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I. ВВЕДЕНИЕ
Комплексные соединения лантанидов используются с 80х годов 
прошлого века как высокочувствительные флуоресцирующие метки 
для биоаналитических исследований. Основные области применения 
ланта нидного флуоресцентного анализа с временным разрешением 
(ФАВР) это гетерогенный и гомогенный анализы, включающие 
имму но анализ, ДНКанализ и другие виды биоаналитических иссле
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до ваний. Отличительным свойством лантанидов является микросе
кундная флуоресценция. Временная задержка при регистрации 
флуорес ценции лантанидов позволяет исключить влияние фоновой 
биоло гической флуоресценции, которая, как известно, находится в 
нано секундном диапазоне. Следствием этого является существенное 
увеличение соотношения сигнал/фон и повышение чувствительности 
ана лиза. Это особенно важно при переходе к прижизненному изуче
нию биологических объектов, когда необходимым условием является 
сохра нение естественного функционирования клетки или организма, 
и пред ва рительная обработка при этом должна быть сведена к 
минимуму. 
 Другим фактором, служащим активному использованию ланта
ни дов в качестве флуоресцентных меток, является возможность 
конструирования на их основе многообразных FRETсенсоров, в 
основе действия которых лежит индуктивнорезонансный перенос 
энер гии. В данных FRETпарах в качестве донора выступают ланта
нидные комплексы, а в качестве акцепторов – органические флуоро
форы, фикобилины, комплексы металлов. Недавно в качестве акцеп
то ров стали использовать квантовые точки и флуоресцентные белки. 
Внедрение геномных технологий позволило перейти от получения 
син те тических хелатов к получению генетически кодируемых ланта
нид связывающих пептидов. 
 На сегодняшний день наряду с традиционным использованием 
ланта нидов в различных аналитических исследованиях, они нахо дят 
широкое применение в клеточной биологии. Использование гене ти
чески кодируемых сенсоров в аналитических реакциях in vitro дает 
воз можность получать высокостандартизованные биохимические 
реагенты со строго определенными точками присоединения доно
ров и акцепторов к белкам и антигенам. FRETбиосенсоры на основе 
ланта нидсвязывающих генетически кодируемых пептидов могут 
оказаться перспективными репортерными метками для визуали за ции 
внутриклеточной ферментативной активности, белковых взаимо

криптатов (time–resolved amplified cryptate emission), GFP – зеленый флуорес
центный белок, FLIM – визуализация времени жизни флуоресценции (fluores
cence life–time imaging), HTS – высокоэффективный скрининг (high throughput 
screening); Ф(И)АВР – флуоресцентный (иммуно)анализ с времен ным 
разрешением, ПАПК – полиаминополикарбоновые кислоты, ЭДТА – этилен ди
амин тетрауксусная кислота, ДТПА – диэтилентриаминпентауксусная кислота, 
ДOTA – 1,4,7,10тетраазациклододеканN, N', N'', N'''-тетрауксусная кислота, 
BCPDA – 4,7бис(хлорсульфофенил)1,10фенантролин2,9дикарбоновая 
кислота.
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действий, изменения конформации белков в клетке и других про цес
сов. Для реализации данного направления требуется решение задач 
по получению сенсоров и совершенствованию инструментальных 
под ходов регистрации миллисекундной флуоресценции.

II. КОМПЛЕКСНЫЕ СОЕДИНЕНИЯ ЛАНТАНИДОВ 
В РЕШЕНИИ ПРОБЛЕМЫ ФОНОВОЙ 

БИОЛОГИЧЕСКОЙ ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ
Спектры биологической автофлуоресценции охватывают большую 
часть видимого диапазона, перекрываясь со спектрами флуоресценции 
многих флуорофоров. Присутствие фоновой флуоресценции приводит 
к низкому соотношению сигнал/фон, снижает чувствительность 
детекции сигнала. Так, клеточные структуры, помеченные зеленым 
флуо ресцентным белком GFP, при наблюдении во флуоресцентном 
микро скопе теряют четкость и контраст изза высокой фоновой 
флуоресценции [1]. Источниками фонового сигнала являются биоло
ги ческая автофлуоресценция [2] и светорассеяние [3, 4]. 
 Помимо автофлуоресценции биологических молекул, фоновую 
флуо ресценцию могут усиливать соединения, используемые для пред
об работки тканей, например формальдегид. Флуоресценция формаль
дегида, вызываемая формированием ароматических колец в результате 
реакции конденсации с аминами [5], имеет максимумы возбуждения 
в области 355–435 нм и испускания в области 420–470 нм, вследствие 
чего коллаген, эритроциты и внутриклеточные структуры нейрона 
становятся особенно яркими [6]. Источники биологической авто
флуо ресценции в эксперименте подробно проанализированы в обзоре 
[1]. Обобщая, можно сказать, что основным источником фоновой 
биоло гической флуоресценции в организме являются следующие 
соединения:
 – флавины (ФАД) (возбуждение в области 380–490 нм, флуорес
цен ция в области 520–560 нм);
 – пиридины (НАД(Ф)Н) (возбуждение в области 360–395 нм, 
флуоресценция в области 440–510 нм);
 – липофусцины (возбуждение в области 345–490 нм, флуоресцен
ция в области 430–680 нм);
 – продукты гликирования (возбуждение в области 320–365 нм, 
флуоресценция в области 385–440 нм);
 – коллаген и эластин (возбуждение в области 440–480 нм, флуо
рес енция в области 470–520 нм и выше);
 – протопорфирин IX (с максимумом возбуждения 442 нм и флуо
рес ценции 635 нм). 
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 Поскольку основной диапазон автофлуоресценции приходится на 
синезеленую часть спектра, особую трудность представляет интер
претация результатов при использовании флуоресцентных меток, 
эмиссия которых приходится на эту же область. Существуют раз лич
ные способы исключения фонового сигнала, которые можно условно 
отнести к физическим, химическим или молекулярнобиологическим.
 К физическим способам относится ряд методических и инстру
мен тальных подходов. При использовании определенного набора 
филь тров отсекается флуоресценция эндогенных флуорофоров [7]. 
Поляризация флуоресценции позволяет разделить сигналы неко то рых 
эндогенных флуорофоров от флуоресценции белков, которые часто 
используются в качестве маркеров. Методика базируется на том, 
что небольшие молекулы, обладающие малым временем вра ще ния, 
при облучении линейнополяризованным светом испускают деполя
ризованную флуоресценцию, а большие молекулы, например флуо
рес центные белки, время вращения молекулы которых больше, чем 
время жизни в возбужденном состоянии, испускают поляризованную 
флуоресценцию. Этот метод подходит для отсечения флуоресценции 
только небольших эндогенных флуорофоров, к которым не относятся 
флавины и пиридины, связанные с белками [1, 8]. Важным подспорьем 
является использование программ, вычитающих в полученных 
изобра жениях фоновый сигнал из сигнала флуоресценции экзогенных 
флуо ро форов [9]. Использование металллигандных комплексов [10, 
11] и хелатов лантанидов [12], обладающих микро и миллисекундным 
временем жизни, и метода спектроскопии с временным разрешением, 
позволяет устранить короткоживущий фоновый сигнал, время жизни 
кото рого обычно не превышает 10–15 нс [12, 13].
 Среди химических подходов к уменьшению фоновой флуоресцен
ции относятся: правильный подбор среды для культивирования 
кле ток, использование тушителей флуоресценции. Компоненты 
куль ту ральной среды часто содержат клеточные экстракты, вита
мины, НАД(Ф)Н. Замена питательной среды на более бедную по 
содер жанию пита тельных веществ, может приводить к 10крат ному 
сни жению авто флуоресценции [1]. Феноловый красный, содер
жа щийся в качестве рНиндикатора во многих средах для куль ти
ви ро вания клеток млеко питающих, также обладает собственной 
флуо рес ценцией; в этом случае для последующих измерений клетки 
промывают фосфатносолевым буфером [1]. Для подавления флуорес
ценции некоторых биологических молекул добавляют туши тели 
флуоресценции. Для флуоресцирующих в окисленном сос тоянии 
флавинов такими тушителями являются цианиды [14]. Гипоксия, 
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облучение светом в присутствии донора электронов ЭДТА также 
способствуют снижению уровня окисленных флавинов [15]. Добав
ление раствора сульфата меди в ацетатном буфере или суданового чер
ного в 70% этаноле элиминирует флуоресценцию липофусцина [16]. 
Туши тель Pontamine Sky Blue используют в иммунофлуоресцентной 
гистохимии для снижения общего фона флуоресценции [17]. Для 
тка ней, фиксированных формальдегидом, перед добавлением флуо
рес цирующих меток применяют фотообесцвечивание [18].
 При работе с генетически кодируемыми сенсорами используют 
моле кулярнобиологические подходы снижения фонового сигнала 
флуо ресценции. Введение сильного промотора повышает экспрессию 
флуоресцентных белков, что, в свою очередь, приводит к увеличению 
соотношения сигнал/фон. Поиск сильного промотора особенно важен 
для обеспечения достаточно высокого и гомогенного уровня экспрес
сии гена флуоресцентного белка при создании трансгенных орга низ
мов [19, 20]. Для минимизации автофлуоресценции и увеличения 
глубины проникновения света разрабатываются новые красные и 
даль некрасные флуоресцентные белки. На данный момент получено 
несколько флуоресцентных белков (Katushka, eqFP650), имеющих 
макси мумы флуоресценции более 610 нм [21–23].
 Таким образом, использование комплексов лантанидов, облад
аю щих временем жизни порядка микро и миллисекунд, и спектро
ско пии с временным разрешением является одним из подходов к 
устра нению фонового сигнала, обусловленного рассеянным светом 
и авто флуоресценцией биомолекул. 

ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЕ СВОЙСТВА 
КОМПЛЕКСНЫХ СОЕДИНЕНИЙ ЛАНТАНИДОВ

В таблице Менделеева лантаниды располагаются в 3 группе VI периода 
(№№ 58–71). Лантаниды еще иначе называют «редкоземельными» 
металлами. Все лантаниды образуют координационные соединения 
с легко изменяемыми степенями окисления от +1 до +7, но наиболее 
характерны для них трехвалентные ионы. Благодаря заполнению 
электронами внутренней 4fоболочки от La (0) до Lu (14), лантаниды 
обла дают различной способностью к поглощению и излучению света 
[24]. У элементов этой группы происходит постепенное заполнение 4f 
орби тали, которая эффективно экранирована от внешних воздействий 
5s и 5p орбиталями. Флуоресценция лантанидов происходит благодаря 
d–fпереходам электронов. Такие переходы являются запрещенными 
по правилу Лапорта [12], вследствие чего лантаниды обладают низ
ким коэффициентом экстинкции и большим значением времени 



В.В.Жердева, А.П.Савицкий320

жизни (порядка микро и миллисекунд) [25]. Все практические 
прило жения лантанидов, включая биомедицинские и аналитические, 
осно ваны на их микросекундной флуоресценции, усиленной за счет 
пере носа энергии с триплетного уровня сенсибилизатора на излу ча
тель ный уровень лантанида. Среди лантанидов наибольший интерес 
представляют Tb3+ и Eu3+, благодаря их более интенсивной микро се
кунд ной флуоресценции [26, 27].
 Для комплексных соединений лантанидов характерны узкополос
ные спектры испускания, большой Стоксов сдвиг (150–300 нм) и 
время жизни в возбужденном состоянии порядка микро и милли
секунд [26, 28]. Значения ферстеровского радиуса при переносе 
энер гии от лантанидных хелатов составляют 50–70 Å [29]. Было 
пока зано, что для переноса энергии от Eu3+ к аллофикоцианину 
значе ние R0 составляет 90 Å [30], а от Tb3+ к Rфикоэритрину – 97.5 
Å [26]. Флуоресценция лантанидов неполяризованная, что снимает 
ориен тационную зависимость при переносе энергии от лантанида к 
дру гому флуорофору [31].
 Как уже упоминалось, сами лантаниды обладают очень низким по 
значению коэффициентом экстинкции (1 М–1 см–1), которое в 104–105 
меньше коэффициента экстинкции традиционно используемых орга
нических флуорофоров [26]. Поэтому для возбуждения флуорес
цен ции лантанидов требуется либо прямое возбуждение лазером, 
обла даю щего большой мощностью, либо перенос энергии от сенси
би лизатора. Впервые явление сенсибилизации флуоресценции ланта
нидов было описано в 1942 г. Вейсманом [32]. Он наблюдал харак
тер ную для лантанидов флуоресценцию при облучении солнечным 
светом их комплексов с βдикетонами и салициловыми альдегидами. 
Это явление получило название «антенный эффект» [33, 34].
 Механизм «антенного эффекта» был предложен Кросби и Ваном 
[35, 36]. 
 Возбуждение иона лантанида происходит за счет переноса 
энер гии от возбужденной части органической молекулы. Согласно 
сущест вующим представлениям, при поглощении кванта света 
моле кула органического соединения переходит на один из высших 
колеба тельных уровней в возбужденном синглетном состоянии S1

