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Сведения о вкладе различных конкурирую�
щих каналов в релаксацию долгоживущих фо�
товозбуждений флуорофоров в биотканях важ�
ны для разработки методов ФДТ и оптической
диагностики (ОД) состояния тканей. Для ФДТ
наибольший интерес представляют процессы,
сопровождающиеся генерацией синглетного
кислорода ( )2

1
��∆ . Такой кислород образуется

при тушении триплетных состояний фотосенси�
билизаторов молекулярным кислородом [1]–[5].

Эффективность образования ( )2
1

�
�

∆  мож�
но оценить, исследуя кинетику затухания ЗФ
флуорофоров в среде. Если в качестве флуоро�
фора выбрать соединение с небольшим синглет�
триплетным расщеплением (например, органи�
ческий краситель), то вклад в эксперименталь�
но регистрируемую ЗФ дадут [6]:

– термоактивированная замедленная флу�
оресценция (ТЗФ), вызванная обратной интер�
комбинационной конверсией в молекулах;

– ЗФ, возникающая в результате анниги�
ляции двух триплет�возбужденных молекул
флуорофора (триплет�триплетная аннигиля�
ция, ТТА);

– ЗФ, возникающая в результате анниги�
ляции триплет�возбужденных молекул флуоро�
фора с синглетным кислородом (синглет�трип�
летная аннигиляция, СТА).

Другой тип длительной люминесценции
молекул – фосфоресценция (ФФ). Это свече�
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ние обусловлено радиационной релаксацией
при переходах между состояниями различной
мультиплетности – для триплетных состояний
люминофора это переход в основное синглет�
ное состояние, для ( )2

1
�

�
∆  � переход в основное

триплетное состояние.
Кинетику ЗФ можно описать следующей

системой уравнений:

( )tnAI T1PP = ,                                 (1)

( ) ( ) ( )tntnBtnBtnBI T ∆++= 3
2
T2T1DF )( ,    (2)

( )tnCI ∆∆ = 1                                    (3)

где IDF – интенсивность ЗФ красителя, IPP – ин�
тенсивность ФФ красителя, −∆I интенсивность
ФФ синглетного кислорода, A1, B1..B3, C1 – незави�
сящие от времени коэффициенты, nT(t) – концент�
рация триплетных состояний молекул красите�
ля, )(tn∆  – концентрация синглетного кислорода.

Если в качестве экзогенного флуорофора
использовать анионный краситель эритрозин,
то вклад ТТА в общий сигнал ЗФ крайне мал и
практически незаметен на фоне ТЗФ и СТА [6].
По�видимому, локализация молекул красителя
на органеллах сильно ограничивает их подвиж�
ность и ТТА существенна только на очень ко�
ротких отрезках времени на начальной стадии
процесса.
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В неживых однородных средах эти процес�
сы довольно подробно изучены как эксперимен�
тально, так и теоретически [1–5]. Результаты
этих исследований можно применять для раз�
вития ОД и ФДТ, однако неоднородность био�
логических структур и нелинейность оптичес�
ких свойств флуорофоров в них существенно
ограничивают возможности применения про�
стых моделей. Определение механизмов релак�
сации триплетных состояний эндогенных или
экзогенных флуорофоров in vivo осложняется
широким спектром возможных локализаций
флуорофоров и тушителей их возбуждений,
включая кислород.

Важнейшая проблема ФДТ � подбор опти�
мальной дозы облучения, т.к. здоровые ткани
также подвержены фотодинамическому дей�
ствию, и поэтому эффективная доза во время
сеанса ФДТ должна быть контролируемо ог�
раничена. Решению этой проблемы посвящено
немало работ [7]–[10]. Главной задачей являет�
ся определение выхода главного фотодинами�
ческого агента – синглетного кислорода.

Прямой метод детектирования ( )2
1

��∆  осно�
ван на регистрации его фосфоресценции [11]–
[14], интенсивность которой пропорциональ�
на ����∆  (3). К сожалению, этот метод имеет ог�
раниченные возможности из�за низкого кван�
тового выхода ФФ синглетного кислорода и
малой эффективности фотоприемников в ближ�
нем ИК�диапазоне.

Среди косвенных методов дозиметрии вы�
деляют использование особых молекулярных
зондов�индикаторов [15]–[18], фотофизические
свойства которых меняются в ходе химических
реакций с синглетным кислородом, однако та�
кие индикаторы выводят часть синглетного
кислорода из целевого процесса ФДТ. Кроме
того, часто локализация таких зондов в клетке
не совпадает с локализацией сенсибилизатора.

