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Резюме 

Цель исследования. Изучить процесс фотодеградации метиленового синего под действием лазерного из-

лучения с длиной волны 660 нм, используемого для установок фотодинамической терапии, на предмет фор-

мирования активных форм кислорода, в частности короткоживущих гидроксильных радикалов с помощью 

спектроскопии электронного парамагнитного резонанса. 

Методы. Определение остаточной концентрации метиленового синего в процессе фотодеградации про-

изводилось с помощью спектрометра HR2000. Детектирование образования гидроксильных групп осу-

ществляли с помощью ЭПР-спектрометра SPINSCAN X. 

Результаты. Анализ данных фотодеградации метиленового синего показывает, что под действием ла-

зерного излучения с длиной волны 660 нм происходит разрушение структуры метиленового синего, прояв-

ляющееся в постепенном обесцвечивании раствора красителя. При добавлении трипафлавина в раствор 

скорость фотодеградации метиленового синего значительно замедляется. Анализ данных ЭПР-

спектроскопии показывает, что при воздействии красным лазером на метиленовый синий в растворе начи-

нают интенсивно формироваться (ОН’) радикалы. Их содержание значительно возрастает с увеличением 

мощности облучения. 

Заключение. Облучение лазерным источником мощностью 0,3–1 Вт с длиной волны 660 нм водного рас-

твора тиазинового красителя метиленового синего приводит к его активной фотодеградации. Добавле-

ние трипафлавина приводит к замедлению процесса фотодеградации метиленового синего при облучении 

красным светом за счёт расходования части генерируемых кислородсодержащих радикалов на деградацию 

трипафлавина. По данным ЭПР спектроскопии с использованием спиновых ловушек ДМПО доказано, что 

при облучении метиленового синего красным лазером происходит активное образование гидроксильных 

ОН’ радикалов. Установлено, что с увеличением интенсивности лазерного излучения количество генери-

рованных гидроксильных радикалов (ОН’) значительно увеличивается. Представленные результаты могут 

способствовать разработке эффективных фотосенсибилизаторов для фотодинамической терапии опу-

холевых новообразований. 

Ключевые слова: метиленовый синий; трипафлавин; ЭПР спектроскопия; лазерное излучение; ОН’ ради-

калы. 
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Abstract 

Purpose. To study the process of photodegradation of methylene blue under the influence of laser radiation with a 

wavelength of 660 nm, used for photodynamic therapy installations, for the formation of reactive oxygen species, in 

particular short-lived hydroxyl radicals, using electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy. 

Methods. The residual concentration of methylene blue during photodegradation was determined using an HR2000 

spectrometer. The formation of hydroxyl groups was detected using an EPR spectrometer SPINSCAN X. 

Results. Analysis of data on the photodegradation of methylene blue shows that under the influence of laser radiation 

with a wavelength of 660 nm, the structure of methylene blue is destroyed, manifested in the gradual discoloration of 

the dye solution. When trypaflavin is added to the solution, the rate of photodegradation of methylene blue slows down 

significantly. Analysis of ESR spectroscopy data shows that when methylene blue is exposed to a red laser,  

(OH’) radicals begin to intensively form in the solution. Their content increases significantly with increasing irradiation 

power. 

Conclusion. Irradiation of an aqueous solution of the thiazion dye methylene blue by a laser source with a power of 

0.3÷1 W and a wavelength of 660 nm leads to its active photodegradation. The addition of trypaflavin leads to a slow-

down in the process of photodegradation of methylene blue when irradiated with red light due to the consumption of 

part of the generated oxygen-containing radicals for the degradation of trypaflavin. According to EPR spectroscopy 

data using DMPO spin traps, it has been proven that when methylene blue is irradiated with a red laser, active formation 

of hydroxyl OH' radicals occurs. It was found that with increasing laser radiation intensity, the amount of generated 

hydroxyl radicals (OH') increases significantly. The presented results may contribute to the development of effective 

photosensitizers for photodynamic therapy of tumor tumors. 
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Введение 

В последнее время активно ведутся 

исследования по разработке эффективных 

и безопасных сенсибилизаторов для фото-

динамической терапии (ФДТ) онкологи-

ческих заболеваний [1]. Известно, что при 

ФДТ фотосенсибилизаторы, поглощая оп-

тические излучения, передают энергию 

световых квантов кислороду, растворен-

ному в крови и тканях организма, что 

обеспечивает формирование высокоак-

тивных кислородсодержащих радикалов, 

атакующих опухолевые клетки. При этом 

сенсибилизаторы должны отвечать ряду 

требований, таких как: наличие низкой 

темновой и световой токсичности, высо-

кая селективность накопления в злокаче-

ственных тканях; сильное поглощение в 

красном и ближнем ИК-диапазоне, где 

биологические ткани обладают наиболь-

шим пропусканием с глубиной до 3 см, 

высоким квантовым выходом образования 

синглетного кислорода и др. В работах [2; 