*. 
Колебательная энергия быстро (~10–12 с) диссипирует, молекула ока
зы вается на низшем колебательном уровне состояния S1

*. Далее воз
можны несколько путей, среди которых наиболее вероятны следую
щие: флуоресценция, безызлучательная дезактивация, тушение 
воз буж денного состояния при столкновении и интеркомбинационная 
конверсия в триплетное (фосфоресцентное) возбужденное состояние 
Т1

* (рис. 1). Если состояния S1
* и Т1

* сильно перемешаны, то последний 
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процесс может быть достаточно эффективным. Состояние Т1
* обладает 

большим временем жизни благодаря энергетическому и спи новому 
запрету перехода обратно, в состояние S1

*, и спиновому запрету 
перехода в основное (синглетное) состояние S0 . Далее, в том слу чае 
когда энергия триплетного состояния βдикетона равна или больше 
резонансного уровня иона лантаниды, может произойти безызлу ча
тель ный перенос энергии на ион лантанида с последующей его микро
секундной флуоресценцией. В том случае, когда энергия триплетного 
уровня сенсибилизатора равна энергии излучательного уровня 
лан танида, происходит обратный перенос энергии от лантанида на 
сенси билизатор. В результате чего снижается интенсивность флуо
рес ценции лантанида.
 Чаще всего сенсибилизация флуоресценции лантанидами проис
ходит путем переноса энергии c триплетного уровня сенсибилизатора 
на резонансный уровень лантанида. Однако сенсибилизация также 
может происходить и c синглетного уровня сенсибилизатора. Процесс 
не настолько эффективен изза короткого времени жизни возбуж ден

Рис. 1. Схема электронных уровней при переносе энергии от органической моле
кулы к ионам РЗЭ 
 Обозначения: ПК – поглощение кванта света, ИКК – интеркомбинационная 
кон версия, БД – безызлучательная дезактивация, СТ – столкновительное туше
ние, Фл – флуоресценция, S0 – синглетное основное состояние, S1* – синглет ное 
возбужденное состояние, Т1* – триплетное возбужденное состояние.
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ного состояния S1. Возбуждение через S1состояние было пока зано 
для Tb3+ [37] и Eu3+ [38].
 Перенос энергии от сенсибилизатора к иону лантанида может быть 
результатом двух различных механизмов взаимодействия молекул: 
механизма Фёрстера или механизма Декстера. При переносе энергии 
по механизму Декстера необходимо перекрывание электронных 
обо лочек взаимодействующих молекул [39]. При расчете переноса 
энер гии от сенсибилизатора к лантаниду используются различные 
модели. Так, для изучения расстояний между лигандом и лантанидом 
в белковых системах была применена модель переноса энергии по 
Фёрстеру [40]. Наличие механизма переноса энергии по Декстеру 
было показано для комплексов иттербия в модифицированных белках 
[41]. В другой работе [42] были получены донорноакцепторные пары 
между переходными металлами (Ru, Os) и лантанидами (Yb, Nd, Er), 
и показано, что перенос энергии происходил по механизму Декстера.
 Свечение лантанидов только условно можно назвать «микросе
кунд ной флуоресценцией». Это связано с тем, что основное состоя
ние лантанидов не является синглетным, а содержит несколько 
неспа ренных f электронов. При этом флуоресценция лантанидов 
возможна только с определенных электронных уровней, называемых 
резо нансными. Ион Tb3+ принимает энергию возбуждения сразу 
на резо нансный излучательный уровень 5D4. Ион Eu3+ наиболее 
вероятно принимает энергию возбуждения на два уровня 5D1 и 5D2, 
с последующей безызлучательной релаксацией до первого возбуж
ден ного состояния 5D0 с которого и происходит излучение [43].
 Ионы лантанидов характеризуются большими координацион ными 
числами (6–12). В отсутствие координационной насыщенности в 
комплексах с лигандами лантаниды присоединяют молекулы воды 
или других растворителей, число которых определяется дентант
ностью лиганда. Молекулы воды (в меньшей степени ОНсодер жа
щие органические растворители), входящие во внутреннюю коор ди
национную сферу комплекса, вследствие высокочастотных коле ба ний 
ОНгрупп являются сильными тушителями флуорес цен ции ланта
нидов («ОНосцилляторы»). Другие осцилляторы (N–H, C–H, C=O) 
также тушат флуоресценцию лантанидов, но менее эффек тивно [26].
 Комплексные соединения лантанидов обладают широким спект
ром возбуждения благодаря органическому или пептидному хелату 
и узкими полосами испускания самих лантанидов [26]. Так, для 
иона тербия характерны полосы флуоресценции с максимумами на 
490 нм, 545 нм, 585 нм, и 620 нм. Для иона европия наблюдается 
три полосы испускания флуоресценции с максимумами на 580 нм, 
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617 нм и 690 нм. Время жизни иона тербия составляет 100–1500 мкс, 
европия – 300–1500 мкс. Каждая полоса испускания флуоресценции 
обус ловлена излучательным переходом с возбужденного состояния 
на основное[26].
 Для регистрации микросекундной флуоресценции лантанидов 
исполь зуют методы спектроскопии с временным разрешением. 
Флуоресцентной спектроскопией с временным разрешением назы ва
ется регистрация спектров испускания через определенные времена 
задержки после возбуждения короткими импульсами света [44], что 
поз воляет эффективно подавить короткоживущее фоновое излучение 
и повысить чувствительность регистрации сигнала (рис. 2) [12]. 

III. БИОАНАЛИТИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ЛАНТАНИДОВ

 Теоретические предпосылки возможного использования лантани
дов в 70ых годах ХХ века уже через десять лет реализовались в пер
вую работающую систему – диссоциативный усиленный ланта нид
ный иммуноанализ (DELFIA); затем на основе синтетических лиган
дов были разработаны другие технологии лантанидного ана лиза. 
Лантанидный флуоресцентный анализ с временным разре ше нием 

Рис. 2. Принцип спектроскопии с временным разрешением.
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(ФАВР) нашел применение не только в иммуноанализе, но и в ряде 
других биоаналитических исследований, включающих анализ нуклеи
новых кислот, белокбелковые и лигандрецепторные взаимо дейст
вия, ДНК и РНК исследования в образцах на определенных носителях 
(в пробирках, на микропланшетах, на микрочипах, на дисках и т.д.). 
Все они построены по принципу взаимодействия анализируемого 
соеди нения с комплементарным меченым соединением («антиген–
анти тело», «лиганд–рецептор», «ДНК–ДНКзонд» и т. д). 

ДИССОЦИАТИВНОУСИЛЕННЫЙ ЛАНТАНИДНЫЙ 
ФЛУОРЕСЦЕНТНЫЙ ИММУНОАНАЛИЗ (DELFIA)

С момента появления ФАВР велись интенсивные поиски трифунк
цио наль ного хелатирующего агентасенсибилизатора флуоресцен ции 
ионов лантанидов. Не всегда удавалось объединить все три функции 
в одном соединении. Так, хелат на основе полиаминополикарбоновых 
кислот, используемый в методе DELFIA® (англ: DissociationEnhanced 
Lan tanide Fluoroimmunoassay), можно отнести к бифункциональным 
комплексонам, так как он хорошо удерживает лантанид и способен 
эффек тивно присоединяться к биологическим молекулам, но при 
этом не является сенсибилизатором флуоресценции. 
 Впервые метод DELFIA был предложен в 1979 г. Соини [45], где в 
качестве флуоресцентных меток были использованы Eu и Tb. С 1984 г. 
фирма «Wallac» (Финляндия) производит коммерческие наборы 
DELFIA® для клиниколабораторной диагностики, в основном для 
пре натального и неонатального скрининга [46].
 В методе DELFIA ионы лантанидов связываются с белком через 
производные полиаминополикарбоновых кислот (ПАПК), таких 
как ЭДТА, ДТПА, содержащих функциональные группы для кова
лент ного связывания, например, изотиоцианотофенил–ДТПА, цик
ли ческие диангидриды ДТПА и ЭДТА [47]. Производные ПАПК 
известны как эффективные хелатирующие агенты лантанидов. 
Кроме того, они обладают максимальными константами связывания 
с лан та нидами (1016–1022) [48]. Для регистрации флуоресценции 
исполь зуют усиливающую систему, в которой первоначально при 
кис лых рН (3÷3.3) разрушаются связи с ПАПК. Затем в избытке 
сен си билизатора флуоресценции βдикетона и в присутствии поверх
ностноактивных веществ и синергетических агентов, удаляю щих 
моле кулы воды из сольватной оболочки лантанида, форми руются 
флуо ресцирующие комплексы (βдикетонат(2нафтоил три фтор аце
тон)триоктилфосфиноксиды). Предел детекции европия в усили
ваю щем растворе составляет 2×10–15М [49].
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 Метод DELFIA позволяет определять в «сэндвич»варианте 
поли валентные антигены: гормоны [50–52], онкомаркеры [53–57], 
антитела к столбнячному токсину [58] и возбудителю краснухи 
[59], вирус ные антигены и бактериальные токсины [60, 61]. DELFIA 
приме няется в программах неонатального скрининга на врожденный 
гипо тиреоз [62], конгенитальную адренальную гиперплазию [63, 64], 
муковисцидоз (кистозный фиброз) [65] и пренатального скрининга 
на синдром Дауна и дефект развития нервной трубки плода [66, 67]. 
Пока зано использование этого метода для тестирования плазмы 
крови на наличие опасных инфекционных форм белков прионов при 
транс плантации тканевых материалов от человека к человеку [68]. 
 Благодаря узким линиям флуоресценции возможно одновремен
ное определение нескольких аналитов с использованием различ
ных редкоземельных меток Eu, Tb, Sm, Dy. Было показано, что в 
усили вающих растворах с одинаковым сенсибилизатором можно 
детектировать сигнал одновременно самария и европия с использо
ва нием нафтоилфтрифорацетона, а также любые комбинации из 
4х элементов: Sm, Eu, Tb, Dy [69]. Одновременное определение 
нес кольких аналитов позволяет использовать меньшее количество 
образца и сократить общее время проведения анализа. В качестве 
при меров можно привести скрининговые тесты на основе Sm и Eu на 
содержание психотропных препаратов в сыворотке [70], определение 
кил лерной функции эффекторных клеток на трех различных клеточных 
линиях с использованием Sm, Eu, Tb. Предложен метод ДНКгибри
ди зации с аллель специфичными ДНКзондами, меченными хелатами 
тербия, самария и европия для определения муковисцидоза [71] и 
вируса папилломы человека (7 типов в одном анализе) [72]. Также 
показано применение DELFIA для определения продуктов ПЦР 
вируса простого герпеса в цереброспинальной жидкости [73].