Косвенно оценить количество произведен�
ного синглетного кислорода можно вычисли�
тельным путем [19]–[22], имея в распоряжении
табулированные кривые замедленной флуорес�
ценции и фосфоресценции красителя, которые
можно наблюдать во время сеанса ФДТ при
импульсном лазерном возбуждении. В этой ме�
тодике не требуется регистрировать слабое ИК
свечение синглетного кислорода или использо�
вать дополнительные реагенты с отдельным

измерением их характеристик. Однако для рас�
четов требуется значительное время и поэтому
использовать такую методику непосредствен�
но во время лечения затруднительно.

В связи с этим поиск новых эффективных
методик дозиметрии в ФДТ остается актуаль�
ным.

Привлекательностью метода дозиметрии,
основанного только на анализе длительной
люминесценции сенсибилизатора, инициирова�
но продолжение серии экспериментов, начатых
в работах [6], [23]–[25] по регистрации длитель�
ной люминесценции эритрозина в нормальных
и cancer�тканях мышей. Обнаружено явление,
на основе которого может быть построена real�
time методика дозиметрии в ФДТ, в которой доза
израсходованного в химических реакциях кис�
лорода оценивается по характеристикам люми�
несценции фотосенсибилизатора.

Материалы и методы
Исследовались ткани лабораторных мы�

шей линии BYRB, у самок которых на опреде�
ленной стадии возникают спонтанные однотип�
ные злокачественные опухоли молочных желез.
Исследования проводились in vitro, образцы
получали хирургическим путем из тканей мо�
лочных желез, печени и легких больных и здо�
ровых животных. Окрашивание тканей прово�
дилось на стеклах с использованием водного
раствора фотосенсибилизатора с концентраци�
ей ~10�3 М. Образцы помещались в специаль�
ную герметизированную камеру, в которой
можно регулировать температуру и содержа�
ние кислорода в воздухе.

В качестве фотосенсибилизатора исполь�
зовался эритрозин – витальный ксантеновый
краситель, который широко используется в ги�
стологии и рассматривается в качестве фото�
сенсибилизатора для ФДТ опухолей полости
рта. Особенностями такого красителя являют�
ся хорошая растворимость в воде, способность
проникать через цитоплазматические мембра�
ны внутрь клеток, накапливание в ткани за счет
связывания с белками, высокий квантовый вы�
ход в триплетное состояние [26]–[27].

Для возбуждения длительной люминесцен�
ции использовалась вторая гармоника (532 нм)
импульсного твердотельного лазера LQ�129 на
YAG:Nd3+. В качестве фотоприемника исполь�

Фундаментальная наука Оренбуржья
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зовался фотоумножитель ФЭУ�84�3, имеющий
специальный электрод для управления чувстви�
тельностью.

Результаты и обсуждение
На рисунке 1 показаны нормированные

кинетические кривые ЗФ (кривая ЗФ, λ = 570

нм) и ФФ (кривая ФФ, λ = 680 нм) окрашен�
ной эритрозином ткани молочной железы
мыши.

На участке t > 100 мкс кривые имеют моно�
экспоненциальный характер. Подобное поведе�
ние характерно для ситуации, когда триплет�
ные возбуждения релаксируют независимо друг
от друга. В рассматриваемой ситуации харак�
тер кривых можно интерпретировать как есте�
ственный распад триплетных состояний в при�
сутствии тушителей. При этом в выражении (2)
остается только первое слагаемое, и интенсив�
ность ЗФ становится пропорциональной ин�
тенсивности ФФ, что и определяет одинаковый
наклон кривых на рисунке 1. Заметим, что со�
ответствующее этому наклону время жизни со�
ставляет ~350 мкс, что неожиданно много для
среды, открытой на атмосферу и на 80 % состо�
ящей из воды, в которой послесвечение эритро�
зина без деаэрации наблюдать обычно не уда�
ется. На начальном участке t < 100 мкс кинети�
ка ЗФ и ФФ различна, т.е. возникновение ЗФ
на этом участке не может быть объяснено толь�
ко термоактивированной обратной интеркон�
версией из триплетных состояний.

