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Разработан программный модуль «ФлуоТау» для анализа кинетики затухания флуоресцен-

ции, полученной по методу время-коррелированного счета фотонов. Программный модуль позво-

ляет аппроксимировать кинетику затухания флуоресценции моделью до 5 экспонент, имеет боль-

шую гибкость в настройке начальных и граничных условий аппроксимации. Приведены 

результаты исследования взаимодействия с белками сыворотки крови человека индотрикарбо-

цианиновых красителей. 
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Введение 

В последние два десятилетия с развитием аппаратуры для измерения времен-
ных характеристик свечения люминесценции применение люминесцент-ного ана-
лиза значительно расширилось. Эталонным методом для получения кинетики за-
тухания сегодня стал метод время-коррелированного счета фотонов. Прежде всего 
это обусловлено появлением мегагерцовых импульсных лазерных источников с 
субнаносекундной и пикосекундной длительностью, а также развитием микроэлек-
тронной базы. В лаборатории спектроскопии НИИПФП им. А. Н. Севченко выпол-
няется разработка лазерного спектрофлуориметра для спектрально-кинетического 
люминесцентного анализа в экспериментальной физике и биологии. Измерения 
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кинетических характеристик флуоресценции предполагается реализовать по ме-
тоду время-коррелированного счета фотонов. На данном этапе проекта разрабо-
таны прототипы/макеты отдельных узлов спектро-флуориметра: импульсных све-
тодиодных и лазерных источников, время-амплитудного преобразователя (ВАП), 
схемы временной привязки (СВП), блока управления, одноквантового и КМОП-
многоканального фотоприемных устройств (ОФУ и МФУ). Параллельно ведется 
разработка программного обеспечения (ПО) для объединения отдельных узлов в 
единый программно-аппаратный комплекс, включая программный модуль «Флуо-
Тау» для анализа кинетики затухания флуоресценции. На базе спектрофлуори-
метра Fluorolog (SPEX, США) создан макет для апробации отдельных узлов и те-
стирования ПО. 

1. Программный модуль для анализа кинетики затухания  

флуоресценции 

Известно, что для однокомпонентных молекулярных систем характерным яв-

ляется одноэкспоненциальный закон затухания флуоресценции. В случае несколь- 

ких невзаимодействующих флуоресцирующих центров закон затухания будет пред-

ставлен суммой экспонент: 
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где N – число различных флуоресцирующих центров. 

Поскольку длительности возбуждающего импульса и отклика регистрирую-

щей фотосистемы нередко сопоставимы с временем затухания флуоресценции ис-

следуемых объектов, то регистрируемый сигнал флуоресценции в момент времени t 

представляет собой свертку вида: 
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где G(t) – аппаратная функция, которая определяется как отклик системы регист-

рации на возбуждающий световой импульс. 

Закон затухания флуоресценции исследуемых молекул можно установить пу-

тем решения задачи деконволюции, т. е. нахождения из интегрального уравнения 

(2), функцию I(t). Для расчёта параметров αi и τi полученных на основании анализа 

экспериментальных кривых предложено достаточно много различных методов [1]. 

В этом отношении наиболее надежно себя показал метод наименьших квадратов. В 

его основе минимизация функционала χ2, который представляет собой взвешенное 

среднеквадратичное отклонение рассчитанного закона затухания флуоресценции 

Fрасч(ti) от зарегистрированного Fэксп(ti): 
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Данный подход используется в разработанном программном модуле  

«ФлуоТау». Поиск параметров экспонент функции реализован в виде итерацион-

ного алгоритма. Принимая во внимание нелинейную зависимость функционала χ2 от 

τi, для ускорения вычислений использован метод Левенберга-Марквардта для нели-

нейного метода наименьших квадратов. В качестве варьируемых параметров в мо-

дель оптимизации также включен временной сдвиг между аппаратной функцией и 

кинетикой затухания флуоресценции образца. Программный модуль выполнен в 

виде оконного приложения для системы Windows. В программном модуле «Флуо-

Тау» реализован также расширенный режим аппроксимации. В данном режиме име-

ется возможность регулировать область поиска времени затухания флуоресценции 

для одного или нескольких центров (в том числе его фиксации). 

2. Применение программного модуля для анализа кинетики затухания 

флуоресценции в научно-исследовательской деятельности 

В процессе разработки программного модуля «ФлуоТау» корректность работы 

проверена на сгенерированных модельных данных в виде свертки известной аппа-

ратной функции и теоретического закона затухания, представленного суммой экс-

понент с известными временами затухания и весами (амплитудами). В полученные 

кинетики дополнительно добавлялась шумовая компонента с разным уровнем шума. 

В результате анализа с помощью программного модуля «ФлуоТау» с использова-

нием моделей аппроксимации от 1 до 5 экспонент наилучший результат аппрокси-

мации достигался при совпадении количества экспонент в моделях генерации ис-

ходных данных и их аппроксимации. При этом расходимость времен затухания в 

моделях не превышала 3 %, что подтверждает корректность алгоритма.  

С использованием макета на базе спектрофлуориметра Fluorolog проведена 

апробация отдельных узлов лазерного спектрофлуориметра. Зарегистрированы ки-

нетики затухания различных образцов с известными в литературе временами зату-

хания флуоресценции (растворы красителей родамин 6Ж и HITC в этаноле). В ре-

зультате аппроксимации полученных кинетик с помощью стандартного режима про-

граммного модуля «ФлуоТау» получены времена затухания флуоресценции, кото-

рые в пределах погрешности совпадают с литературными данными: родамин 6Ж в 

этаноле – 4,0 нс, HITC в этаноле – 1,4 нс. 