3] было высказано предположение, что ти-

азиновый краситель метиленовый синий 

(МБ) может выступать в качестве фото-

сенсибилизатора для ФДТ. Так при облу-

чении МБ терапевтическим источником с 

длиной волны 600–900 нм возможно ак-

тивное поглощение оптических фотонов 

красителем и фотогенерация в нем элек-

трон-дырочных носителей, которые в 

дальнейшем способны инициировать кас-

кад окислительно-восстановительных ре-

акций, приводящих к деградации органи-

ческих клеточных компонентов и, как 

следствие, гибели опухолевых клеток.  

Метиленовый синий является арома-

тическим и гетероциклическим красите-

лем, имеющим молекулярную массу 

319,85 г/моль,  и с молекулярной форму-

лой C16H18ClN3S, а также с максимальной 

длиной волны поглощения 663 нм [4; 5]. В 

работах [6; 7] было показано, что под дей-

ствием красного лазерного света происхо-

дит фотодеградация метиленового синего. 

Можно предположить, что разрушение 

метиленового синего и высвечивание рас-

твора на его основе происходит за счет 

формирования высокоактивных кисло-

родсодержащих радикалов, в частности 

короткоживущих гидроксильных радика-

лов, которые атакуют молекулы метиле-

нового синего и разрушают центры 

окраски. Известно, что с помощью иссле-

дований электронного парамагнитного ре-

зонанса (ЭПР) [8–11], применяя спиновые 

ловушки, как, например, N-оксид 5,5-ди-

метил-1-пирролин (ДМПО), можно каче-

ственно доказать формирование и количе-

ственно определить содержание гидрок-

сильных радикалов •OH в реакционной си-

стеме. Тем самым можно изучить меха-

низм и закономерности разложения мети-

ленового синего при облучении внешним 

источником, что является важным момен-

том в определении его фотостабильности 

как сенсибилизатора для фотодинамиче-

ской терапии. Таким образом, данная ра-

бота посвящена изучению и выявлению 

закономерностей процесса фотодеграда-

ции метиленового синего под действием 

лазерного излучения с длиной волны  

660 нм на предмет формирования корот-

коживущих гидроксильных радикалов с 

помощью исследований спектроскопии 

электронного парамагнитного резонанса. 

Материалы и методы 

Спектроскопия электронного пара-

магнитного резонанса в сочетании с мет-

ками спиновых ловушек является попу-

лярным методом определения гидрок-

сильных радикалов (•ОН) [10; 12–15]. Сам 

метод ЭПР основывается на эффекте Зее-

мана, который заключается в расщепле-

нии электронных энергетических уровней 

в условиях внешнего магнитного поля 

[16]. Экспериментальные исследования по 
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ЭПР-спектроскопии проводятся в различ-

ных частотных диапазонах, среди кото-

рых наиболее распространным является 

Х-диапазон при приложении магнитного 

поля около 3480G, с резонансной частотой 

~8,75 ГГц (значения частоты зависят от 

фактора g). По практическим соображе-

ниям в исследованиях удобно фиксиро-

вать постоянной частоту микроволн, од-

новременно варьируя значение индукции 

магнитного поля в заданном диапазоне. 

Магнитное поле при этом модулируется, 

что даёт возможность использовать фик-

сированное усиление, что значительно по-

вышает чувствительность метода. ЭПР-

спектры, как правило, измеряются как 

первая производная спектров поглоще-

ния. Последний может быть легко восста-

новлен при помощи интегрирования изме-

ренного сигнала, двойное интегрирование 

определяет площади пиков, которые бу-

дут пропорциональны числу спинов в об-

разце [16; 17]. 

В качестве спиновой ловушки для ра-

дикалов активно используется N-оксид 

5,5-диметил-1-пирролин (ДМПО) [18; 19]. 