Характер затухания длительной люминес�
ценции на начальной стадии процесса в основ�
ном обусловлен реакциями СТА. Прямым дока�
зательством участия кислорода в указанных про�
цессах являются данные, приведенные на рисун�
ке 2, где показаны кривые ЗФ эритрозина в тка�
нях (λ = 570 нм) при разных временах инкуба�
ции образца в проточном газообразном азоте. С
увеличением времени инкубации концентрация
кислорода в клетках постепенно уменьшается.

Из рисунка видно, что на начальном участ�
ке кинетики (примерно до 20 мкс) интенсив�
ность ЗФ падает по мере уменьшения насыще�
ния тканей кислородом. В условиях наших экс�
периментов после 180 с инкубации интенсив�
ность ЗФ составляет всего 10% от исходной ве�
личины. После замены азота атмосферным воз�
духом форма кривой и интенсивность ЗФ прак�
тически полностью восстанавливаются.

Это свидетельствует об определяющей
роли кислорода в процессе формирования сиг�
нала ЗФ на начальном участке (до 10–20 мкс)
(третье слагаемое в (2)). Другой вывод состоит
в том, что биологические ткани наших образ�
цов являются в определенной степени кислоро�
допроницаемыми. Однако для их заметного на�
сыщения (обеднения) кислородом требуется
время порядка несколько секунд, что много
больше, чем наблюдаемая длительность ЗФ
флуорофоров (десятки микросекунд).

Известно, что синглетный кислород в ходе
ФДТ расходуется на химическое окисление тка�

Рисунок 1. Кинетические кривые длительной
люминесценции окрашенных образцов молочной

железы мыши
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Рисунок 2. Зависимость вида кинетических кривых
затухания флуоресценции эритрозина в тканях

молочной железы от продолжительности инкубации
образца в азоте.

Флуоресцентная дозиметрия в фотодинамической терапииЛетута С.Н. и др.
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невых компонентов [28]–[31]. В результате ко�
личество свободного диффузионно�подвижно�
го кислорода, необходимого для реакции СТА,
уменьшается.

Поэтому можно ожидать снижения интен�
сивности ЗФ, если убыль подвижного кислоро�
да в ходе химических реакций окисления в про�
цессе ФДТ не будет компенсирована за счёт
диффузии из близлежащих областей.

На рисунке 3 показаны кинетические кривые
ЗФ эритрозина в опухоли молочной железы
мыши, полученные в серии ограниченного числа
возбуждающих лазерных импульсов, следующих
через равные временные промежутки в 200 мс.

Каждая последующая кривая ЗФ по амп�
литуде меньше предыдущей – четвертая по амп�
литуде составляет лишь 60 % от первой. При по�
вторном (после паузы в несколько секунд) облу�
чении окрашенной ткани той же серией импуль�
сов все кривые ЗФ воспроизводятся. Это свиде�
тельствует о том, что фотохимическое «выгора�
ние» красителя не играет существенной роли в
наблюдаемом тушении ЗФ, и концентрация
люминофора в течение нескольких актов облу�
чения остаётся практически неизменной.

Эффект тем заметнее, чем больше энергия
возбуждающих импульсов и чем меньше пери�
од их следования. Если временной промежуток
между импульсами в серии превышает 10 секунд,
то «проседание» ЗФ исчезает. В атмосфере азо�
та интенсивность кинетических кривых не ме�
няется от импульса к импульсу и описанное яв�
ление СТЗФ не наблюдается.

Поскольку интенсивность ЗФ в образце на
коротких временах определяется в основном
эффективностью СТА, то причиной СТЗФ мо�
жет быть нарастающий с каждым импульсом
дефицит концентрации молекулярного кисло�
рода в тканях по аналогии с эффектом, изобра�
женным на рисунке 2. Поэтому можно утверж�
дать, что СТЗФ обусловлено:

– быстрым расходом синглетного кислоро�
да (в т. ч. на окисление внутриклеточных эле�
ментов) в течение 10�15 мкс после каждого им�
пульса возбуждения;

–  сравнительно медленным восстановле�
нием исходной концентрации кислорода в не�
посредственной близости от триплет�возбуж�
денных молекул красителя в течение паузы меж�
ду импульсами.

Таким образом, последовательное измене�
ние амплитуды и формы сигнала ЗФ после
каждого импульса можно сопоставить затратам
кислорода на окисление окружения. Иначе го�
воря, СТЗФ может служить индикатором эф�
фективности фотодинамического действия,
причем оценка эффективности возможна в про�
цессе самого лечения.