FIAGEN (CYBERFLUOR®) И АНАЛОГИЧНЫЕ 
НЕДИССОЦИАТИВНЫЕ СИСТЕМЫ

За два последних десятилетия было получено множество трифунк
цио наль ных меток, содержащих одновременно хелат, хромофор 
и активную группу для связывания с биомолекулами, так что для 
появ ления флуоресценции не требуется диссоциации комплекса. 
Сущест вует несколько подходов для синтеза трифункциональных 
меток. Первый подход заключается в том, что хромофор включается в 
структуру хелата. К данной группе можно отнести производные пири
дина и их структурные аналоги, такие как, Nоксиды [74], криптаты 
[75], карбостирены [76], или βдикетоновые производные [77–79], 
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свя занные поликарбоновыми кислотами, которые обеспечивают 
проч ную ковалентную связь. Все вышеперечисленные метки связаны 
через полидентантные связи с ионами лантанидов. Другой подход – 
мечение белка хромофором и работа с избытком Eu, как, напри мер, 
в случае производных фенантролина (BCPDA и др.) [80, 81], бипи
ри дина, терпиридина [82, 83]. Некоторые лантанидные комп лексы 
приведены на рис. 3.
 На основе существующих меток выросли целые технологии, в 
настоя щее время широко применяемые, в том числе и в медицинской 
практике. Кроме вышеупомянутой DELFIA®, активно применяются 
сле дующие технологии: FIAgen, основанная на бифункциональном 
4,7бис(хлорсульфодифенил)1,10фенантролин2,9дикарбоксиль
ной кислоте (BCPDA) и Eu3+ и FIAgen (CyberFluor®), основанная на 
BCPDA и авидинбиотиновой системе («CyberFluor», Канада) [80], 
фермен тативно усиленная лантанидная люминесценция EALL, осно
ван ная на Tb3+ЭДТА5фторсалицилате [84]. На основе времяраз ре
шен ного флуоресцентного переноса энергии TR-FRET разработаны 
техно логия усиленной криптатной люминесценции TRACE®, 
осно ван ная на Eu3+трис(бипиридин)криптате [75] и LANCE® 
(«Wallac», Фин ляндия), основанная на 2,2′:6′,2″терпиридиновых 
произ водных [83].
 Измерение концентрации меченого соединения по концентрации 
метки в технологии DELFIA является традиционным способом флуо
ресцентного иммуноанализа. Существует также способ регистрации 
по концентрации сенсибилизатора флуоресценции лантанида. Успеш
ность данного метода зависит от подбора подходящего хелата, кото
рый формирует стабильный комплекс и действует как эффек тивный 
сенсибилизатор, т.е. в состав комплекса «белок–метка» должен вхо
дить и хелат, и сенсибилизатор флуоресценции, а на стадии измерения 
флуо ресценции используется избыток лантанидов. Этот метод полу
чил название FIAgen (Cyberfluor®, «CyberFluor Inc», Канада). Методы 
типа FIAgen не требуют применения усиливающего раст вора, у них 
отсутствует проблема контаминации лантанидами, свойст венная 
DELFIA, т.к. система работает в избытке лантанидов [87]. 
 Одним из наиболее удачных комплексонов для методов FIAgen 
является 4,7бис(хлорсульфофенил)1,10фенантролин2,9ди кар
боновая кислота (BCPDA) [86, 80]. Фенантролин является сенси
билизатором флуоресценции европия. Избыток лантанидов необ
хо дим по причине низкой константы связывания BCPDA. В целом 
сис тема Cyberfluor менее чувствительна, чем DELFIA: в присутствии 
избытка Eu в системе с меченым стрептавидином предел детекции 
комп лексона BCPDA составляет 10–11 М [88].
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Рис. 3. Наиболее часто используемые органические хелаты лантанидов:
 a – полиаминокарбоксилаткарбостирил [26], 
 б – криптат («CIS–Bio Packard», США), 
 в – β–дикетонат, 
 г – тетрапиридин [85], 
 д–4,7–бис(хлорсульфофенил)–1,10–фенантролин–2,9–дикарбоновая кислота 
(BCPDA) [86].
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 На основе стрептавидина, меченного BCPDA, была разработана 
уни версальная система детекции [80]. Эта система была использована 
в некон курентных методах анализа альфафетопротеина [89], хорио го
надо тропина [90], определении кортизола в сыворотке в конку рент ной 
схеме анализе [91], во многопараметрическом «сэндвич»имму но ана
лизе для определения нескольких гормонов одновременно [92]. 
 В оптимальном случае к антителу или стрептавидину можно 
при соединить 14 молекул BCPDA. Для усиления чувствительности 
данной системы меченый стрептавидин «сажали» на крупные моле
кулы [88], такие как тиреоглобулин, поливиниламин. В первом случае 
предел детекции составил 10–13 М, а в системе с поливиниламином 
было определено до 3×10–18 молей простатического специфического 
анти гена на лунку [69, 89]. Эта же метка была использована в имму
но гис тохимическом определении данного антигена на парафи ни зи
ро ванных срезах [93]. 
 Другое направление в развитии FIAgen развивалось в поиске новых 
более чувствительных меток с более высокой константой связывания 
лантанидов. Синтезированные комплексы: 1(pбензиндиазолин)
ЭДТА [94], производные пиридинов, бипиридинов, терпиридинов 
[82, 83] – обладали слабыми люминесцентными свойствами. Были 
предложены комплексоны следующего состава: 5аминосалициловая 
кислотаДТПА–Tb3+, комплекс апотрансферрин–Tb3+ [95]. 
 Для недиссициативного ФИАВР нами был предложен новый 
комп лексон, содержащий высокоэффективную хелатирующую 
часть – ДТПА и эффективный сенсибилизатор флуоресценции европия  – 
4ами нобензоилтрифторацетон гидрохлорид (АБТФА) [79]. Метка 
АБТФАДТПА–Eu 3+ была апробирована в твердофазном конку рент
ном недиссоциативном анализе для определения тироксина. Предел 
детек ции тироксина составил 7 нМ, что соответствовало пределу 
детек ции тироксина с этими же антителами в аналогичной схеме 
DELFIA [96]. Примерно такая же чувствительность недиссоциатив
ных меток (от 10–7 М до 10–9 M) была продемонстрирована в работах 
дру гих авторов[83, 95].
 Больших успехов удалось достичь, работая с замещенными оли
го пиридинами и фенантролинами. Был синтезирован терпириди но
вый хелат, координационное число которого составило 9, а предел 
детек ции в конъюгате с моноклональными антителами 10–16 М [85].
 В ДНК анализе используют как прямое мечение, так и непря мое, 
осно ванное на авидинбиотиновой системе [97], что продемонстри ро
вано на микрочипах для определения «mismatch»мутаций (ошибоч
ного спаривания оснований) [98] и для мультипликативных дотблота 
и Southernблота [99].
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ФЕРМЕНТАТИВНОУСИЛЕННЫЙ ЛАНТАНИДНЫЙ ИММУНОАНАЛИЗ 
(EALL)

Ферментативноусиленный лантанидный иммуноанализ (EALL) – 
это попытка объединить возможности времяразрешенной детекции 
лан та нидной метки с усилением, которое обеспечивает использо ва ние 
ферментативной метки. Источником флуоресценции служит флуоро
ген ный субстрат, который под действием фермента превра щается в 
люми несцирующий хелат тербия или европия [84]. 
 Такими субстратами могут быть нефлуоресцирующие аромати
ческие соединения, содержащие группы, которые удаляются фермен
та тивным гидролизом (фосфаты, сульфаты, ацильные группы, гли
ко зиды). Примером такой системы является превращение субстрата 
салицилфосфата под действием щелочной фосфатазы в люми
нес ци рующий хелат тербия [84, 100]. Этим способом определяли 
содер жание интерлейкина6 в сыворотке крови. Чувствительность 
соста вила 0.5 нг/л, что превысило предел детекции интерлейкина в 
дру гих методах [101]. 
 C некоторой модификацией EALL был использован для опреде ле
ния альфафетопротеина [102]. Под действием щелочной фосфотазы 
фос форный эфир 5фторсалициловой кислоты превращался в 
5фтор салициловую кислоту и формировал в растворе, содержащем 
Tb3+–ЭДТА, сильно флуоресцирующий комплекс Tb3+–ЭДТА5фтор
са лициловая кислота. Чувствительность данного анализа составила 
1.5×105 молекул в 100 мкл анализируемого образца.
 В роли субстратов EALL могут выступать соединения с «замас
ки рованными» хелатирующими лигандами (эфиры, амиды, альде
гиды и цианогруппы). В качестве «замаскированных» лигандов 
могут выступать карбоксильные группы. Маскирующие группы 
уда ляются в результате ферментативного гидролиза в присутствии 
воды или окисления с помощью оксидоредуктазы в присутствии 
окис ляющего агента, освобождая при этом хелатирующий лиганд – 
кар боксилатанион. Примером такой системы является превращение 
сали цилового альдегида в салициловую кислоту под действием ксан
тин оксидазы в присутствии кислорода и воды [100].
 Еще одной ферментативной системой для EALL является дву
ста дий ная система определения глюкозоксидазы: под действием 
ультра фио летового облучения и с участием перекиси водорода 
1,10фе нантро линдигидразид дикарбоновой кислоты превращается в 
1,10фенантро линдикарбоновую кислоту, формирующую люминес
цент ный комплекс с европием. Перекись водорода образуется в 
резуль тате окисления глюкозы под действием глюкозоксидазы [100].
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 EALL на основе щелочной фосфатазы был применен в ДНКгиб
риди зации [103] в схеме, аналогичной той, что использовалась для 
опре деления альфафетопротеина [102].

ИНКАПСУЛИРОВАННЫЕ СОЕДИНЕНИЯ ЛАНТАНИДОВ

Кроме получения новых меток, другое направление в химии ланта
нид ных хелатов – это увеличение чувствительности существующих. 
Такие усиленные метки, как флуоресцентные наночастицы, эффек
тивно присоединяются к ряду высокомолекулярных соединений, 
типа нуклеиновых кислот, рецепторов, лектинов, ферментов и 
анти тел. Несмотря на большой молекулярный размер и очевидные 
стерические проблемы, эти метки – частицы успешно используются в 
твердофазном иммуноанализе [104, 105]. Использование европиевых 
наночастиц размером 100–200 нм в флуоресцентном иммуноанализе 
приводит к значительному увеличению сигнала флуоресценции, т.к. 
каждая наночастица содержит тысячи флуоресцирующих комплексов 
европия с βдикетонами. Эта технология была применена для детек
ции предельно низких концентраций, даже зептомолей вещества. 
Нано частицы на своей поверхности содержат карбоксильные или 
ами но группы для ковалентного связывания [105]. 
 Так, в конкурентном иммунофлуоресцентном анализе тироксина 
с использованием лантанидных полистирольных наночастиц, мечен
ных стрептавидином, и биотинилированных моноклональных анти
тел, нами было продемонстрировано 70кратное увеличение чувст
ви тельности (1 фемптомоль тироксина на 10 мкл образца) [106] по 
сравнению с диссоциативным лантанидным анализом тироксина с 
исполь зованием тех же моноклональных антител [96]. 

