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Индотрикарбоцианиновые красители с полосой поглощения и спек-
тром испускания в ближнем инфракрасном диапазоне используются в 
качестве биосенсоров различного назначения, на их основе разрабаты-
ваются фотосенсибилизаторы для фотодинамической терапии [1]. При-
менение соединений этого класса в медико-биологических аспектах 
предполагает проведение анализа их флуоресцентных свойств в биоло-
гических системах. При регистрации флуоресценции красителей в биот-
канях необходимо учитывать особенности оптических характеристик та-
ких систем. Трудности с корректной регистрацией спектров флуоресцен-
ции фотосенсибилизаторов обусловлены высоким уровнем рассеяния 
света биотканями, наличием в них эндогенных биомолекул с достаточно 
интенсивным свечением, неравномерным распределением кровеносных 
сосудов, а также изменениями оптических свойств тканей при механиче-
ском воздействии [2]. В течение ряда лет нами проводились исследова-
ния свойств индотрикарбоцианиновых красителей в биотканях, флуорес-
цирующих в спектральном диапазоне 700-900 нм [3]. Вследствие этого 
накоплен опыт работы по регистрации спектрально-люминесцентных 
характеристик красителей в таких системах. 
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Настоящая работа посвящена выяснению условий, которые обеспе-
чивают возможность корректной регистрации характеристик фотолюми-
несценции соединений в тканях in vivo с помощью спектрометра со све-
товодом. 

Для уменьшения влияния собственного свечения биотканей прове-
ден поиск оптимальной длины волны возбуждения флуоресценции. В ка-
честве возбуждающего излучения применяли излучение газовых лазеров 
с длиной волны λ=632,8 нм, 647,1 нм и 676 нм и полупроводникового с 
λ=682 нм. Выбор лазеров, а не светодиодов обусловлен существенно 
меньшей полушириной спектра излучения у лазера по сравнению со све-
тодиодом (≈ 30 нм), а также меньшим уровнем излучения на значитель-
ном удалении от максимума полосы испускания источника. Кроме того, 
большая расходимость излучения светодиода затрудняет его эффектив-
ную фокусировку при введении в тонкое волокно. 

При использовании для возбуждения флуоресценции опухолевой 
ткани интактной крысы излучения с длиной волны 632,8 нм или 647,1 нм 
в спектральной области флуоресценции красителя регистрируется значи-
тельный сигнал автолюминесценции тканей. На рисунке представлены 
спектры флуоресценции при возбуждении на 632,8 нм. Видно, что спектр 
флуоресценции опухолевой ткани интактной крысы имеет ярко выра-
женный максимум на длине волны  705 нм. Излучение в данной области 
обусловлено наличием эндогенных порфиринов [4], молекулы которых 
достаточно эффективно возбуждаются излучением с длиной волны 
632,8 нм. Высокий уровень собственной люминесценции тканей реги-
стрируется от поверхности всех внутренних органов крыс. Аналогичные 
результаты получены при использовании на возбуждении излучения 
криптонового лазера с λ =647,1нм. При переходе к источникам излуче-
ния с λ = 676,4 нм или 682 нм интенсивность спектров испускания опу-
холевой ткани интактной крысы резко уменьшается (см. рисунок). 

Наличие на исследуемом участке тела животного кровеносных со-
судов, различие в приложенном к концу световода механическом усилии, 
наличие неровности кожи, либо волосяного покрова может искажать 
форму и положение зарегистрированного спектра флуоресценции in vivo. 
Для уменьшения влияния указанных факторов конец световода закреп-
лен по оси цилиндрического держателя с внутренним диаметром 3 мм на 
расстоянии нескольких миллиметров от среза. Такой цилиндрический 
держатель световода прикладывается к испытуемой поверхности, что ис-
ключает попадание в спектрометр освещения лаборатории. Достаточно 
большая площадь поверхности, на которую попадает возбуждающее из-
лучение и, соответственно, регистрируется флуоресценция, обеспечивает 
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усреднение сигнала и уменьшает влияние неоднородностей образца. 
Увеличение площади соприкосновения создает идентичные условия ме-
ханического воздействия при соприкосновении элемента оптической си-
стемы с телом подопытного животного. В целом, переход к использова-
нию такого наконечника примерно на порядок уменьшает разброс интен-
сивности в спектрах флуоресценции красителя при съеме информации от 
одной точки образца. 

 

 

Рисунок – Спектр флуо-
ресценции красителя (1, 
3) в опухолевых тканях и 
спектр свечения опухоли 
in vivo (2, 4) при  возбуж-
дении на 632,8 нм (1, 2) и 

на 682 нм (3,4). 
 

Для обнаружения концентрационных эффектов при регистрации 
спектров флуоресценции красителя зарегистрированы спектры флуорес-
ценции в опухолевых тканях при введении фотосенсибилизатора в кон-
центрации 5; 2,5 и 1,25 мг/кг. Полученные данные демонстрируют сов-
падение спектров флуоресценции в опухолевых тканях для данного диа-
пазона использованных концентраций, что свидетельствует об отсут-
ствии каких-либо концентрационных эффектов. В тоже время, установ-
лено, что при концентрации 3 мг/кг, как и при более высокой концентра-
ции 5 мг/кг, в спектрах флуоресценции красителя в тканях внутренних 
органах наблюдаются деформации, которые обусловлены перепоглоще-
нием.  

Одним из факторов, который требует внимания при регистрации 
сигнала флуоресценции фотосенсибилизатора in vivo, является различная 
толщина исследуемых образцов. Для определения размеров области, с 
которой регистрируется флуоресценция красителя в конкретных экспе-
риментальных условиях, проведен анализ влияния толщины образцов 
тканей на сигнал флуоресценции. В результате установлено, что испус-
кание света регистрируется от молекул красителя находящихся не только 
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в коже и непосредственно прилегающих к ней слоях опухолевой ткани, 
но и на значительной глубине (до 2 см). Поэтому, при регистрации флуо-
ресценции фотосенсибилизатора in vivo необходимо учитывать толщину 
исследуемых образцов. 
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При изучении функционирования биосистем часто возникает задача 

проведения кинетических исследований геометрических и концентраци-
онных характеристик нано- и микроразмерных объектов в суспензиях. 
Проведение таких исследований позволяет  изучать влияние различных 
факторов на структуру полипептидов, полинуклеотидов и других биопо-
лимеров, на процессы взаимодействия и агломерации биополимеров, яв-
ляется необходимым для анализа состава лекарственных средств и жид-
ких сред организмов [1,2]. Исследование размеров, формы, внутренней 
неоднородности клеток позволяют получить информацию о качествен-
ном и количественном составе клеточных популяций, изучить процессы 
агрегатообразования, деформации, гибели клеток, роста клеточных 
культур [3−9]. Приоритетными методами для проведения гранулометри-
ческого анализа являются методы, основанные на явлении рассеяния 
света, с помощью которых возможно определение размеров частиц в 
диапазоне от 0,1 до 300 мкм. В настоящее время созданы приборы, ос-


