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Методы флуоресцентной флуктуационной спектроскопии позволяют проводить 

исследования динамики, взаимодействия и структурных изменений молекулярных си-

стем как in-vitro, так in-vivo путем анализа временных и/или пространственных флук-

туаций интенсивности флуоресценции. Применение данных методов для анализа не-

стационарных потоков фотоотсчетов приводят к получению смещенных оценок пара-

метров молекулярных систем. В данной работе, на основе применения теории произ-

водящих функционалов, предложен метод оценки концентрации молекул в системе с 

нестационарным потоком фотоотсчетов. Корректность метода подтверждена на ос-

нове анализа смоделированных данных.   
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ВВЕДЕНИЕ 

Флуоресцентная флуктуационная спектроскопия (ФФС) это группа 

методов, позволяющих проводить исследования динамики, взаимодей-

ствия и структурных изменений молекулярных систем как in-vitro, так in-

vivo, путем анализа временных и/или пространственных флуктуаций ин-

тенсивности флуоресценции [1]. Регистрация флуктуаций интенсивности 

флуоресценции производится с однофотонной чувствительностью из пре-

дельно малого открытого объема, определяемого лучом лазера, сфокуси-

рованного конфокальной оптической системой с высокой числовой апер-

турой [1]. Методы ФФС разработаны для анализа систем, где зарегистри-

рованный поток фотоотсчетов является стационарным, что накладывает 

существенные ограничения на спектр их применимости. При проведении 

измерений в живых клетках редко удается получить измерения со стацио-

нарной интенсивностью. Применение же методов ФФС для анализа неста-

ционарных потоков приводят к получению сильно смещенных оценок па-

раметров молекулярных систем, таких как их концентрация и характери-

стическая яркость, определяемая средним количеством фотонов, излучен-

ных одной молекулой в единицу времени. Целью данной работы является 

разработка метода оценки концентрации молекул в системе с нестацио-

нарным потоком фотоотсчетов.  
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РЕЗУЛЬТАТЫ 

Пусть имеется область D, в которой находятся молекулы одного вида, 

излучающие фотоны. Фотоны регистрируются одноквантовым детекто-

ром в течение короткого интервала регистрации и в виде фотоотсчетов 

(моментов попадания фотонов в детектор) сохраняются в системе. Про-

цесс регистрации повторяется много раз. Поток зарегистрированных фо-

тоотсчетов является потоком случайных событий или случайным точеч-

ным процессом, для полного описания которого можно применить аппа-

рат производящих функционалов (ПФЛ) [2]. Обозначим через 𝜆(𝑡, 𝐫) ин-

тенсивность потока фотоотсчетов, зарегистрированных системой от од-

ной молекулы, находящейся в точке с радиус вектором r в области за-

светки D в момент времени t. Можно показать, что ПФЛ зарегистрирован-

ного потока фотоотсчетов будет иметь вид: 

 𝐿[𝑢; 𝛺] = 𝑒𝑥𝑝{с ∫ [𝑒𝑥𝑝{∫ 𝜆(𝑡, 𝐫)𝑢(𝑡)𝑑𝑡
𝛺

} − 1]𝑑𝐫
𝐷

}, (1) 

где с концентрация молекул, Ω = [T0, T] интервал регистрации, u(t) – фор-

мальный параметр (пробная функция) и интегрирование выполняется по 

всей области D. Достоинством полученного выражения является возмож-

ность исследования молекулярных систем с нестационарной интенсивно-

стью флуоресценции, описываемой функцией 𝜆(𝑡, 𝐫). 

Производящая функция (ПФ) числа событий потока имеет вид  

 𝐺(𝑧) = ⟨𝑧𝑛⟩𝑛 = ∑ 𝑃(𝑛)𝑧𝑛∞
𝑛=0 , (2) 

где 𝑃(𝑛) – вероятность выпадения на Ω ровно n точек потока и z - некото-

рая вспомогательная переменная, 0 ≤ 𝑧 ≤ 1 . ПФ связана с ПФЛ выраже-

нием  𝐺(𝑧) =  𝐿[𝑧 − 1;𝛺].  Отсюда следует, что с учетом (1) ПФ потока бу-

дет иметь вид  

 𝐺(𝑧) = 𝑒𝑥𝑝{с ∫ [𝑒𝑥𝑝{∫ 𝜆(𝑡, 𝐫)(𝑧 − 1)𝑑𝑡
𝛺

} − 1]
𝐷

𝑑𝐫}. (3) 

Для стационарных систем  

 𝜆(𝑡, 𝐫) = 𝑞𝐵(𝐫), (4) 

где q –характеристическая способность молекулы излучать фотоны, рав-

ная произведению квантового выхода молекулы, коэффициента экстинк-

ции, эффективности системы регистрации и интенсивности падающего 

излучения и B(r) функция профиля засветки. Для стационарных потоков 

можем положить T0 = 0. ПФ потока примет вид 

 𝐺(𝑧) = 𝑒𝑥𝑝{c ∫ [𝑒𝑥𝑝{𝑞𝑇𝐵(𝐫)(𝑧 − 1)} − 1]
𝐷

𝑑𝐫}, (5) 

что совпадает с выражением, полученным в работе [3].  