ГОМОГЕННЫЙ FRET. TRACE® ТЕХНОЛОГИЯ

Особое направление ФАВР – это развитие гомогенных анализов, 
основанных на флуоресцентном резонансном переносе энергии 
между лантанидной меткойдонором и органическим акцептором. В 
гомогенном анализе разделение свободных и связанных компонентов 
является необязательным, что упрощает анализ. Для гомогенного 
лантанидного анализа FRET в качестве доноров используются 
различные трифункциональные метки.
 Впервые данная технология была продемонстрирована для лан
та нид ных криптатов в паре с аллофикоцианином [30] и получила 
наз ва ние TRACE® (англ: Time-Resolved Amplification of Cryptate 
Emission). 
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 Лантанидный криптат – это макроциклический лиганд, содержа
щий бипиридиновые группы, в интрамолекулярную полость которого 
вклю чен ион лантанида. Были получены различные криптаты на 
основе трисбипиридина [107], гексоазомакроциклического лиганда 
[108], 2.2.1криптата [109]. Эти криптаты кинетически ста бильны, 
инкапсулированный ион лантанида жестко фиксирован, но люми нес
цент ные свойства у них разные. Люминесцентные свойства тербия 
максимально проявились в комплексе с калик[4]аренами с кван товым 
выходом φ = 0.2–0.27 и временем жизни 1.5 мс [110]. Присое ди
нение криптатов к биомолекулам производилось через тиоловые и 
аминореактивные группы [111]. TRACE технология как нельзя лучше 
подходит для ДНКанализа. Она не требует, в отличие от DELFIA и 
FIAgen, дополнительных этапов для формирования люми нес ци рую
щего комплекса, так как содержит люминесцирующий ланта нидный 
криптат. TRACE подходит как для гомогенных исследований, так и 
для твердофазного анализа.
 На основе аллофикоцианина были разработаны анализы для 
лигандрецепторного взаимодействия, белокбелкового взаимо дейст
вия и ДНКгибридизации [75]. В последующем эти исследования 
были пополнены рядом работ по гомогенному лантанидному FRET 
с исполь зованием криптатов и их производных для определе
ния белокбелковых взаимодействий [112, 113], гормонов [114], 
лигандрецепторных взаимодействий [115], а также для опреде ле
ния ПЦР продуктов и олигонуклеотидных сшивок [116]. В гомо
ген ном FRET с успехом применяются не только криптаты. Так, 
пока зано исполь зование тетрадентатного Eu3+βдикетонового хелата 
в гомо генной TR-FRET гибридизации ДНК [117].Свойство время
раз решенных систем с переносом энергии было использовано для 
опре деления меж и внутримолекулярных расстояний, кинетики 
межнук леотидных структурных изменений, определения расстояния 
между донором и акцептором в ДНКанализе [111].
 Основные принципы конструирования FRETпар на основе 
лантанидов для исследований in vitro и in vivo приведены в главе V.

IV. ЛАНТАНИДНЫЕ КОМПЛЕКСЫ КАК СЕНСОРЫ 
НИЗКОМОЛЕКУЛЯРНЫХ МЕТАБОЛИТОВ

В соответствии с диаграммой Яблонского квантовый выход сенси
би ли зи рованных лантанидов зависит от четырех парамет ров: (1) 
эффективности заселения триплетного состояния у моле кулысен
си би лизатора лантанидной флуоресценции («антенны»), (2) уровня 
энер гии возбужденного триплетного состояния «антенны» по отно
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ше нию к уровню D5 лантанида, (3) расстояния между антенной и 
ионом лантанида, (4) количеств молекул воды в координационной 
сфере иона лантанида [12].
 Изменяя эти параметры, можно управлять эмиссией лантанидов. 
По данному принципу работает целый класс лантанидных сенсоров, 
при этом их эмиссией управляют определяемые аналиты [12].
 Так, на принципе изменения расстояния между антенной и ионом 
лантанида работают сенсор редокспотенциала [118] и сенсор калия 
[119]. Для сенсора калия показано 26кратное увеличение сигнала 
флуоресценции при накоплении аналита. В бимолекулярном сенсоре 
меди аналит (глутатионмеди) вызывает ковалентное «схло пы ва ние» 
двух молекул: азидного производного дансила и EuДOTA, функцио
на лизированного алканильными остатками, что ведет к 10кратному 
увели чению флуоресцентного сигнала[120].
 Длительноживущее возбужденное состояние D5 лантанидов может 
подвергаться тушению с безызлучательным переносом энер гии на 
ближайшие низкоэнергетические осцилляторы O–H и N–H. Так 
как четвертая гармоника осциллятора воды O–H располагается на 
более низком энергетическом уровне, чем уро вень D5 лантанидов, то 
молекулы воды являются прекрасными туши телями флуоресценции 
лантанидов. Количество их в коор ди национ ной сфере является 
определяющим фактором при дизайне сенсоров. Измеряя время 
жизни лантанидного комп лекса в воде и тяжелой воде, можно 
рассчитать количество моле кул воды в координационной сфере 
лантанида [12]. При замене моле кулы воды на тяжелые анионы, 
тушащее действие снимается, флуо рес ценция увеличивается. Это 
было продемонстрировано для опре деления ряда анионов, таких как 
карбонат, карбоксилат, оксалат, малонат, лактат и цитрат [121, 122, 
123]. Камнем преткно вения остается селективность таких сенсоров. 
На нас тоя щий день селективность продемонстрирована только для 
опре де ления бикарбонатов [124, 125]. Свойство малоната и цит рата 
изменять соотношение пиков эмиссии европия 616/579 также позво
ляет отличить их от других анионов, но отличить цит рат от мало ната 
этим способом нельзя.
 В случае если определяемый аналит является сенсибилизатором 
флуоресценции и тяжелым лигандом, можно управлять флуоресцен
цией лантанидов напрямую, по принципу «включения–выключения» 
(есть «антенный» эффект – нет «антенного» эффекта). Этот подход был 
исполь зован для определения производных салициловой, бензойной 
кислот [126], для детекции других ароматических карбоксилатов [12], 
а также для определения дипиколиновой кислоты – биомаркера спор 
бактерий Bacillus и Clostridium [12, 127].
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 Следующий подход связан с эффективностью сенсибилизации 
лан танида «антенной». В этом случае флуоресценцией можно 
управлять путем вмешательства в триплетное состояние «антенны», 
напри мер, подвергая ее химической модификации аналитом, при 
этом образуется «антенна» с иным уровнем триплетного состояния. 
По этому принципу работает сенсор активных форм кислорода: при 
взаимо действии ароматической кислоты с гидроксидрадикалом 
обра зуется гидроксилированная ароматическая кислота, образующая 
стабильный комплекс с лантанидами и сенсибилизирующая их флуо
ресценцию. При этом наблюдается 22кратное увеличение флуо
рес центного сигнала. Данный сенсор применим для регистрации и 
дру гих активных форм кислорода [12].
 Сенсоры, использующие в своем действии фотоиндуцированный 
перенос электронов, относятся к наиболее большому классу ланта
нид ных сенсоров. Для реализации этого подхода требуется комплекс, 
вклю чающий стабильный лантанидный хелат, работающую «антенну» 
и «выключатель антенны» – тушитель ее возбужденного состояния – 
путем фотоиндуцированного переноса электронов. В отсутствие 
ана лита происходит фотоиндуцируемое тушение, в присутствии 
ана лита «выключатель» взаимодействует с ним, блокируется фотоин
ду цируемое тушение, и регистрируется флуоресцентный сигнал [12]. 
По этому принципу работают сенсоры цинка, кальция, магния [128], 
также показано определение металлов и других групп [12]. На основе 
на основе европиевого и тербиевого комплексов был получен сенсор 
для опре деления протеазной активности [129].
 Таким образом, разнообразие способов управления флуоресцен
цией лантанидов определило их функциональное применение в 
качестве сенсоров низкомолекулярных метаболитов. 

V. FRET‑БИОСЕНСОРЫ НА ОСНОВЕ ЛАНТАНИДОВ
FRET с использованием короткоживущих хромофоров не позволяет 
достигать той чувствительности, которой можно достичь при исполь
зовании лантанидых хелатов в качестве доноров. Это объясняется 
фоно вым сигналом флуоресценции акцептора при прямом поглоще нии 
им возбуждающего света [130]. Использование донора с продолжи
тель ным временем жизни в возбужденном состоянии и акцептора с 
коротким временем жизни, техники временного разрешения регист
ра ции сигнала и импульсного источника возбуждения позво ляют 
снизить фоновый сигнал флуоресценции [131]. 
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 Благодаря большому времени жизни флуоресценции лантаниды 
используются во FRETпарах в качестве доноров. Преимущество 
таких FRETпар в том, что при переносе энергии происходит сен си
билизированное увеличение времени жизни флуоресценции акцеп
тора по сравнению с его естественным временем жизни. 
 Применение спектроскопии с временным разрешением позволяет 
регистрировать только сенсибилизированную флуоресценцию 
акцептора вместе с флуоресценцией донора. Прямая флуоресценция 
акцеп тора, вызванная возбуждением лазера, а также фоновая флуо рес
ценция не регистрируются. Это приводит к тому, что общий фоно вый 
сигнал снижается в 50–100 раз [26]. Перенос энергии с исполь зованием 
лантанидов в литературе иногда обозначается TR-FRET (TimeResolved 
FRET) [26].
 С помощью TR-FREТсенсоров были изучены взаимодействия 
между белками, между субъединицами олигомерных белков и между 
доменами одного белка. Метод был использован для определения рас
стоя ния между белками и доменами, конформационных изменений, 
вызванных связыванием с активаторами и репрессорами, анализа 
фер ментативной активности (протеолиз, фосфорилирование и дефос
фо рилирование) и детекции ДНКгибридизации как в растворах и 
экстрактах клеток, так и в клеточных культурах (табл. 1). При этом 
для иссле дования процессов, происходящих в клетках, использовали 
конъюгаты органических хелатов лантанидов с молекуламимишенями, 
или слитые конструкции лантанидсвязывающих пептидов и генети
чески кодируемых акцепторов с исследуемой мишенью [132, 194].
 Метод TR-FRET может осуществляться как напрямую, так и 
опосре дованно. В первом случае комплексные соединения лантани
дов наряду с акцепторами напрямую присоединяют к исследуемому 
белку. Во втором случае взаимодействие с белком происходит через 
антитела или через высокоаффинную систему биотинстрепта
видин [13].
 Так как спектры флуоресценции лантанидов обладают несколь
кими максимумами, то для них в качестве акцепторов подходят флуо
ро форы, которые поглощают в разных областях спектра. Максимум 
флуо ресценции Tb3+ на длине 490 нм (переход 5D4–

7F6) имеет 
хоро шее спектральное перекрывание с флуоресцеином, зеленым 
флуоресцентным белком GFP, флуорофорами BODIPY и AlexaFluor 
488. Максимум флуоресценции Tb3+ на длине 545 нм (переход 
5D4–

7F5) – с фикоэритрином, тетраметилродамином, Cy3, AlexaFluor 
546. У ионов Eu3+ при флуоресценции на длине волны 617 нм (пере
ход 5D0–

7F2) наблюдается хорошее спектральное перекрывание с 
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Таблица 1. TR–FRET–биосенсоры с использованием 
лантанидов в качестве донора энергии

Донорно–акцепторные пары Практическое применение Ссылка
лантаниды–ор га
ни ческие флуо
рофоры

Tb3+ криптат–
AlexaFluor 546

гомогенный анализ взаимодействий 
Gбел ка с его регулятором

[167]

Tb3+–флуорес цеин анализ активности киназы [160]
Eu3+–AlexaFluor 680 иммуноанализ эстрадиола [168]
Eu3+–AlexaFluor 700 изучение кальцийзависимой олиго ме

ризации белка Сорсина
[169]

Eu3+–Cy5 иммуноанализ трийодотиронина [170]

изучение конформационных измене
ний РНКполимеразы

[171]

Tb3+–тетраме
тилродамин

изучение взаимодействий актина и 
тро помиозина

[172]

Eu3+–IC5 скрининг антибиотиков, ингибирую
щих активность РНКполимеразы 
(RNAP)

[173]

Tb3+–Cy3 ДНК-гибридизация [174]
Tb3+–AlexaFluor 633, 
флуоресцеин

взаимодействие рецептора PPAR (Pe
roxisome Proliferatoractivated Re cep tor) 
с его репрессором и индук тором

[139]

Tb3+–флуоресцеин, 
SNAPFL и Cy5

взаимодействия рецептора эстрогена 
с его лигандами

[140]

Tb3+–QSY7 ПЦР в режиме реального времени [175]

лантаниды–пере
ходные металлы

Tb3+–Co2+ определение внутримолекулярных 
расстояний в термолизине

[176]

Tb3+–Ni2+,
Tb3+–Cu2+

определение внутримолекулярных 
расстояний между доменами калиевого 
канала

[148]

лантаниды–фико
били протеины

Eu3+–AФЦ ДНК–гибридизация
[75, 177]лигандрецепторные взаимодействия

белокбелковые взаимодействия

Eu3+–XL665 олигомеризация мембранных рецеп
то ров (дофаминового рецептора D2, 
хемо киновых рецепторов, α1А1адре
но ре цептора)

[178–180]

детекция биомаркеров (интерлейкина6 
и 8, βамилоида, простагландина Е2)

[181–183]

определение гормонов 
(прокальцитонина плазмы крови)

[184]

определение ПЦРпродуктов и 
олигонуклеотидных сшивок

[116]

ферментативная активность серин
трео ниновых и тирозиновых киназ

[185]

Окончание табл. 1 см. на сл. стр.
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флуорофорами Cy5 и AlexaFluor 633 [26]. Перенос энергии от лан та
нидов (Tb3+ и Eu3+) был показан для этих и других органических флуо
ро форов (табл. 1). Первоначально TR-FRET-пары, используемые в 
биоаналитических реакциях и в изучении биохимических процессов, 
были сконструированы с использованием в качестве акцепторов 
фико би липротеинов и органических флуорофоров.