Собранная установка использовалась при исследовании фотофизических ха-

рактеристик фотосенсибилизаторов на основе индотрикарбоцианиновых красителей 

при их взаимодействии с компонентами сыворотки крови. Исследования проводи-

лись для красителей представленных на рис. 1. Краситель ПК1 по многим парамет-

рам перспективен для использования в качестве фотосенсибилизатора для ФДТ [2], 

а также два близких по структуре красителя – ПК2 и ПК3. У ПК2 по сравнению с 

ПК1 отсутствуют полиэтиленгликоли на концевых группах, а у ПК3 в полиметино-

вой цепи нет хлорзамещенного ортофениленового мостика. Исследования взаимо-

действия красителей с белками сыворотки крови (ЧСК) проводились в 5 % растворе 

ЧСК в натрий-калиевом фосфатном буфере Дюльбекко (0,14 моль/л) с pH = 7,4 

(ФСБ), что соответствует концентрации альбумина ~ 30 мкМ. Концентрация 
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красителей в исследованных образцах составляла 10 мкМ (отношение краситель к 

белку 1:3). Образцы окрашенных красителями растворов ЧСК готовились с использо-

ванием стоковых растворов в ФСБ и инкубировались при 37 ºC в течение 120 минут. 

Краситель ПК2 обладает низкой растворимостью в воде, в связи с чем стоковый рас-

твор для него готовился с 5 % содержанием этанола. 

 

Рис. 1. Структура исследованных индотрикарбоцианиновых красителей 

Определены фотофизические характеристики красителей в ФСБ и растворе 

ЧСК (таблица, рис. 2). На спектральные характеристики красителей в ФСБ оказы-

вает заметное влияние агрегация молекул в водном растворе. Краситель ПК2 без 

ПЭГ является гидрофобным и в воде агрегирует с образованием H- и J-ассоциатов. 

Краситель ПК1 гидрофильный, его растворы в ФСБ представляют собой равновес-

ную смесь мономеров и димеров H-типа. При одинаковой концентрации красите-

лей агрегация красителей увеличивается в следующем ряду ПК3→ПК1→ПК2, что 

проявляется в росте полуширины длинноволновой полосы поглощения. Вместе с 

тем флуоресценция исследованных красителей в ФСБ является однокомпонент-

ной: форма не зависит от длины волны возбуждения при сканировании в пределах 

длинноволновой полосы поглощения, кинетика затухания аппроксимируется од-

ной экспонентой. Спектр флуоресценции красителей при возбуждении в пределах 

основной полосы поглощения приблизительно зеркально-симметричен спектру 

поглощению их мономеров. 

Спектральные параметры растворов ПК1 и ПК2 в растворах ЧСК сильно от-

личаются от таковых в ФСБ: наблюдается смещение максимумов поглощения и 

флуоресценции в длинноволновую область, уменьшается поглощение в полосе аг-

регатов, возрастают время жизни (c 0,3–0,4 нс до 1,4 нс) и степень поляризации (с 

0,28–0,31 до 0,39-0,42) флуоресценции (таблица). Изменение спектральных харак-

теристик молекул красителя в присутствии белков указывает на образование ком-

плекса с ними. Батохромное смещение положения максимума спектров поглоще-

ния и флуоресценции для данных красителей обычно наблюдается при переходе от 

полярных растворителей к малополярным, что достигается при локализации 

вблизи белковых молекул. 
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Фотофизические параметры красителей (10 мкМ) в ФСБ и 5 % растворе сыворотки крови 

человека 
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ε·105,М-

1см-1 
τ (20 ºС),нс P (20 ºС) 

ФСБ 
ПК1 707 134 738 64 - 0,4±0,1 0,28±0,02 

ПК2 706 170 737 77 - 0,3±0,1 0,31±0,02 

ПК3 746 78 772 49 - 0,3±0,1 0.30±0,02 

ЧСК 

ПК1 729 64 757,0 43 1,88 1,4±0,1 0,42±0,02 

ПК2 731 65 756,5 46 1,96 1,4±0,1 0,39±0,02 

ПК3 748 68 776,0 55 1,89 0,4±0,1 0,40±0,02 

 

  
Рис. 3.  Спектры поглощения (1–3) и флуоресценции при возбуждении на 684 нм (4–6) индо-

трикарбоцианиновых красителей в ФСБ (а), 5 % растворе ЧСК (б) при концентрации 10 мкМ 

 

Не обнаружено значительного влияния компонент сыворотки крови на спек-

трально-люминесцентные свойства ПК3, у которого отсутствует хлорзамещенный 

ортофениленовый мостик в полиметиновой цепи сопряжения. Существенное отли-

чие зафиксировано только по параметру степени поляризации флуоресценции, зна-

чение которой в растворах ЧСК возрастает также как для красителей ПК1 и ПК2. 

Такое возможно при условии, что происходит связывание с белками молекулы кра-

сителя ПК3, однако хромофор красителя остается локализован в водном окруже-

нии. Разумно предполагать, что связывание ПК3 с белками происходит с участием 

цепочек ПЭГ. 

Таким образом, разработан программный модуль «ФлуоТау» для анализа ки-

нетики затухания флуоресценции, которые позволяет аппроксимировать кинетику 

затухания флуоресценции моделью до 5 экспонент, имеет большую гибкость в 

настройке начальных и граничных условий аппроксимации. Программный модуль 

использовался при исследовании фотофизических характеристик индотрикарбоциа-

ниновых красителей при взаимодействии с компонентами сыворотки крови. 
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