В подавляющем большинстве эксперимен�
тов описанный эффект СТЗФ регистрировал�
ся в пораженных тканях. В тканях с отсутстви�
ем видимой патологии при таком же характере
возбуждения в 90% случаев изменений в харак�
тере серии кривых ЗФ не наблюдалось, что мо�
жет позволить обнаруживать опухоли на самой
ранней стадии их зарождения.

Эффективность фотодинамического дей�
ствия, вызванного коротким одиночным лазер�
ным импульсом можно оценить как

( )∫
∆

∆=∆
t

dttnQE ,                             (4)

где E � масса окисленного содержимого, Q � раз�
мерный коэффициент, n?(t) –концентрация
синглетного кислорода, t∆ – время присутствия
синглетного кислорода в клетке. Здесь предпо�
лагается, что концентрация мишеней для окис�
ления остается неизменной.

Если обозначить через E* массу содержи�
мого, окисленного следующим импульсом, то

∆E = E – E*                              (5)

Рисунок 3. Кинетика затухания ЗФ эритрозина в
ткани опухоли молочной железы мыши. Кривые

получены в серии импульсов возбуждения с
периодом Т = 0.2 с.
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дает изменение эффективности фотодинамичес�
кого действия во время импульсной лазерной
последовательности, применяемой при лече�
нии. Учитывая, что в клетках имеются места
локализации, различающиеся по доступности
молекулярного кислорода к фотосенсибилиза�
тору, можно показать, что

( ) ( )[ ] ( ) ( )
( ) dt
tn
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где nT_L � концентрация триплетных возбужде�
ний, локализованных в малодоступных для кис�
лорода областях. Звездочкой помечены концен�
трация синглетного кислорода и интенсивность
ЗФ, соответствующие второму импульсу воз�
буждения.

Это выражение не дает непосредственного
значения эффективности процесса ФДТ, одна�
ко из него видно, что наблюдая за разницей

)()( *
DFDF tItI − , можно судить о влиянии пара�

метров облучения (энергия и частота импуль�
сов) на эффективность лечения.

Таким образом, использование явления
СТЗФ в фотодинамической терапии может ока�

заться продуктивным. Поскольку измере�
ние )()( *

DFDF tItI −  не представляет технических
трудностей, предлагаемая методика дает воз�
можность оценки эффективности лечения пря�
мо во время сеанса.

Заключение
Незначительный вклад триплет�триплет�

ной аннигиляции в ЗФ флуорофоров в биотка�
нях дает основания считать большую часть кра�
сителя связанным органеллами клеток и лишен�
ным подвижности. Среди процессов, определя�
ющих кинетику ЗФ Эр в биотканях, заметны�
ми остаются только термоактивированная об�
ратная интерконверсия в синглетное состояние
и синглет�триплетная аннигиляция с участием
синглетного кислорода.

По�видимому, в окрашенных тканях имеют�
ся по меньшей мере два типа локализаций мо�
лекул эритрозина, чем и обусловлен их различ�
ный вклад в длительную люминесценцию. Ус�
ловия локализации определяют разницу в ско�
рости безызлучательной дезактивации трип�
летных состояний и доступности молекулярно�
го кислорода к красителю.

09.10.2015

Флуоресцентная дозиметрия в фотодинамической терапииЛетута С.Н. и др.



180 ВЕСТНИК Оренбургского государственного университета 2015 № 13 (188)

16. Gollmer A., Arnbjerg J., Blaikie F. H., Pedersen B. W., Breitenbach T., Daasbjerg K., Glasius M., Ogilby P. R. Singlet Oxygen Sensor
Green: photochemical behavior in solution and in a mammalian cell // Photochem. Photobiol. � 2011. � V. 87. � P. 671–679.

17. Flors C., Fryer M. J., Waring J., Reeder B., Bechtold U., Mullineaux P. M., Nonell S., Wilson M. T., Baker N. R. Imaging the
production of singlet oxygen in vivo using a new fluorescent sensor // J. Exp. Bot. � 2006. � V. 57. � P. 1725–1734.

18. Shen Y., Lin H., Huang Z., Chen D., Li B., Xie S. Indirect imaging of singlet oxygen generation from a single cell // Laser Phys.
Lett. � 2011. � V. 8. � P. 232–238.