ОСНОВНЫЕ ВИДЫ АКЦЕПТОРОВ В TR-FRETБИОСЕНСОРАХ 
Фикобилипротеины

Фикобилипротеины – пигменты, содержащиеся в цианобактериях, в 
красных и криптофитовых водорослях, в основе которых лежит тетра
пир рольная структура. Они характеризуются высокими значениями 
квантового выхода, коэффициента экстинкции и большим Стоксовым 
сдвигом [133, 134]. Среди фикобилипротеинов для биоаналитических 
реакций используется аллофикоцианин [135, 136]. Белок характе ри
зуется большим молекулярным весом 100 кДа и является олигомером. 
Он поглощает в области 610–650 нм и флуоресцирует в области 
660 нм, обладает достаточно высоким квантовым выходом (0,68) и 
коэф фи циентом экстинкции (700000 M–1см–1). Поскольку при низких 
кон центрациях в растворе афллофикоцианин обладает тенденцией 
к диссоциации, мономеры белка ковалентно сшивают химическим 
спо собом. Такой аллофикоцианин (cross-linked) получил название 
XL665 [137].
 Так как белок поглощает в области 610–650 нм, было предложено 
использовать его в качестве акцептора энергии Eu3+ для разработки 
метода гомогенного флуоресцентного анализа с временным разреше
нием [30]. В данном методе для комплексообразования используется 
криптат, макроциклический лиганд, содержащий бипиридиновые 
группы, в интрамолекулярную полость которого включен ион Eu3+ 
[138]. Для анализа к исследуемой молекуле подбираются два аффин

Окончание табл. 1.
Донорно–акцепторные пары Практическое применение Ссылка

лантаниды– 
флуо рес цент  ные 
белки

Tb3+–EmGFP сенсор сJunNтерминальной киназы [160]

Tb3+–YFP сенсор деубиквитинилирующего фер
мента (DUB)

[164]

Tb3+–EGFP и Eu3+–
EYFP

сенсор Rab21 ГТФазы [165]

Tb3+–GFP взаимодействие Стерминального 
YVдомена трансмембранного белка 
клаудина и PDZ-домена каркасного 
белка ZO-1

[186]
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ных антитела, одно из которых помечено криптатом Eu3+, другое – 
XL665. При взаимодействии двух антител с антигеном наблюдается 
перенос энергии. 

Органические флуорофоры
Многие органические флуорофоры, которые обладают интегральным 
перекрыванием с хелатами Tb3+ и Eu3+, используются в качестве 
акцеп торов (табл. 1). Флуоресцирующие красители характеризуются 
коротким временем жизни, широкими спектрами возбуждения и 
флуо ресценции и малым Стоксовым сдвигом. Они обладают широкой 
палитрой флуоресценции в УФ, видимой и ближнеинфракрасной 
областях. С использованием нескольких спектрально различающихся 
флуорофоров было показано, что ион Tb3+ может являться одновре
мен ным донором сразу для двух, трех и четырех акцепторов [139–
141]. Это связано с тем, что ион Tb3+ обладает несколькими макси
му мами флуоресценции [26].
 Помимо флуоресцирующих акцепторов используются тушители 
флуоресценции (BHQ2, QSY7, дансил). Такой метод иногда имену
ется QRET (Quenching Resonanse Energy Transfer) [142], в котором 
при переносе энергии от донора к акцептору происходит тушение 
флуо ресценции лантанида [143].

Квантовые точки
Сравнительно новым объектом для конструирования FRETпар 
являются квантовые точки. По сравнению с органическими красите
лями, они обладают в 10–50 раз более высоким по значению коэф
фи циентом экстинкции, в 10–20 раз большей яркостью, в 100–200 
раз более высокой фотостабильностью [144]. В работах [145, 146] 
были получены FRETпары между комплексами Tb3+ и Eu3+, конъюги
ро ванных со стрептавидином, и квантовыми точками CdSe/ZnS, 
конъюгированных с биотином. Большой интеграл перекрывания, 
высокий коэффициент экстинкции CdSe/ZnS и высокие квантовые 
выходы комплексов лантанидов (для Tb3+ с Lсупрамолекулярным 
комп лексом – 0.49, для комплексов Eu3+L и Eu3+-TBP – 0.20 и 0.24, 
соот ветственно) привели к увеличению радиуса Ферстера: 104 Å для 
Tb3+L, 96 Å для Eu3+L и 91 Å для Eu3+-TBP. Полученные FRETпары с 
использованием системы стрептавидин–биотин в дальнейшем могут 
использоваться в различных биоаналитических реакциях.

Комплексы переходных металлов
Комплексы переходных металлов также нашли свое применение при 
конструировании донорноакцепторных пар. Идея была связана с тем, 
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что комплексы металлов (Ni2+, Co2+, Cu2) обладают полосой поглоще ния 
в области флуоресценции Tb3+. На этом основании было разработано 
несколько FRETпар с использованием лантанидов и комплексов 
метал лов. Перенос энергии от Tb3+ к Co2+ был показан в работе 
Хорокса с соавторами [147], где определяли внутримолекулярные 
рас стоя ния между сайтами связывания металлов в белке термолизине 
(метал лопептидаза). Фермент содержит один сайт связывания иона 
Zn2+ и четыре сайта связывания ионов Са2+, которые замещались на 
Co2+ и Tb3+, соответственно. Позднее на основе тербийсвязывающего 
пеп тида и 6гистидинового олигопептида были созданы генетически 
коди руемые FRETпары между тербием и металлами Ni2+ и Cu2+, кото
рые использовались в определении о внутримолекулярных рас стоя ний 
между сегментами калиевого канала в ооцитах лягушки [148].

Флуоресцентные белки
Флуоресцентные белки относительно недавно стали использоваться 
как акцепторы при переносе энергии от лантанидов. В качестве 
марке ров они получили широкое распространение для изучения 
экспрес сии генов, локализации и динамики клеточных белков, 
мече ния органелл и отдельных клеток. Флуоресцентные белки обла
дают широкой палитрой флуоресценции в синей, зеленой, жел той, 
оранжевой и красной областях спектра [149]. На их основе созданы 
FRETбиосенсоры внутриклеточных метаболитов (cAMP, cGMP, 
глутамат, триптофан, Ca2+), ферментативных активностей (Cdc42, Ras, 
Bid, каспазы, киназы, βсекретазы, CrkII), pH и Cl–инди каторы, а 
также сенсоры белокбелковых взаимодействий [150–153]. В отличие 
от остальных флуорофоров, сенсоры на основе флуо рес цент ных 
белков не требуют введения в клетку дополнительных кофак торов 
для фолдинга, характеризуются аутокаталитическим форми рованием 
хромофора [153, 154] и в основном не влияют на функцио нирование 
слитых с ними белков [155]. Так как эти сенсоры явля  ются генетически 
кодируемыми, то они могут вводиться в клетки путем трансфекции 
коди рующей последовательности, которая в даль нейшем будет 
воспро изводиться в клетках. Прикрепление сигнальной после до
ва тельности к флуоресцентным белкам позволяет маркировать 
органеллы и мембраны. Регуляция яркости сигнала белков может 
обес печиваться не только их спектральными свойствами, но и типом 
промотора. Например, для более яркого сигнала используют силь ные 
промоторы (CMV – цитомегаловирусный), для снижения или увели
че ния экспрессии используют индуцибельные промоторы (Tet-on или 
Tet-off промоторы) [151].
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 Однако FRETсенсоры на основе флуоресцентных белков также 
имеют некоторые недостатки при использовании. Вопервых, они 
обла дают достаточно широкими спектрами возбуждения и флуо
рес ценции, что приводит к значительному перекрыванию спектров 
донора и акцептора, и как следствие, к неправильной интерпрета
ции дан ных по эффективности переноса энергии (например, пара 
CFP–YFP) [156]. Вовторых, флуоресцентные белки обладают отно
си тельно большими размерами (2.4 нм в диаметре и 4.2 нм по высоте 
βбочонка) [157, 158], что приводит к увеличению расстояния между 
донором и акцептором и, следовательно, к снижению эффективности 
переноса энергии.
 Если в качестве донора во FRETпаре использовать лантаниды, то 
благодаря их большому Стоксову сдвигу и узкополосным спектрам 
флуоресценции, снижается вероятность спектрального перекрывания 
эмис сии акцептора. Регистрация флуоресценции такой FRETпары с 
временной задержкой исключает регистрацию прямого возбуждения 
акцептора [26].
 Многие GFPподобные белки являются потенциальными акцеп
торами для лантанидов. Это связано с тем, что лантаниды обладают 
нес колькими максимумами флуоресценции. Наиболее эффективно 
перенос энергии будет происходить при спектральном перекрывании 
акцепторов с основными пиками флуоресценции: 545 нм для тербия 
и 617 нм для европия. Среди флуоресцентных белков в основном 
оран жевые и красные белки обладают спектральным перекрыванием 
с пиком флуоресценции Tb3+ при 545 нм. В области флуоресцен ции 
Eu3+ на длине 617 нм поглощает только один белок RFP660. Этот белок 
поглощает в области главного максимума флуоресценции европия 
(поглощение 618 нм), однако обладает низкой яркостью (квантовый 
выход – 0.09, коэффициент экстинкции – 27000 М–1 см–1) [149].
 Тенденция флуоресцентных белков к олигомеризации и агрегации 
является фактором, ограничивающим их использование: агрегаты 
оказывают токсический эффект на клетки, а тетрамерная организация 
белков часто препятствует их использованию в качестве белков 
слия ния [159]. Поэтому определенные усилия направлены на полу
чение мономерных флуоресцентных белков путем введения амино
кис лотных замен в области контактов между субъединицами [149] 
или на создание тандемных димеров, при котором получают два 
моно мера, слитых «голова к хвосту». Таким способом был получен 
белок tdTomato (Clontech, США). Среди полученных на сегодняшний 
день флуоресцентных белков к мономерам относятся mBanana, все 
оран жевые белки, DsRed-monomer, TagRFP и mRuby. Белки mKO и 
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mOrange, и их производные, обладают яркой флуоресценцией, боль
шим спектральным перекрыванием, но имеют небольшой Стоксов 
сдвиг, что будет осложнять регистрацию флуоресценции [26]. Кроме 
того, белок mBanana обладает низкой яркостью, а mOrange – очень 
низкой фотостабильностью [7].
 Среди красных мономерных белков, DsRed-мономер обладает 
невысокой яркостью и фотостабильностью. Другой белок TagRFP, 
мутант красного флуоресцентного белка eqFP578, полученного 
из акти нии Entacmaea quadricolor, наоборот, обладает высокой 
яркостью и умеренной фотостабильностью. Белок mRuby, мутант на 
основе белка eqFP611, полученный относительно недавно, отличается 
боль шим Стоксовым сдвигом [7].
 Выбор флуоресцентных белков в качестве акцепторов в TR-FRETпаре 
с лантанидами определяется целью работы. Общими крите риями 
явля ются степень спектрального перекрывания, яркость флуо рес
цен ции белка, величина Стоксова сдвига [7].
 Первая TR-FRETпара на основе аминореактивного хелата Tb3+ 
и белка EmGFP была использована для определения активности 
сJun-Nтерминальной киназы [160]. При этом максимум возбужде
ния EmGFP (487 нм) перекрывался с максимумом флуоресценции 
Tb3+ на длине волны 490 нм. При взаимодействии меченных хела том 
Tb3+антител с фосфорилированным субстратом, слитым с бел ком 
GFP, наблюдался перенос энергии, что позволяло судить об актив
ности терминальной киназы. Впоследствие TR-FRETсенсор был 
запатентован под трендом LanthaScreen (Invitrogen) и стал исполь
зо ваться для определения активности различных киназ [161–163].
 TR-FRETпара на основе Tb3+-YFP была использована для опре
деления активности деубиквитинилирующих ферментов. Инги би
рование этих ферментов является одной из стратегий в лечении 
опухо левых заболеваний. TR-FRETпара состояла из убиквитина, 
который кодировался в одной рамке считывания с белком YFP, а с 
другой стороны был помечен хелатом тербия. Регистрация спектров 
микро секундной флуоресценции и кинетики затухания донора и 
акцептора c временной задержкой 100 мкс показала, что в результате 
переноса энергии наблюдается сенсибилизированное увеличение 
времени жизни флуоресценции белка YFP. Высокая эффективность 
пере носа энергии, характерная для интактного субстрата, снижалась 
при его разрезании деубиквитинилирующим ферментом [164].
 В работе [165] были получены две TR-FRETпары Tb3+-EGFP и 
Eu3+-EYFP, с помощью которых изучали ферментативную активность 
Rab21 ГТФазы. Флуоресцентные белки были слиты с ферментом, 
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хелаты лантанидов (производные изотиоцианата) конъюгированы с 
ГТФ. Так как белок EYFP поглощает в области 514 нм, то между ним 
и хелатом Eu3+ отсутствует спектральное пере кры вание. Несмотря на 
это, при регистрации флуоресцен ции и времени жизни акцептора с 
временной задержкой 100 мкс наблю дался перенос энергии. Такое 
явление ранее уже было описано для Eu3+ [166]. Оно было названо 
nonoverlapping FRET (nFRET), так как при таком переносе энергии 
отсутствует спектральное перекрывание, и флуоресценция акцептора 
регист рируется в более коротковолновой области, чем флуоресценция 
донора. Процесс не может объясняться теорией Ферстера. Вероят
нее всего, перенос энергии в таких парах происходит не с обычного 
электронного уровня Eu3+ (5D0). Исследователи, исходя из дан ных по 
корреляции между флуоресценцией акцеп тора и схемой электронных 
уровней, сделали вывод, что перенос энер гии происходил с более 
высоких электронных уровней (5D2 и 5D1), на которые он обычно 
принимает энергию возбуждения. Авто рами также была построена 
схема распределения электронных уров ней доноров и акцепторов.
 Электронный уровень белка EYFP находится ниже уровня 5D2 
и примерно совпадает по положению с 5D1. Учитывая, что сенси
би лизированное время жизни белка EYFP затухало по двухэкспо
нен циальному закону (8 ± 0.1 мкс и 1.08 ± 0.02 мс), было сделано 
предпо ложение, что перенос энергии на белок происходит с уровней 
5D2 и 5D1. Уровень 5D3 не рассматривался, так как он находится выше 
электрон ного уровня сенсибилизатора Eu3+. В паре же Tb3+-EGFP 
перенос энергии от Tb3+ на GFP происходит с излучательного уровня 
5D4, что приводило только к одноэкспоненциальному затуханию 
флуорес ценции EGFP (60 ± 2 мкс).
 Предложенные TR-FRETсенсоры с использованием лантанидов 
в качестве доноров представлены в табл. 1.