Таким образом, получаем полное соответствие с теорией метода FIDA [3], 

разработанной для анализа стационарных систем. 
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Для оценки концентрации молекул исследуемого вещества рассчи-

таем вероятность P(0) отсутствия фотоотсчетов на интервале регистрации 

𝛺. Из теории ПФЛ известно 𝑃(0) = 𝜋0(𝛺) = 𝐿[𝑢, 𝛺]|𝑢=−1. Тогда 

 𝜋0(𝛺) = exp(𝑐 ∫ [𝑒𝑥𝑝{−∫ 𝜆(𝑡, 𝐫)𝑑𝑡
𝛺

} − 1]𝑑𝐫
𝐷

). (6) 

Преобразуем (6) к виду  

 
𝑙𝑛 𝜋0(𝛺)

𝐶
= ∫ [𝑒𝑥𝑝{−∫ 𝜆(𝑡, 𝐫)𝑑𝑡

𝛺
} − 1]𝑑𝐫

𝐷
. (7) 

Предположим, что проводим калибровочный эксперимент с извест-

ной концентрацией ck, а затем новый эксперимент с неизвестной c, тогда 

 с = с𝑘  
𝑙𝑛 𝜋0(𝛺)

𝑙𝑛𝜋0
𝑘(𝛺)

= с𝑘  
𝑙𝑛 𝑃(0)

𝑙𝑛𝑃𝑘(0)
. (8) 

Соответственно, оценку концентрации можно получить на основе 

выражения 

 с̃ = с̃𝑘  
𝑙𝑛 𝑃̃(0)

𝑙𝑛𝑃̃𝑘(0)
, (9) 

где 𝑃̃(0) и 𝑃̃𝑘 – оценки вероятностей отсутствия фотоотсчетов за время 

регистрации и с̃𝑘 оценка концентрации вещества, полученная в калибро-

вочном эксперименте. Выражение (9) без потери общности можно запи-

сать и для среднего количества молекул в области наблюдения, восполь-

зовавшись соотношением 𝑁̅ = 𝑐𝑉𝐷, где VD характеристический объем об-

ласти засветки. Полученное выражение позволяет определить концентра-

цию однокомпонентного вещества на основе калибровочного экспери-

мента с известной концентрацией и оценок вероятностей отсутствия фо-

тотсчетов за время регистрации 𝛺. Как следует из выражения (9), оценку 

концентрации можно получить для потоков с произвольной (нестационар-

ной) интенсивностью 𝜆(𝑡, 𝐫) на интервале регистрации Ω без учета функ-

ции профиля засветки B(r).  

Выполним проверку полученного выражения для оценки концентра-

ции вещества на основе калибровочного эксперимента. Будем использо-

вать имитационную модель потока фототсчетов, разработанную в работе 

[4], заменив интенсивность потока I(t) на нестационарную  

 𝐼(𝑡) = 𝐼𝑜𝑒
−𝑡 𝜏𝑑⁄ , 𝑡 ∈ [0; 𝑇], (10) 

где I0 интенсивность в начальный момент времени T0, τd константа затуха-

ния интенсивности. Параметры модели возьмем следующие: число повто-

рений регистрации 5×104, q = 105, T = 2×10-5 c, 𝜏𝑑 = 5×10-5 c, среднее число 

молекул в объеме наблюдения для калибровочного эксперимента 𝑁̅ = 1. 

Получим оценку 𝑃̃(0) для калибровочного эксперимента, затем повторим 
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моделирование, варьируя 𝑁̅. Результаты эксперимента приведены в таб-

лице. 

Оценка 𝑵̃ на основе калибровочного эксперимента 

𝑵̅  истина 𝑷̃(𝟎) 𝑵̃ 

1 0,5014 калибровочный 

2 0,2512 2,001 

5 0,0313 5,017 

10 0,0010 9,981 

0,1 0,9328 0,101 

0,01 0,9932 0,010 

Наблюдаем точное восстановление среднего числа молекул в объеме 

наблюдения в широком диапазоне изменения концентрации молекул, что 

подтверждает работоспособность разработанного метода. 

ВЫВОДЫ 

В работе выведено выражение для ПФЛ потока фотоотсчетов, заре-

гистрированных от некоторой молекулярной системы. Полученный ПФЛ 

потока открывает возможность исследования молекулярных систем с не-

стационарной интенсивностью флуоресценции. Определены выражения 

для расчета вероятности отсутствия фотоотсчетов на интервале регистра-

ции, на основе которого предложен способ оценки концентрации веще-

ства с использованием калибровочного эксперимента. Корректную оценку 

концентрации можно получить для сильно нестационарных потоков, что ха-

рактерно, например, при проведении измерений в живых клетках. Справед-

ливость полученного выражения проверена на смоделированных данных.  
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