Свободный радикал (•ОН) способен всту-

пать в реакцию со спиновой ловушкой, об-

разуя при этом более долговечный пара-

магнитный спиновый аддукт (ДМПО-

ОН). ДМПО может использоваться и для 

детектирования радикала О2
-, но реакция 

захвата при этом оказывается затруднён-

ной из-за низкой скорости. Образованный 

таким способом аддукт представляет 

спектр, который аналогичен спектру для 

других пероксильных аддуктов. ЭПР 

очень чувствителен к частицам с неспа-

ренными электронами. Так как частицы, 

имеющие закрытую оболочку, не форми-

руют ЭПР сигнал, то интерпретация дан-

ных значительно упрощается в сравнении 

с другими методами. Также достаточно 

легко достигается высокая чувствитель-

ность метода (до 109 спинов). 

Помимо ЭПР существуют и другие 

методы детектирования радикалов, кото-

рые образуются при фотокатализе, напри-

мер спектроскопия переходного поглоще-

ния [20]. По сравнению с ЭПР у неё очень 

высокое временное разрешение в порядке 

наносекунд, что может дать более полную 

информацию о происходящих процессах, 

но её сложно интерпретировать. Опреде-

лению спектральных полос мешает низкое 

спектральное разрешение и невысокая 

специфичность метода. Другим инстру-

ментом служит инфракрасная спектроско-

пия с преобразованием Фурье-диффуз-

ного отражения [21; 22]. Однако из-за 

того, что H2O и органические раствори-

тели имеют сильное поглощение в инфра-

красной области, использование данного 

метода значительно ограничено. Микро-

волновая проводимость с временным раз-

решением также может быть задейство-

вана, но она способна детектировать 

только свободные электроны [23]. Можно 

использовать также и комбинацию не-

скольких методов, например ЭПР с ИК-

спектроскопией [24]. В нашем случае 

была использована ЭПР-спектроскопия 

как основной метод исследований. 

Для дополнительного доказательства 

формирования гидроксильных радикалов 

при облучении метиленового синего крас-

ным светом был использован метод опти-

ческой спектроскопии для наблюдения за 

фотодеградацией центров окраски как 

раствора метиленового синего, так и орга-

нического красителя трипафлавина 

(C27H25ClN63(HCl)). Стоит отметить, что 

спектры оптического поглощения краси-

телей метиленого синего и трипафлавина 

принципиально различаются (рис. 1), что 

позволяет селективно активировать кра-

сители при облучении светом различной 

длиной волны. 
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Рис. 1. Спектры оптического поглощения красителей: 1 – трипафлавина; 2 –  метиленового синего 

Fig. 1. Optical absorption spectra of dyes: 1 – trypaflavin; 2 – methylene blue 

 

Было высказано предположение, что 

при облучении красным светом на метиле-

новом синем будут формироваться актив-

ные кислородсодержащие радикалы, в то 

время как на трипафлавине оптические 

фотоны с длиной волны 660 нм практиче-

ски не поглощаются и, соответственно, не 

происходит возбуждение электрон-ды-

рочных пар. В этом случае разрушение 

центров окраски трипафлавина возможно 

только при химическом воздействии ак-

тивных радикалов, формирующихся на 

метиленовом синем. С красителями мети-

леновым синим и трипафлавином было 

проведено два эксперимента, в первом в 

кювету наливали 1 мл дистиллированной 

воды и 40 мкл водного раствора метилено-

вого синего. Включался лазер 660 нм на 

0,5 Вт и после 30 с добавлялось 40 мкл 

водного раствора трипафлавина (разбав-

лен в 20 раз) и снимались спектры ещё  

60 с. Во втором эксперименте при вклю-

ченном лазере 660 нм на 0,5 Вт сначала до-

бавляли 40 мкл трипафлавина, а затем уже 

после 40 с облучения добавляли 40 мкл 

метиленового синего. В первом случае 

съёмку спектров проводили на 660 нм,  

тем самым регистрируя остаточное содер-

жание метиленового синего в растворе, во 

втором на 340 нм – для регистрации содер-

жания в растворе трипафлавина. 

Эксперимент с ЭПР проводили следу-

ющим образом: смешивали водный рас-

твор метиленового синего с ДМПО в соот-

ношении 1:5, после чего 10 мкл смеси по-

мещали в стеклянный капилляр для изме-

рений в спектрометре SPINSCAN X.  

Далее измерения проводились при вклю-

чённой лазерной установке Аллод-01  

с длиной волны излучения 660 нм.  

Были установлены следующие параметры 

измерений: центральное значение магнит-

ного поля 336 мТл, ширина развёртки  

15 мТл, амплитуда модуляции 100 мТл. 