ЛАНТАНИДСВЯЗЫВАЮЩИЕ ПЕПТИДЫ
КАК ДОНОРЫ В TR-FRETБИОСЕНСОРАХ 

Способность некоторых белков связывать различные металлы давно 
используется в металлоаффинной хроматографии [176]. Ионы каль ция 
и тербия обладают сходными ионными радиусами; для обоих атомов 
наблюдается следующее предпочтение в атомах, образующих связь: 
O>N>S. Поэтому EFмотивы кальцийсвязывающих белков исполь
зовали как основу для получения тербийсвязывающих пептидов, 
которые бы специфически связывали Tb3+ и сенсибилизировали 
флуо ресценцию [187–189].
 В первой работе по получению тербийсвязывающих пептидов 
было показано, что при вариации ароматических аминокислот и их 
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пози ции в 14аминокислотных пептидах кальмодулинового семейства, 
присутствие триптофана в позиции 7 является наиболее оптимальным 
для сенсибилизации флуоресценции Tb3+ при возбуждении на 280 нм. 
В результате ими была получена следующая последовательность: 
GDYNADGWIEFEEL с Kd = 9.3 мкM [190].
 Другая группа исследователей [203] занялась поиском альтер
на тив ной последовательности, используя при этом существующую 
библио теку пептидов. Они оптимизировали положение остат
ков цистеина и в результате получили последовательность 
ACADYNKDGWYEELECAA. Новый пептид обладал в 40 раз более 
высо кой аффинностью по отношению к Tb3+ (Kd = 220 нM) и демонст
ри ровал более яркую флуоресценцию по сравнению с существующим. 
 Дальнейшая разработка тербийсвязывающих пептидов также 
велась в направлении увеличения аффинности Tb3+. В работах [191, 
192] была использована стратегия «смешения–разделения» для 
про ве дения комбинаторного синтеза лантанидсвязывающих пеп
ти дов на твердой подложке. Затем последовательно был проведен 
отбор пептидов, не содержащих остатков цистеина и связываю щих 
Tb3+ с высокой аффинностью. В результате чего было получено 
два пептида YIDTNNDGWYEGDELLA (Kd = 57 нM) [191] и 
FIDTNNDGWIEGDELLLEEG (Kd = 19 нM) [192], обладающих 
более высокой аффинностью по отношению к Tb3+. Природа сенси
би лизации флуоресценции Tb3+ в тербийсвязывающем пептиде 
YIDTNNDGWYEGDELLA и его сродство к Tb3+ была изучена на 
основе данных рентгеноструктурного анализа и измерений флуорес
цен ции с временной задержкой [193].
 Применение тербийсвязывающих пептидов было показано в 
изучении структуры белков и в изучении межмолекулярных взаимо
действий. В упомянутой ранее работе для определения внутри мо
ле кулярных расстояний между доменами ионного канала ооцитов 
лягушки методом TR-FRET [148] использовалась последователь
ность YIDTNNDGWYEGDELLA. Акцептором во FRETпаре служил 
комплекс никеля или меди с 6His тэгом. При наличии переноса 
энергии между тэгами доменов наблюдали уменьшение времени 
жизни тербия в несколько раз. Таким способом было определено 
рас стояние между доменами S1–S5 ионного канала.
 Было изучено взаимодействие SH2доменов Src и Crk киназ, слитых 
с тербийсвязывающим пептидом (FIDTNNDGWIEGDELLLEEG), 
с фосфорилированными и нефосфорилированными пептидами, 
конъюгированными с флуорофорами BODIPYFL и BODIPYTMR. 
Все пептиды были получены методом твердофазного пептидного 
син теза с последующим мечением органическим флуорофором. [194]. 
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 В 2008 г. были описаны полусинтетические лантанидсвязываю щие 
тэги (LBT), где вместо триптофана в 7й позиции присутствовали син
тетические флуорофоры – карбостирил 124 (cs 124) и акридин[195]. 
Выбор данных флуорофоров основывался на том, что их возбуждение 
происходит в более длинноволновых областях – 337 нм (для cs 124) 
и 390 (для акридона), что могло сделать их более безопасными для 
при менения in vivo. При сравнении сенсибилизации ионов Tb3+ и 
Eu3+ в трех пептидах: в исходном пептиде с триптофаном (LBT-Trp), 
в пеп тиде с карбостирилом 124 (LBT-cs124) и в пептиде с акридоном 
(LBTAcd) было показано, что в LBT-Trp сенсибилизируется только 
Tb3+, в LBTcs124 сенсибилизируются Tb3+ и Eu3+, в LBTAcd сенсиби ли
зи руется только Eu3+, причем более эффективно, чем LBT-cs124 [195].
 Дальнейшая разработка генетически кодируемых хелатов 
при вела к созданию двойных лантанидсвязывающих пептидов, 
которые должны были способствовать увеличению интенсивности 
флуоресцен ции Tb3+. Полученная конструкция двух слитых LBT 
(GPGYIDTNNDGWIEGDELYIDTNNDGWIEGDELLA) связывала 
два иона Tb3+. Регистрация сигнала показала в три раза более яркую 
флуоресценцию по сравнению с флуоресценцией одиночных лан та
нидсвязывающих пептидов [196].
 Лантанидсвязывающие пептиды были использованы для опреде
ления меж и внутримолекулярных расстояний в центральной 
цитоплазматической петле пермеазы, обеспечивающей транспорт 
лактозы в клетку E. coli [197]. TR-FRETпара состояла из LBT, генно
инженерным путем включенного в центральный участок петли, и 
акцепторовцистеинов Cys 169 и Cys179, меченых органическими флуо
ро форами. С помощью данного сенсора было определено расстояние 
между центром петли пермеазы и цистеинами. 
 Лантанидсвязывающие пептиды состоят не более чем из 20 
амино кислот и составляют примерно 10% от размера белка GFP [198], 
поэтому их применение должно способствовать более эффективному 
переносу энергии.
 Нами были получены FRETпары на основе тербийсвязывающего 
пептида YIDTNNDGWYEGDELLA [199]. В качестве акцептора 
был использован красный флуоресцентный белок DsRed2 иTagRFP. 
Зна чения эффективности FRET составили 35% для пары Tb3+СП
TagRFP, в которой акцептор является мономером, и 28% для пары 
Tb3+СПDsRed2 [199, 200]. 
 Уникальным свойством описанных сенсоров является микросе
кунд ная флуоресценция акцептора вследствие переноса энергии с 
лантанидов, что имеет важное преимущество перед другими сенсо
рами, проявляющееся в увеличении соотношения сигнал/фон за 
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счет минимизации наносекундного фонового сигнала. Это делает их 
высо коинформативными инструментами для детекции молекулярных 
событий in vitro и in vivo.

