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Глобальный анализ кривых затухания флуоресценции позволяет получить значе-

ния времён затухания флуоресценции, чувствительных к различным параметрам 
биохимической среды и реакциям, протекающим в образце, находящемся в возбуж-
дённом состоянии. В данной статье представлены результаты тестирования качества 
работы одного из наиболее эффективных и широко используемых методов глобаль-
ного анализа кривых затухания флуоресценции – метода фазовых векторов.  
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МЕТОД ФАЗОВЫХ ВЕКТОРОВ  

Метод фазовых векторов основан на совместной обработке ком-
плексных величин, получаемых в результате применения преобразова-
ния Фурье к обрабатываемому набору кривых затухания флуоресцен-
ции. 

В качестве модели для отдельных кривых затухания флуоресценции 
часто используется функция, вида: 

 ݀௞ሺݐሻ ൌ  ܽ௞
ଵ݁ି௧ ఛభൗ ൅ ܽ௞

ଶ݁ି௧ ఛమൗ  (1) 
где ߬ଵ и ߬ଶ – времена затухания флуоресценции; ܽ௞

ଵ и ܽ௞
ଶ- предэкспонен-

циальные коэффициенты, ݇ ൌ  1, ݊തതതതത и n – число кривых в наборе. 
Применяя преобразование Фурье к выражению (1), получаем: 

ሻݓ௞ሺܦ  ൌ ׬  ௗೖሺ௧ሻ௘ೕഘ೟ௗ௧ಮ
బ

׬ ௗೖሺ௧ሻௗ௧ಮ
బ

ൌ ௔భఛభ
ሺଵି௝௪ఛభሻሺ௔భఛభା௔మఛమሻ

൅  ௔మఛమ
ሺଵି௝௪ఛమሻሺ௔భఛభା௔మఛమሻ

 (2) 

Коэффициенты Фурье ܦ௞ሺݓሻ можно представить графически в виде 
набора точек, координатами которых будут являться их действительная 
и мнимая части (рисунок 1). Для двухэкспоненциальной модели (1) та-
кие точки будут лежать на отрезке прямой, пересекающей полуокруж-
ность с единичным диаметром и с центром в точке (0,0.5) в местах рас-
положения коэффициентов Фурье для отдельных одноэкспоненциаль-
ных компонент, входящих в (1).  
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Рис. 1. Графическое представление метода фазовых векторов 

Совокупность комплексных величин, полученных после применения 
преобразования Фурье к анализируемым кривым затухания флуоресцен-
ции, можно аппроксимировать прямой линией вида[1, с. 250]: 
ሻݓ௞ሺܦ݉ܫ   ൌ Ԣݑ ൅  ሻ (3)ݓ௞ሺܦԢܴ݁ݒ

Коэффициенты ݑԢ и ݒԢ данной прямой находят методом наименьших 
квадратов, минимизируя следующий функционал: 
 ܳ ൌ  ∑ ሺݑԢ ൅ ሻݓԢ௞ሺܦܴ݁ݒ െ ሻሻଶݓԢ௞ሺܦ݉ܫ ൌ ݉݅݊௡

௞ୀଵ  (4) 
где величины ܦԢ௞ሺݓሻ вычисляются как: 

ሻݓԢ௞ሺܦ  ൌ  ஽ೖ
ᇲ಺ೃಷሺ௪ሻ
௅ᇱሺ௪ሻ

, (5) 

где ܦ௞
ᇱூோிሺݓሻ и ܮԢሺݓሻ – коэффициенты Фурье для k-й обрабатываемой 

кривой затухания флуоресценции и импульса отклика системы, соответ-
ственно. 

На основании полученных оценок ݑԢ и ݒԢ можно найти оценки времён 
затухания и предэкспоненциальных коэффициентов[1, с. 250][2, с. 5]: 

 ߬Ԣଵ,ଶ ൌ ଵേඥଵିସ௨ᇱሺ௨ᇱା௩ᇱሻ
ଶ௪௨ᇱ

 (6) 

Ԣ௞ߙ  ൌ ௪ሺఛᇱమା ఛᇱభሻோ௘஽ᇱೖሺ௪ሻାሺ௪మఛᇱభఛᇱమିଵሻூ௠஽ᇱೖሺ௪ሻି௪ఛᇱమ
௪ሺఛᇱభିఛᇱమሻ

 (7) 

 ܽ௞
ᇱଶ ൌ  ߬ԢଵߙԢ௞

ሺ߬ԢଵߙԢ௞ ൅ ߬Ԣଶሺ1 െ Ԣ௞ሻሻ൘ߙ   (8) 

 ܽ௞
ᇱଵ ൌ 1 െ ܽ௞

ᇱଶ (9) 

݁ି௧ ఛమൗ

1݁ି௧ ఛభൗ

 ௞(W)ܦ
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ТЕСТИРОВАНИЕ МЕТОДА 

Для тестирования метода моделировалось N = 100 наборов по n = 15 
кривых на основе модели (1) с ܽଵ = [0.1 … 0.9], ܽଶ ൌ 1 െ ܽଵ и ߬ଵ ൌ1 нс, 
߬ଶ ൌ 3 нс на временном диапазоне от 0 до T = 30 нс на K = 512 карманах. 
Импульс отклика оборудования моделировался с использованием нор-
мального распределения со средним значением 2 и дисперсией 0.0064. 
Все смоделированные кривые содержали пуассоновский шум. 

Для каждого набора находятся оценки времен затухания ߬ଵ
௞ и ߬ଶ

௞ и 
вычисляются медианы относительных ошибок предэкспоненциальных 
коэффициентов median(ܽߜଵ

௞ሻ и medianሺܽߜଶ
௞). Далее рассчитываются 

средние полученных значений из всех наборов: ൏ ߬ଵ ൐ൌ ݉݁ܽ݊ሺ߬ଵሻ , 
൏ ߬ଶ ൐ൌ ݉݁ܽ݊ሺ߬ଶሻ, ൏ ଵܽߜ ൐ൌ ݉݁ܽ݊ሺmedian(ܽߜଵሻሻ и ൏ ଶܽߜ ൐ൌ
 ݉݁ܽ݊ሺmedian(ܽߜଶሻሻ и среднеквадратичное отклонение для ߬ଵ и ߬ଶ. 

Результаты тестирования качества работы метода в зависимости от 
уровня шума в кривых, что определяется числом зарегистрированных 
фотонов (50 … 7050), представлены на рисунках 2 – 3. Увеличение числа 
фотонов (уменьшение уровня шума) сопровождается приближением 
оценок времён затухания к значениям, использованным при моделиро-
вании. Также наблюдается уменьшение среднеквадратичного отклоне-
ния (вертикальные отрезки на рисунке 2) и средних медиан относитель-
ных ошибок предэкспоненциальных коэффициентов.   

 
Рис. 2. Зависимость средней оценки времён затухания и среднего значения медиан  
относительных ошибок предэкспоненциальных коэффициентов от уровня шума 
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Рис. 3. Графическое представление метода фазовых векторов при различных  

уровнях шума 

Результаты теста в зависимости от числа кривых в наборе, изменяю-
щегося в диапазоне [5 … 105], при количестве фотонов в каждой кривой 
равном 200, представлены на рисунке 4.  

 
Рис. 4. Зависимость средней оценки времён затухания и среднего значения медиан 
относительных ошибок предэкспоненциальных коэффициентов от числа кривых в 

наборе 

Наблюдается тенденция к уменьшению среднеквадратичных откло-
нений времён затухания и погрешности предэкспоненциальных коэффи-
циентов. Влияние же на средние времена затухания не выражено.  
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