосенсибилизатора выявлена в отно�
шении Klebsiella spp. и Proteus mirabilis (МПК90
2,1�2,5 мкг/мл). 

Таким образом, антимикробная фотодина�
мическая активность октакис�(холинил)фта�
лоцианина цинка проявляется в отношении
различных видов бактерий, в том числе клини�

ческих штаммов грамотрицательных бактерий
и MRSA штамма золотистого стафилококка.
Полученные данные позволяют считать, что
данный фотосенсибилизатор имеет широкий
спектр антимикробной активности и перспек�
тивен для АФДТ различных бактериальных за�
ражений. Однако при этом обнаружена значи�
тельная гетерогенность бактериальных штам�
мов в отношении чувствительности к фотоди�
намической инактивации, которая наблюда�
лась как между штаммами одного вида (эта�
лонный штамм АТСС 25922 и клинический
изолят E. coli), так и между различными вида�
ми (табл., рис. 1).

Известно, что среди различных штаммов
бактерий имеется значительная гетероген�
ность строения олигосахаридов липида А и

Рис. 1. Эффективность фотодинамической инактивации по тесту
уменьшения колониеобразующей способности
(КОЕконтр/КОЕопыт) различных штаммов бактерий после 10
мин инкубации суспензий с исходной плотностью108 КОЕ/мл в
0,9% NaCl с 1 мкМ октакис(холинил)$фталоцианина цинка и
облучения белым светом в дозе 9 Дж/см2.
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кора ЛПС [3, 4]. Бактерии P. mirabilis проявля�
ют высокую устойчивость к полимиксину В и
протегринам, что связывают с присутствием в
ЛПС положительно заряженных молекул ами�
ноарабинозы. Сходная закономерность наблю�
далась и в отношении устойчивости этих видов
бактерий к фотодинамической инактивации
(рис. 1). Cреди 4�х клинических изолятов из
группы энтеробактерий наиболее устойчивы�
ми к фотодинамической инактивации оказа�
лись P. mirabilis. Эффективность фотоинакти�

вации E. coli и S. enteritidis была на порядок, а 
S. marcescens на 2 порядка выше. Спектрофото�
метрическое определение концентрации фото�
сенсибилизатора в фильтратах показало, что в
диапазоне 0,2�1 мкМ клетки P. mirabilis связы�
вали октакис(холинил)фталоцианин цинка в
гораздо меньшей степени по сравнению с E. coli
и S. marcescens (рис. 2). 

Повышенное сродство октакатионного фта�
лоцианинового фотосенсибилизатора к клет�
кам S. marcescens является, очевидно, следстви�

Òàáëèöà

Активность in vitro октакис(холинил)�фталоцианина цинка 
(минимальная подавляющая рост концентрация МПК90, мкг/мл) 

в отношении различных штаммов бактерий при облучении 
дозой красного света 684 нм 5 Дж/см2

Микроорганизмы МПК90, мкг/мл

Staphylococcus aureus   (MSSA) Менее 0,25

Staphylococcus aureus    (MRSA) 0,25

Streptococcus pyogenes 0,3

Enterococcus faecalis 0,25

Escherichia coli 0,6

Helicobacter pylori 0,5 

Salmonella enteritidis 1

Proteus mirabilis 2,5 

Serratia marcescens 0,4

Klebsiella spp.  2,1 

Pseudomonas aeruginosa 1,2

Neisseria spp. 1,5

Haemophilias influenzae  1

Moraxella catarrhalis 1,7

Bacteroides fragilis 1

Prevotella melaninogenica 1,1

Clostridium septicum 1,8
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ем отсутствия положительно заряженных за�
местителей в ЛПС этого вида. Напротив, пока�
зано, что липид А ЛПС S. marcescens содержит
два глюкозаминовых остатка, каждый из кото�
рых фосфорилирован, т.е. несет отрицатель�
ный заряд. 

Таким образом, катионные фотосенсибили�
заторы более эффективно взаимодействуют с
бактериальными клетками, ЛПС которых не�
сут большее количество отрицательно заря�
женных групп. Из рис. 3 видно, что при связы�
вании октакатионного фталоцианина с клетка�
ми E.coli происходит нейтрализация отрица�
тельного заряда клеток. Таким образом, меха�
низмом, обеспечивающим связывание катион�
ных фотосенсибилизаторов микробными клет�
ками, является электростатическое взаимодей�
ствие положительно заряженных заместителей
в молекулах фотосенсибилизатора с отрица�
тельно заряженными центрами связывания на
клеточных стенках.

Заключение
Ключевыми параметрами, определяющими,

какие из клеточных компонентов или метабо�
лических процессов будут повреждены или
инактивированы в процессе АФДТ,  а также об�
щую эффективность поражения бактериаль�
ных клеток, являются сродство фотосенсиби�
лизатора к клеткам�мишеням и кинетика его
захвата с прокрашиванием  клеточного объема.
Это, в свою очередь, зависит от заряда молекул
фотосенсибилизатора. Условием эффективной
прямой фотодинамической инактивации явля�
ется тесная ассоциация фотосенсибилизатора с
биологической мишенью, что следует из мало�
го (10�50 нм) диффузионного радиуса синглет�
ного кислорода в биологической среде [1, 5].
Цитоплазматическая мембрана бактерий отде�
лена от внешней среды клеточной стенкой тол�
щиной от 10 до 80 нм в зависимости от видовой
принадлежности. Отрицательный заряд кле�
точных стенок бактерий обусловливает элект�
ростатическое связывание с ними катионных
соединений. Фотобактерицидная активность
октакис(холинил)�фталоцианина цинка опре�
деляется наличием восьми катионных замести�
телей на периферии молекулы.

В заключение отметим, что фотодинамичес�
кая инактивация микроорганизмов  может яв�
ляться перспективным методом терапии ин�
фекций, вызванных полирезистентными бак�
териальными штаммами, а также применяться
в целях фотообеззараживания различных
предметов и сред медицинского назначения. 

Рис. 2. Связывание октакис(холинил)$фталоцианина цинка
клетками различных видов бактерий  (108 КОЕ/мл в 0,9% NaCl).
Количество связанного красителя [ZnPcChol8]связ рассчитано по
разнице поглощения красителя (ε683 = 190000 М$1см$1) 
в фильтратах его бесклеточных растворов – [ZnPcChol8]общ
и клеточных суспензий после 10 мин инкубации – [ZnPcChol8]своб

Рис. 3. Нейтрализация поверхностного заряда 
(дзета$потенциала) клеток Escherichia coli возрастающими
концентрациями фотосенсибилизатора 
октакис(холинил)$фталоцианина цинка.
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