Второй эксперимент с ЭПР проводился 

при следующих параметрах: центральное 

магнитное поле 336,95 мТл, ширина раз-

вёртки 0,8 мТл, амплитуда модуляции  

100 мТл. ЭПР-спектры регистрировались 

с периодичностью в 10 с. Также был осу-

ществлен эксперимент, где в моменты 

времени включался лазерный свет на 10 с 

с одновременной регистрацией ЭПР-

спектров. 
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Результаты и их обсуждение 

Для доказательства формирования 

гидроксильных радикалов при облучении 

красителя метиленового синего красным 

светом был использован метод оптиче-

ской спектроскопии, с помощью которого 

в режиме реального времени наблюдалось 

высвечивание центров окраски в водном 

растворе красителя при облучении лазер-

ным источником с длиной волны 660 нм. 

На рисунке 2 представлены кинетические 

кривые фотодеградации раствора метиле-

нового синего как чистого, так и с добав-

лением трипафлавина. 

      

                                                а                                                                                       б 

Рис. 2. Кинетические кривые фотодеградации при воздействии лазерным излучением мощностью  

0,5 Вт: а – на раствор метиленового синего с последующим добавлением трипафлавина  

после 30 с облучения; б – на раствор трипафлавина при красном лазерном излучении (0,5 Вт)  

с добавлением метиленового синего через 40 с облучения 

Fig. 2. Kinetic curve of photodegradation when exposed to laser radiation with a power of 0,5 W:  

a – to a methylene solution followed by the addition of trypaflavin after 30 seconds of irradiation;  

б – to a trypaflavin solution under red laser radiation (0,5 W), with the addition of methylene blue  

after 40 seconds of irradiation 

 

На рисунке 2, а видно, что добавление 

трипафлавина значительно уменьшает 

скорость разложения метиленового си-

него. Скорость реакции снижается с 

11,8·10-3 c-1 до 4,5·10-3 c-1. Объяснением 

может служить то, что часть фотогенери-

рованных радикалов, помимо красителя 

метиленового синего, начинает активно 

атаковать трипафлавин. 

На рисунке 2, б хорошо заметно, что 

активная фотодеградация трипафлавина 

начинается только после добавления в 

раствор метиленового синего, на котором 

поглощение света с длиной волны 660 нм 

и образование кислородсодержащих  

радикалов происходит значительно актив-

ней. Скорость реакции увеличивается 

больше, чем в пять раз, с 8,8·10-3 c-1 до 

51,2·10-3 c-1.  

В ЭПР-экспериментах водный рас-

твор метиленового синего смешивали со 

спиновой ловушкой ДМПО и произво-

дили измерения с помощью спектрометра 

SPINSCAN X. На рисунке 3 представлены 

ЭПР-спектры гидроксильных радикалов 

(•ОН), которые формируются на метиле-

новом синем при облучении лазером мощ-

ностью 0,5 Вт. 
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Рис. 3. Спектры радикалов •ОН в метиленовом синем при облучении лазером мощностью 0,5 Вт 

Fig. 3. Spectra of •OH radicals in methylene blue irradiated with a 0,5 W laser 

 

На рисунке 4 представлены графики, 

на которых видно, как снижается концен-

трация •ОН радикалов в метиленовом си- 

нем с течением времени при различной 

интенсивности облучения. 

 

Рис. 4. Зависимости концентрации гидроксильных групп в непрерывно облучаемом лазерным 

источником различной интенсивности метиленовым синим от времени 

Fig. 4. Dependence of the concentration of hydroxyl groups in continuously irradiated methylene  

blue laser source of varying intensity on time 
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Рис. 5. Зависимость концентрации гидроксильных групп при кратковременном (10 с) облучении 

метиленового синего лазерным излучением 0,5 Вт в различные моменты времени 

Fig. 5. Dependence of the concentration of hydroxyl groups during short-term (10 seconds) irradiation of 

methylene blue with laser radiation of 0,5 W at different times 

 

На рисунках 4 и 5 хорошо заметно, 

что сначала интенсивность образования 
•ОН радикалов возрастает, а затем начи-

нает лавинообразно снижаться. При этом 

чем больше интенсивность излучения ла-

зера, тем быстрее уменьшается концен-

трация •ОН радикалов. Это можно объяс-

нить следующим образом. При включении 

лазерного излучения в метиленовом си-

нем формируются •ОН радикалы, с кото-

рыми ДМПО аддукты начинают активно 

взаимодействовать, в результате чего об-

разуются спиновые аддукты (ДМПО-ОН). 