19. Piffaretti F., Novello A.M., Kumar R.S., Forte E. Paulou C., Nowak�Sliwinska P., van den Bergh H., Wagnieres G. Real�time, in
vivo measurement of tissular pO2 through the delayed fluorescence of endogenous protoporphyrin IX during photodynamic
therapy // Journal of Biomedical Optics. � 2012. � V. 17 (11). � P. 115007.

20. Kor?nek M., Dedic R., Molnar A., Hala J. The Influence of Human Serum Albumin on The Photogeneration of Singlet Oxygen
by meso�Tetra(4�Sulfonatophenyl)Porphyrin. An Infrared Phosphorescence Study // Journal of Fluorescence. � 2006. � V. 16. �
P. 355–359.

21. Scholz M., Dedic R., Breitenbach T., Hala J. Singlet oxygen�sensitized delayed fluorescence of common water�soluble
photosensitizers // Photochem. Photobiol. Sci. � 2013. � V. 12. � P. 1873–1884.

22. Sterenborg H. J. C. M., de Wolf J.W., Koning M., Kruijt B., van den Heuvel A., Robinson D. J. Phosphorescence�Fluorescence ratio
imaging for monitoring the oxygen status during photodynamic therapy // Optics Exrpess. � 2004. � V. 9 (12). � P. 1873–1878.

23. Летута С.Н., Кувандыкова А.Ф., Пашкевич С.Н., Салецкий А.М. Лазерное инициирование замедленной флуоресценции
экзогенных флуорофоров в биологических тканях // Вестник ОГУ. � 2012. � Т. 12 (148). � С. 117–121.

24. Летута С.Н., Маряхина В.С., Пашкевич С.Н., Рахматуллин Р.Р. Кинетика длительной люминесценции молекулярных
зондов в клетках биологических тканей // Вестник ОГУ. � 2011. � Т. 1 (120). � С. 182–186.

25. Летута С.Н., Маряхина В.С., Пашкевич С.Н., Рахматуллин Р.Р. Длительная люминесценция органических красителей в
клетках биологических тканей //  Оптика и спектроскопия. � 2011. � Т. 110. � С. 72�75.

26. Redmond R.W., Gamlin J.N. A Compilation of Singlet Oxygen Yields from Biologically Relevant Molecules // Photochem. and
Photobiol. � 1999. � V. 70(4). � P. 391�475.

27. Veuthey T., Herrera G., Dodero V.I. Dyes and Stains: from molecular structure to histological application // Frontiers in
Bioscience. � 2014. � V. 19. � P. 91–112.

28. Узденский А.Б. Клеточно�молекулярные механизмы фотодинамической терапии / СПб.: Наука. � 2010. � C. 20.
29. Baker A., Kanofsky Jr. Quenching of singlet oxygen by biomolecules from L1210 leukemia cells // Photochem Photobiol. �

1992. � V. 55. � P. 523�528.
30. Baraton M.I. Sensors for Environment, Health and Security / Springer Science + Business Media B.V. � 2009. � P. 295�309.
31. Buettner G.R. Molecular targets of photosenditization // Free radical and Radiation Biology & ESR Facility, MEd labs B180,

14/04/11. Режим доступа: http://www.photobiology.info/Buettner.html

Сведения об авторах:

Летута Сергей николаевич, проректор по научной работе Оренбургского государственного
университета, доктор физико�математических наук, профессор, e�mail: letuta@com.osu.ru

Ишемгулов Азамат Толгатович, аспирант Оренбургского государственного университета,
e�mail:darium@bk.ru

Пашкевич Сергей Николаевич, директор ЦКП ИМНТ Оренбургского государственного
университета, кандидат физико�математических наук, доцент, e�mail: ppsnya@yandex.ru.

Лантух Юрий Дмитриевич, доцент кафедры биофизики и физики конденсированного состояния
Оренбургского государственного университета, кандидат физико�математических наук, доцент,

e�mail:lantukh@yandex.ru.

Алиджанов Эскендер Куртаметович, доцент кафедры биофизики и физики конденсированного
состояния Оренбургского государственного университета, кандидат физико�математических наук,

старший научный сотрудник, e�mail:ekaalid@yandex.ru.

Сокабаева Сания Серекбаевна  инженер кафедры биофизики и физики конденсированного
состояния Оренбургского государственного университета, e�mail: sania.sokabaeva@gmail.com

460018, г. Оренбург, пр�т Победы, 13, ауд. 2131, e�mail: ppsnya@yandex.ru

Фундаментальная наука Оренбуржья