VI. БИОМИДЖИНГ НА ОСНОВЕ ЛАНТАНИДОВ
Первоначально комплексы лантанидов разрабатывались непос редст
венно для биоаналитических приложений. Дальнейшая разра ботка 
техники микроскопии c опцией временной задержки и флуорес ци рую
щих комплексов лантанидов, способных проникать в живые клетки 
или экспрессироваться в них, инициировали развитие имиджинга in 
vivo с применением лантанидов [12, 201–203]. 
 В 1992 г. группа финских исследователей под руководством Соини 
применили микроскопию с временным разрешением (TRLM) для 
имиджинга лантанидных комплексов [201]. Они оснастили эпифлуо
ресцентный микроскоп импульсным источником света и оптическим 
модулятором в плоскости диафрагмы. Таким образом, были получены 
изображения фиксированных тканей и клеток с использованием 
син тетических лантанидных хелатов [204, 205]. Были получены 
имиджинги с использованием уже имеющихся меток: стрептавидина, 
меченного BCPDA [206].
 Для мечения клеток стали использовать синтетические или полу
синтетические лантанидные хелаты. Класс неорганических хелатов 
низкомолекулярных метаболитов для целей биоимиджинга описан 
в главе IV. 
 В получении TR-FRETсенсоров для клеточного имиджинга 
можно выделить две стратегии. Для определения внутриклеточной 
фер ментативной активности использовали синтетические или 
полусинтетические лантанидные хелаты в качестве доноров и слитые 
с флуоресцентными белками субстраты в качестве акцепторов [160, 
164, 165]. В изучении белокбелковых взаимодействий использовали 
LBT и синтетические акцепторы [186, 195]. Получение полностью 
гене тически кодируемых FRETпар на основе флуоресцентных 
цветных белков и LBT – еще одна стратегия в получении сенсоров 
для кле точного биоимиджинга [199, 200].
 Высокая информативность методов биоимиджинга обеспечива ется 
с одной стороны высокоспецифичными сенсорами, с другой стороны – 
высо кочувствительными методами. Наиболее высокоинформатив
ным инструментом для прижизненной визуализации молекулярных 
событий можно считать сочетание методов FRET и техники FLIM. 
Измерение стационарного сигнала флуоресценции требует подбора 
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соответствующих фильтров, требует учета вклада донора в спектр 
эмис сии акцептора, учета прямого возбуждения акцептора, необходима 
норма лизация сигнала на концентрацию донора и акцептора. Все эти 
ограничения снимаются при использовании метода FRET-FLIM, в 
основе которого лежит получение изображений усредненных времен 
жизни донора, которое изменяется при нарушении условий FRET 
[156, 207]. При сопоставлении различных методов микроскопии 
FRET-FLIM демонстрирует наиболее высокую чувствительность в 
изу чении белокбелковых взаимодействий в клетке [186, 20]. 
 Изучение белокбелковых взаимодействий в клетке методом 
FRET-FLIM продемонстрировано в работе [186]. TR-FRETпара 
состояла из люминесцентного комплекса тербия (TMPLumi4) в 
качестве донора и GFP в качестве акцептора. С помощью данной 
TR-FRETпары детектировали взаимодействие Стерминального 
YVдомена трансмембранного белка клаудина и PDZдомена кар
кас ного белка ZO1. Сближение белков приводило к 6кратному 
изме нению сигнала FRET. 
 Очевидно, что препятствием для использования лантанидов в 
ана лизе живых объектов является коротковолновая высоко энер
гетическая область возбуждения их флуоресценции, в особенности, 
если речь идет об использовании лантанидсвязывающих пептидов, 
где сенсибилизатором иона лантанида является триптофан. Для 
реше ния этой проблемы используется многофотонное возбуждение 
лан танидов.

МНОГОФОТОННОЕ ВОЗБУЖДЕНИЕ ЛАНТАНИДОВ

Использование коротковолнового высокоэнергетического УФоблу
че ния для возбуждения флуоресценции приводит к фотодеструкции 
клеток и обладает малой глубиной проникновения света [209]. Было 
пока зано, что облучение клеток линии СНО 50 Вт ртутной лампой 
высокого давления при 365 нм в течение нескольких секунд приводит 
к изменениям в редоксстатусе, к разрывам ДНК и прекращению деле
ния клеток [210]. Чтобы избежать губительного для живых клеток 
облучения ультрафиолетом, используют технику многофотонного 
возбуждения.
 Впервые двухфотонное поглощение было показано Кайзером 
и Гаретом в 1961 г. при возбуждении флуоресценции кристалла 
CaF2:Eu3+ [211]. В 1964 г. Шин и Брэдли наблюдали флуоресценцию 
кристал лов нафталина, вызванную трехфотонным возбуждением 
[212]. Впоследствии, многофотонное возбуждение стали использо
вать в молекулярной спектроскопии различных материалов [213, 214]. 
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Возможность применения многофотонного возбуждения в биологии 
в сочетании с флуоресцентной микроскопией была показана Денком 
в 1990 г. [215].
 Многофотонное возбуждение происходит в результате одновре
мен ного поглощения флуорофором в элементарном акте нескольких 
фотонов, энергия которых суммируется. Вероятность многофотонных 
процессов пренебрежимо мала при интенсивности света обычных 
источ ников, но при использовании лазерного излучения становится 
сравнимой с вероятностью обычного (однофотонного) поглощения. 
Однофотонные процессы линейно зависят от интенсивности излу
че ния; в случае многофотонных процессов зависимость нелинейная 
(например, квадратичная при двухфотонном процессе) [216].
 Для реализации двух или многофотонного возбуждения необ
хо димы следующие условия: конфокальный микроскоп, высоко
час тотный фемто или пикосекундный пульсирующий лазер с 
высо кой пиковой и умеренной средней мощностью с длиной волны 
в инфракрасной или ближнеинфракрасной области, объектив с высо
кой апертурой, сканирующая система, спектральный модуль для 
дис криминации флуоресцентного сигнала и высокочувствительная 
дете кти рующая система [216, 217].
 Для многофотонного возбуждения обычно используют титансап
фи ровые лазеры с широкой полосой генерации (700–1000 нм). Лазеры 
используются для импульсного облучения, с продолжительностью не 
более 100–150 фемптосекунд, частотой генерации сигнала – 80–100 
мГц [218], мощностью не более 25 мВ. Установленные значения 
пара метров способствуют минимизации фотодеструкции клеток и 
тка ней в результате облучения [219, 220]. 
 В качестве детекторов для регистрации флуоресцентного сигнала 
в многофотонной микроскопии чаще всего используются фотоумно
жители. Лавинные фотодиоды также обладают превосходной чувст
ви тельностью, однако малый размер фоточувствительной зоны может 
приводить к погрешностям детекции и в этом случае требуется при
ме нение особой оптики [216].
 Использование многофотонного возбуждения имеет свои преиму
щества по сравнению с однофотонным: исключается вредное воздей
ст вие ультрафиолета на живые клетки [221] и увеличивается глубина 
проникновения света до 800 микрон [222]. Последнее обеспечивается 
за счет того, что облучение дальнекрасным и ближнеинфракрасным 
светом попадает в терапевтическое окно прозрачности, область 
спектра, где свет менее всего поглощается и рассеивается [217, 223, 
224]. Метод не подходит для изучения сильно пигментированных 
клеток и тканей, поглощающих в ближнеинфракрасной области [225].
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 Интерес к многофотонному возбуждению лантанидов начал 
прояв ляться в начале ХХI века. Лакович вместе с сотрудниками пока
зали в своих работах, что:
 (1) флуоресценция лантанидов, обусловленная переходами с 5D4 
на Fуровни, может индуцироваться многофотонным возбуждением; 
было показано двухфотонное возбуждение (при 796 нм) флуоресценции 
соли EuСl3 и трехфотонное возбуждение (при 805 нм) соли TbCl3 [226];
 (2) флуоресценция лантанидов, вызванная многофотонным погло
щением, значительно усиливается при сенсибилизации флуорес цен
ции лантанидов органическими хелатами [227]. 
 В работе было показано, что количество поглощаемых фотонов 
зависит не только от длины волны возбуждения и мощности лазер ного 
облучения, но и от природы хелата. При использовании метил антра
нилата происходят трехфотонные процессы возбуждения Tb3+ и Eu3+, 
при использовании карбостирила 124 – как двух, так и трехфотонные 
про цессы, при использовании производного кумарина – только двух фо
тонные процессы. Для комплекса Eu3+ и кумарина наблюдался переход 
от двух к трёхфотонному возбуждению при варьировании длины 
волны возбуждения от 780 до 880 нм. Возможность многофотонного 
возбуждения была продемонстрирована также для комплексов Nd3+ 
и Yb3+, что доказывает потенциальную возможность использования 
и этих лантанидов для имиджинга тканей [228].
 В дальнейшем в других работах были показаны двух, трех и 
даже четырехфотонные процессы возбуждения флуоресценции Tb3+ 
в комплексе с белком [229] и в кристаллах комплексов Tb3+ [230, 231], 
Nd3+ и Eu3+ [232] с органическими лигандами. Спектры флуоресцен
ции и время жизни в возбужденном состоянии были одинаковы как в 
случае однофотонного, так и для многофотонного возбуждения [233]. 
Это доказывает, что при обоих способах возбуждения происходит 
оди наковый путь сенсибилизации и последующей флуоресценции 
лантанида.
 В работе [234] Палсон с сотрудниками для проведения многофо
тонного возбуждения флуоресценции Eu3+ совместили облучение 
титансапфировым лазером и технику спектроскопии с временным 
разрешением. Используя временную задержку (от нескольких сотен 
нс до мкс) между двухфотонным возбуждением и детекцией сигнала, 
удалось значительно увеличить соотношение сигнала флуоресценции 
от комплекса Eu3+ с лигандом к фоновому сигналу автофлуоресценции 
от лиганда.
 Конъюгат хелатов Eu с антителами к рецептору эпидермального 
фактора роста (EGFR) был использован для его визуализации на 
поверхности клеток линии A431 с помощью двухфотонного возбуж
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де ния лантанида. Предел обнаружения европиевой метки составил 
менее 100 цептамолей [235].
 Впервые имиджинг биологического объекта посредством 
двух фо тонного возбуждения флуоресценции Tb3+ на длине волны 
532 нм удалось провести для комплекса Tb3+трис(дипиколинат), 
конъюги рованного с кристаллом лизоцима [236]. Позднее другими 
авто рами [237] с помощью двухфотонного возбуждения (760 нм) 
были получены изображения раковых клеток линии Т24, зафик си
рованных в этаноле, к которым был добавлен хелат Eu3+ (произ водное 
дипиколиновой кислоты). Флуоресцирующий комплекс обла дал 
хорошей стабильностью в воде и достаточно высоким кван товым 
выходом (0.157). На флуоресцентных изображениях клеток, обла
дав ших высоким соотношением сигнал/фон, были ясно разли чимы 
ядро, ядрышко и эндоплазматический ретикулум.
 В работе коллектива под руководством Паркера [238] было 
проведено двухфотонное возбуждение комплексов Tb3+, где хромо
фо ром служил азаксантрон. Цель этих исследований заключалась 
в определении внутриклеточного профиля локализации хелатов 
ланта нидов в зависимости от конъюгированного заместителя (эфира, 
кис лоты, амида, алкильного фрагмента С12, Arg7, Lys–Arg7, тетра гуа
ни дина или сывороточного альбумина человека) в клетках линии 
NIH–3T3 и HeLa. В зависимости от типа лиганда существенно меня
лась токсичность комплексов Tb для клеток. Так, было показано, 
что некоторые соединения вызывают апоптоз, в то время как другие 
вызывают гибель клеток посредством некроза. При этом в зависи
мости от типа клеточной линии токсичность комплексов тербия была 
различной.
 Коллектив во главе с Вонг [239] получил флуоресцентные 
изобра жения клеток линий А549, HeLa и HONE1, к которым был 
добавлен лантанидный комплекс TbL'(NO3), где L' – это производное 
3метоксибензамида. Облучение тербиевого комплекса на длине 
волны 800 нм привело к трехфотонному поглощению. Лантанидный 
хелат не оказ ывал цитотоксического действия на клеточные линии, что 
сделало воз можным получить изображения флуоресценции именно 
живых кле ток. Выживаемость клеток, проинкубированных с комп
лек сом тербия, была такой же, как и в контроле.
 Исследование триазиновых комплексов Eu3+ показало, что даже 
небольшая модификация лиганда может приводить к значительным 
изме нениям фотофизических свойств этих соединений, в частности 
сечения двухфотонного поглощения. Эксперименты по зависимости 
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сигнала от мощности лазерного излучения подтвердили двухфотон
ную природу возникновения сигнала флуоресценции Eu в клетках 
HeLa [240].
 Другой эксперимент по многофотонному возбуждению комплекс
ных соединений Tb3+ и Eu3+, хелатированных бинуклеарными хели
катами, ([Ln2(L

CX)3], где Ln – Tb3+, Eu3+, X – 2.5, L – бинуклеарные 
хели каты), проводили на клетках HeLa. Разработанные комплексные 
соеди нения оказались термодинамически стабильными, химически 
инертными, нетоксичными для клеток вплоть до концентрации 
500 мкМ и способными проникать в любой тип клеточной линии. 
Облучение проводили на длине волны 800 нм с использованием 
титансапфирового лазера с продолжительностью импульса 50 
фемптосекунд, частотой генерации сигнала 50 кГц. Характерная для 
Tb3+ и Eu3+ флуоресценция наблюдалась после трехфотонного возбуж
дения комплексов [Ln2(L

C2)3] и после двухфотонного возбуждения 
комплекса [Eu2(L

C5)3]. Получение флуоресцентных изображений 
клеток HeLa, проинкубированных с комплексом [Eu2(L

C5)3] после 
двух фотонного возбуждения выявило локализацию лантанида вокруг 
клеточного ядра [241].
 Таким образом, проведенный исследования демонстрируют, 
что использование многофотонного возбуждения дает возможность 
изучать флуоресценцию лантанидов в живых клетках, избегая 
при этом нежелательного действия УФ. Дальнейшая перспектива 
заклю чается в разработке методики многофотонного возбуждения 
генети чески кодируемых лантанидных FRETсенсоров для изучения 
внутриклеточных процессов.