Стоит отметить, что время жизни этих ад-

дуктов ограничено, как правило, не 

больше 30 мин, поскольку они сами 

быстро разрушаются под действием ак-

тивных кислородсодержащих радикалов, 

находящихся в растворе. 

Поэтому лавинообразное снижение 

их концентрации связано с другим факто-

ром, заключающимся  в окислении ад-

дукта из-за избытка образования радика-

лов •OH в метиленовом синем. 

Сам процесс фотодеградации метиле-

нового синего может быть описан следую-

щим образом:  

МВ + hv  → МВ(h+ + e-);  

МВ(h+ + e-) + O2  →   MB+ + O2
-         (1) 

В основных средах образование ради-

калов •ОН происходит при моноэлектрон-

ном восстановлении радикалов MB+ на 

ОН–: 

MB+ + OH− → •MB + •OH       (2) 

Радикалы •OH реагируют друг с дру-

гом, образуя H2O2, являющийся важным 

активным веществом в процессах разло-

жения органических загрязнителей: 

2OH• → H2O2                    (3) 
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Основные реакции для фотолиза ме-

тиленового синего представлены ниже: 

R–S+ = R' + OH → R–S(=O)–R' + H+     (4) 

NH2–C6H3(R)–S(=O)–C6H4–R+OH → 

→ NH2–C6H4–R + SO2–C6H4–R          (5) 

SO2 – C6H4 – R + OH →  

→ R – C6H4 – SO3H                (6) 

Воздействие •ОН приводит к образо-

ванию SO4
2−: 

R – C6H4– SO3H + OH → 

→R – C6H4
0 + SO4

2− + 2H+         (7) 

Также атакой •ОН объясняется обра-

зование NH4
+: 

NH2– C6H4 – R + OH →  

→R – C6H4–OH + NH2
0            (8) 

NH2
0 + OH → NH3                          (9) 

NH3 + H+ → NH4
+               (10) 

Общее уравнение для фотодеграда-

ции метиленового синего можно выразить 

таким образом [25]: 

C16H18ClN3S + OH → 

→ CO2 + H2O + NO3
− + NH4

+ + SO4
2− + Cl− (11) 

•ОН принимает активное участие в 

раскрытии кольца метиленового синего, в 

начальной стадии фотодеградации он ата-

кует группу C-S+ = C. Индуцированный 

дырками H+ принимает активное участие 

в образовании связей CH и NH, именно 

благодаря тому, что более сложная моле-

кула расщепляется на более мелкие про-

межуточные продукты и происходит фо-

тодеградация метиленового синего. Из-

вестны исследования, в которых при по-

мощи ИК-спектроскопии было обнару-

жено, что группы •OH во время разложе-

ния метиленового синего атакуют боко-

вые цели, что приводит к удалению ме-

тильной группы CH3. Скорость разложе-

ния красителя зависит от таких парамет-

ров, как время облучения и интенсивность 

источника света, начальной концентрации 

метиленового синего, кислотности рас-

твора, действия окислителей, действия по-

глотителей радикалов и ионов [26]. 

Таким образом, на основании пред-

ставленных данных можно заключить, что 

процесс фотодеградации чистого метиле-

нового синего под действием красного ла-

зерного излучения с длиной волны 660 нм 

происходит за счёт образования гидрок-

сильных радикалов и носит окислительно-

восстановительный характер. Получен-

ные результаты могут быть использованы 

для выработки новых решений по повы-

шению эффективности очистки промыш-

ленных сточных вод от загрязнения краси-

телями, а также  в области медицины для 

лечения онкологических заболеваний, где 

метиленовый синий может выступать как 

фотосенсибилизатор для уничтожения ра-

ковых клеток. 

Выводы 

1. Облучение лазерным источником с 

длиной волны 660 нм водного раствора 

тиазинового красителя метиленового си-

него приводит к его активной фотодегра-

дации. 

2. Добавление трипафлавина приво-

дит к замедлению процесса фотодеграда-

ции метиленового синего при облучении 

красным светом за счёт расходования ча-

сти генерируемых кислородсодержа- 

щих радикалов на деградацию трипафла-

вина. 

3. По данным ЭПР-спектроскопии с 

добавлением спиновой ловушки ДМПО 

доказано, что при облучении метилено-

вого синего лазерным излучением с дли-

ной волны 660 нм происходит активное 

образование гидроксильных ОН’ радика-

лов. 

4. Установлено, что с увеличением 

интенсивности лазерного излучения коли-

чество генерированных гидроксильных 

радикалов (ОН’) значительно увеличива-

ется. 
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