ОСНОВНЫЕ ТРЕБОВАНИЯ К ЛАНТАНИДНЫМ КОМПЛЕКСАМ 
ДЛЯ ЦЕЛЕЙ БИОИМИДЖИНГА

Для исследований на живых клетках к комплексным соединениям 
лантанидов выдвигаются следующие требования: они должны 
проникать в клетки, обладать низкой токсичностью, высокой термо
ди намической и кинетической стабильностью, растворяться в био
ло гических жидкостях с сохранением активной формы, обладать 
селек тивным и обратимым мечением целевых субстратов [12]. Для 
иссле дований на уровне целого организма на первое место выходит 
безопасность данных комплексов для его жизнедеятельности.
 В последних публикациях проанализированы данные по адсорб
ции, распределению, метаболизму и экскреции нехелатированных 
форм лантанидов [243, 244]. Пеоказано, что ионные формы лантанидов 
прояв ляют основную токсичность в дозе 20–40 мг/кг веса. Дальней



В.В.Жердева, А.П.Савицкий350

шее увеличение дозы ведет к снижению токсического эффекта. Эту 
необыч ную дозузависимость объясняют образованием коллоидных 
форм лантанидов, которые утрачивают способность связывать белки 
и мембраны [243]. 
 Соединения гадолиния давно применяются как контрастирующие 
соединения в магнитнорезонансной томографии [244]. Эксперименты 
по острой токсичности у грызунов показали, что при введении хела
ти ро ванного гадолиния токсические эффекты не проявляются даже 
при 50кратном превышении LD50 свободного Gd 3+. Высвобождение 
же Gd 3+ из комплексов может приводить к замещению им Zn2+ , Cu2+ 
и Ca2+. В субхроническом эксперименте при этом обнаруживаются 
все признаки дефицита цинка. 
 Таким образом, основным критерием безопасности лантанидов 
для их применения in vivo является высокая стабильность их комп
лекс ных соединений [245]. 
 На клеточном и молекулярном уровне показано, что свободные 
ионы лантанидов могут связываться с участками связывания каль ция, 
магния различных белков, АТФазой саркоплазматического ретику
лума, цистатином, фосфатидилсерином [243, 244]. Поэтому для 
клеточ ного биоимиджинга к лантанидным комплексам выдвигаются 
те же требования, что и для макроскопического имиджинга – высокая 
ста биль ность комплексов. 
 Для клеточного имиджинга получен ряд синтетических хела
тов, которые доставляют в клетки лантаниды в связанном состоя
нии [242, 246, 247]. Высокой термодинамической стабиль ностью 
обладают полиаминокарбоксилаты, в частности 1,4,7,10тетра
аза циклододеканN N' N'' N'''тетрауксусная кислота (ДOTA) и 
диэтилентриаминпентауксусная кислота (ДТПА). При этом необ
хо димо учитывать, что дополнительная химическая моди фикация, 
например введение аминогрупп, может приводить к сни жению 
стабильности новых комплексов [245].
 Другое важное требование, которое предъявляется к лантанидным 
комплексам, используемым в клеточном биоимиджинге, – они 
должны проникать в клетку. Путь, по которому комплексы лантанидов 
попа дают в клетки, определяется в первую очередь их молекулярным 
весом. Низкомолекулярные соединения попадают в основном в 
клетки по механизму эндоцитоза (клатринзависимый эндоцитоз или 
кавео лярный путь), более крупные – по механизму макропиноцитоза 
или по клатрин/кавеоланезависимому пути. Для комплексов тербия 
и евро пия основным путем, является макропиноцитоз [248].
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 На основании изучения внутриклеточной локализации ланта нид
ных комплексов было выделено три их основных класса: эндосо маль
ноли зосомальный, митохондриальноэндосомальнолизосо маль ный 
и рибосомальнонуклеольный [249] (табл. 2).
 Анализ большого числа исследований показал, что динамика 
накоп ления, распределения и выведения, а также следующие отсюда 
воз мож ные токсические эффекты определяются химической природой 
комп лексов, в том числе химической природой заместителей. 
 Было изучено одиннадцать вариантов производных на основе 
базо вого комплекса тербия, координированного Nазоксантроновыми 
груп пами [249]. Комплекс также содержал 3 липофильных замести теля, 
предотвра щающих тушение люминесценции уратами и аскорбатами. 
Было установлено, что ковалентный конъюгат комплекса с человечес
ким сывороточным альбумином вообще не накапливался ни в одной 
из изученных клеточных линий. Введение же амидной группы в поло
же ние С12 макроцикла вызывало дестабилизацию клеточных мембран 
и приводило к некрозу клетки. Олигогуанидиновый конъюгат преиму
щественно локализовался на митохондриях и приводил к апоптозу. 
Пептидные конъюгаты и метиловый эфир в качестве заместителя 
не вызывали токсических эффектов, быстро в течение нескольких 
минут накапливались по лизосомальноэндосомальному типу с 
преиму щественной локализацией в макропиносомах. Введение гид
ро филь ных карбоксильных и карбоксамидных заместителей также 
приво дило к токсическим эффектам с локализацией в митохондриях 
и эндосомах по истечению нескольких часов и тоже приводило к 
деста би лизации мембран [249]. 

Таблица 2. Особенности внутриклеточной локализации 
комплексов лантанидов[249]

Тип локализации Особенности
накоплении/выведения Токсичность, IC50

Эндосомальнолизо
сомальная (80% всех 
комп лексов)

Быстрое накопление 
и выведение

В основном нетоксичные бинуклеарные 
хеликаты

Митохондриально
эндосомальнолизо
сомальная

Быстрое накопление и 
медленное выведение, 
челночное курсирование 
комплексов в системе 
митохондрии–лизосомы 

IC50нетоксичных≥175мкМ,
IC50токсичных 20–70 мкМ.
Токсичные соединения нарушают мемб
ран ный потенциал митохондрий, при на
хождении в митохондриях больше 6–10 ч 
вызывают апоптоз

Рибосомальнонук
лео льный

Медленное накопление 
и выведение

Токсичность показана для соединений с 
Nкоординированным азатиаксантиновым 
остатком, IC50 40–90 мкМ
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 В случае если сенсор является полностью генетически кодируе
мым, встает вопрос о доставке лантанидов в клетки [164, 197]. В 
этом случае можно использовать метод осмотического лизиса пино
ци тозных пузырьков или стрептолизин О. Доставка тербия в клетки 
этим способом была осуществлена с 55% эффективностью. Выжи
вае мость клеток составила 95% [186]. Использование пептидов для 
внутри клеточной доставки также может помочь решению данной 
задачи [250].

VII. ВЫСОКОЭФФЕКТИВНЫЙ СКРИНИНГ
Востребованным применением методов и технологий лантанидного 
анализа является высокоэффективный скрининг лекарственных 
соединений. 
 Под высокоэффективным скринингом (HTS) подразумеваются 
постав ленные на поток лабораторные исследования, когда тестируется 
большое количество материала на компактных носителях и в малых 
объемах с использованием автоматизированных систем управления (не 
менее 105 аналитических определений в день, при этом рабочий объем 
составляет не более 10 мкл, а микропланшеты содержат не менее 1536 
лунок). В HTS используются различные флуоресцентные техники 
и техно логии анализа [251, 252]. В своем развитии HTS миновал 
несколько этапов, начиная с многопараметрических радиоиммунных 
методов [253, 254], иммуноферментных и иммунофлуоресцентных 
микро аналитических методов на различных носителях (шариках, 
палочках, дисках) [92, 256, 257,], заканчивая биочипами [255]. И 
тех но логия биочипов, и технология высокоэффективного скрининга 
бази руются на принципах мультианалитного и микроформатного 
иссле дований [256, 257].
 Первая работа по ДНКмикрочипам и одна из первых по бел ко
вым микрочипам были опубликованы российскими учеными [258, 
259]. Лантанидный анализ в технологии биочипов был применен для 
определения онкомаркеров [260], пестицидов [261] и в ряде других 
исследований. 
 Из лантанидных технологий в HTS применяется в основном время
разрешенный FRET [262]. Также показано применение люминес цент
ных частиц [263] и технологии DELFIA, в частности, для определения 
циклического АМФ [264] и ингибиторов тирозинкиназы [265]. 
 Лантанидный времяразрешенный FRET был использован для 
реше ния следующих задач HTS:
 – идентификация потенциальных ингибиторов теломеразы [266];
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  – скрининг лигандов на связывание с рецептором фактора некроза 
опухоли [267];
 – скрининг коактиваторов гормонов на связывание с ядерными 
гормональными рецепторами [268];
 – оценка связывания опухолевого супрессора p53 с негативным 
регулятором HDM2 [115];
 – оценка связывания протеазы ВИЧ антителами к фосфотиро
зину [269];
  – оценка связывания ингибиторов обратной транскриптазы с 
обратной транскриптазой вируса иммунодефицита человека [270].
 В последнее время высокоэффективный скрининг включает в 
свой арсенал не только скрининг in vitro, но и скрининг in vivo на 
живых клетках и на живых организмах [271, 272]. Использование 
гене тически кодируемых пептидов в лантанидном HTS предоставят 
возможность получать высоко стандартизованные биохимические 
реагенты со строго определенными точками присоединения доноров 
и акцепторов к белкам и антигенам; для скрининга in vivo лантанид
ный анализ может обеспечить требуемую высокую чувствительность 
за счет устранения сигнала биологической автофлуоресценции. 

VIII. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разнообразное применение лантанидных соединений и пристальный 
инте рес к ним обусловлен в первую очередь уникальным свойством – 
микросекундной флуоресценцией, что позволяет обойти проблему 
фоно вой флуоресценции. 
 Большое количество комплексных соединений и способов управ
ления их флуоресценцией определило разнообразие высокочувстви
тель ных меток и сенсоров на основе лантанидов. Развитие биоимид
жинга с использованием лантанидных комплексов заставило обратить 
особое внимание на развитие техники регистрации сигнала, на 
разра ботку щадящего облучения клеток (техника многофотонного 
возбуждения) и на адаптацию комплексных соединений лантанидов 
к условиям in vivo. Разработка лантанидсвязывающих пептидов 
позво лила перейти к получению полусинтетических и полностью 
гене ти чески кодируемых лантанидных FRETсенсоров, что является 
следую щим этапом в развитии биоимиджинга на основе лантанидов. 
 Получение сенсоров различной функциональной активности, а 
также разработка новых способов доставки лантанидов в клетки при 
условии безопасности данных комплексов для жизнедеятельности 
орга низма, совершенствование высокоразрешающих методов микро
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скопии и спектроскопии с временным разрешением – вот основной 
список задач, которые предстоит решить в ближайшем будущем для 
того, чтобы генетически кодируемые сенсоры на основе лантанидов 
отве чали всем требованиям высокочувствительных инструментов 
моле кулярного биоимиджинга.

Авторы приносят благодарность Л.Р.Арсланбаевой и А.Л.Русанову за помощь 
в подготовке материала для обзора. 
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